Centro de Investigacion en Alimentacion
y Desarrollo, A.C.

EXPRESION DE ARNm DE TLR2, NF-kB, E IL-10 EN
CELULAS DE GANGLIOS MESENTERICOS DE CERDO
ESTIMULADAS CON PROBIOTICOS

Por

Jorge Luis Duarte Gutiérrez

TESIS APROBADA POR LA

COORDINACION DE CIENCIAS DE LOS ALIMENTOS

Como requisito parcial para obtener el grado de

MAESTRIA EN CIENCIAS

Hermosillo, Sonora Enero 2015



APROBACION

Los miembros del comité designado para la revision de la tesis del QBC.
Jorge Luis Duarte Gutiérrez, la han encontrado satisfactoria y recomiendan que
sea aceptada como requisito parcial para obtener el grado de Maestria en

Ciencias.

4

Dra. Veronica Mata Haro

Directora de Tesis

=

Dr. Jesus Hernandez Loépez

Asesor

i

Dra. Gwa Ia Ramos Clamont Montfort

Asesor

Dra. Enk%{}émpa

Asesor




DECLARACION INSTITUCIONAL

La informacién generada en esta tesis es propiedad intelectual del Centro
de Investigacién en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD). Se permiten y
agradecen las citas breves del material contenido en esta tesis sin permiso
especial del autor, siempre y cuando se dé crédito correspondiente. Para la
reproduccion parcial o total de la tesis con fines académicos, se debera contar

con la autorizacion escrita del Director General del CIAD.

La publicaciéon en comunicaciones cientificas o de divulgacion popular de
los datos contenidos en esta tesis, debera dar los créditos al CIAD, previa

autorizacion escrita del manuscrito en cuestion del director de tesis.

o]

Dr. Pablo Wong Gonzalez
Director General




AGRADECIMIENTOS

Agradezco al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnhologia (CONACyT) por la

beca brindada durante la realizacion de este trabajo de maestria.

Al Centro de Investigacién en Alimentacion y Desarrollo (CIAD), por aceptarme
y permitirme realizar mis estudios asi como a la Coordinacion de Ciencias de

los Alimentos.

A mi directora de tesis la Dra. Veronica Mata Haro. Gracias por ayudarme tanto
profesionalmente como académicamente con sus conocimientos, por su

paciencia y compresion, y por haberme aceptado en este proyecto.

A la M.C. Leticia Félix por su asesoramiento en el laboratorio y ayuda en la

busqueda de reactivos.

Al laboratorio de proteinas de la coordinaciéon de Nutricion por ayudarme y
facilitarme material y reactivos para la realizacion del proyecto.

Al laboratorio de inmunologia por brindarme sus instalaciones para la

realizacion del proyecto.

A mis comparieros de laboratorio Karmen, Anna, Marina, Pablo por los apoyos

brindados durante mi estancia en el laboratorio.

A los miembros de mi comité por el tiempo y la disponibilidad para brindarme su

apoyo y consejos durante la realizacion del proyecto.

A mis abuelos, mis hermanos, mis tios, mis primos y todas las personas que me

acompafiaron en el tiempo que se realizé este trabajo.



DEDICATORIA

Dedico este trabajo a mis padres Jorge Luis Duarte y Maria Sara Gutiérrez,
porque desde que empez6 mi formacion me apoyaron y he aqui una forma de

agradecérselos.

A mis hermanos Manuel Alberto y Cristian David que he compartido toda una
vida con ellos y que sea asi durante mucho tiempo, y que vean si yo pude

ustedes también pueden.

A mi Tia Bertha Alicia Duarte y mi mamita Norberta Duarte que siempre me han
ayudado en todo desde que vivo y estudio en Hermosillo, por su ayuda muchas

gracias que sin ustedes hubiera sido mucho mas dificil llegar a donde estoy.

A una persona muy especial que sin duda me incito a llegar a esto y a mas y
siempre le estaré agradecido por todo lo que me brindo y me ayudo, tanto
académico como personalmente con mucho amor y carifio Anna Judith Pérez

Baez.

A los que sin duda me acomparfaron en los dos afios de maestria y son mis

amigos en CIAD: el Warrior, el Perreo, al Pelikano y Angelina.



CONTENIDO

APROBACION. c..uiittueeieetuesseetaassesasesseesa s e ersssssseesnaesseennnseenannnen i
DECLARACION INSTITUCIONAL........cetttuuerrennanseeeeennnsnssseeennnsnsnes ii
AGRADECIMIENTOS. ... o s s s s s s s e s s e nnae \Y
DEDICATORIA. ...t s e s s sr s s s s s s nan s s s an s rnanrnns v
LISTADE FIGURAS. .....ceeiiiiicetir v e s s s sn s s s s e s an s s e nnnnnns viii
LISTADE TABLAS. ...t s r s r s e e IX
RESUMEN. ... s s s s s s s s s e e narnnns Xi
= 1S 1 2 - Y O PP Xii
INTRODUGCCION. .. .iittuueieetueseeetnssesrenssseessssseessssseensnsnessenssssesnnnns 1
ANTECEDENTES. ..ot s s s s e r s r e raens 3
Los Probioticos, una Alternativa para Mejorar la Salud............................ 3
Caracteristicas Generales de los Probioticos............coooeviiiiiiiiiiiiien., 4
Mecanismo de Accion de [0S Probioticos.........covviiiiiiiii e 5
Usos en la Industria Porcina. ..o 6
El Sistema InmunOoIOGICO. ..o 7
Receptores de Tipo TOll.......oeiiii e 8
Cascadas de Senalizacion por Receptores Tipo Toll............coooviiiiiini. 10
Caracteristicas y Funciones del Receptor TLR2............c.oooiiiiiiiiiiiinn, 13
Factor de Transcripcion Nuclear kappa B (NF-KB)..........cccooiiiiiiiiiinnnin. 13
Efectos Moduladores de los Probiéticos sobre el Sistema Inmune............... 15
o 110 ] L 19
OBJETIVO GENERAL. ... v ee s s s s s e s s e e e ens 20
OBJETIVOS ESPECIFICOS.......cccvuuiiiiieiieiieeieeeeese e e eeae s e e saaa e eeens 21
MATERIALES Y METODOS.......cccuiiiiiitiieeerinnieeerenneseresnneserrsnneeesennnn 22
Animales de Experimentacion..............cooiiiiii 22
Cepas ProbiltiCas. .........vei i 22
Obtencién de Células de Ganglios MesenteriCos.........c.cvvvvieiiiiiiiineennnn.. 23
Incubacién con bacterias probidticas. ..........cooviiiiiiiiii 24
Caracterizacion Celular por el Método de Citometria de Flujo.................... 25
Cuantificacion de CitOCINAS. .......c.viriiii e e 25
Extraccion de ARN Total........coiiniiiii e 26

vi



CONTENIDO (continuacioén...)

Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (RT-gPCR) de

[IL-10, TLRZ2 Y NF-KB ... e 26
ANAliSiS dE DatOS. ... ... 28
RESULTADOS y DISCUSIONES........ccciiiiiiiivrcnnerrcerere e s e e e e 29
Caracterizacion Celular por el Método de Citometria de Flujo................... 29
Cuantificacion de IL-10 por ELISA y Expresion de ARNm de IL-10 por RT-

OGP C R 32
Deteccién de ARNm de TLR2 por RT-qPCR..... ..ot 34
Deteccion de ARNm de NF- kB por RT-qPCR.........coiiiiiii 36
CONCLUSIONES........cciiiiiiierra s s e s s e s s s s s e e e e nannnnnas 39
BIBLIOGRAFIA. ..... oottt eeee e e e s e e e s e e e e e e saaa s e eranas 40

Vii



LISTA DE FIGURAS

Figuras Pag.
1. TLRs extracelulares e intracelulares.................ccoooiiiiiinns 10
2 Via de sefalizacion dependiente e independiente de MyD88....... 12
3. Sefalizacion de NF-kB, via candénica y no candnica................... 15
4 Produccion de IL-10 inducida en sobrenadantes de monocitos

humanos derivados a DCs..........ccoiiiiiiiii 17
5. Distribucidn de células de ganglios mesentéricos antes de la

adhesion mediante citometria de flujo.................cooo 30
6. Distribucién de células de ganglios mesentéricos después de la

ANESION......coi e —————————————— 30

7. Porcentaje de células SWC3+ y MHC-11+ después de la

AANESION. ... 31
8. Cuantificacion de IL-10 en sobrenadantes de cultivo celular........ 32
9. Expresion de ARNmM de IL-10.... ..o 34
10.  Expresion de ARNm del receptor TLR2............ccooiiiiiini. 35
11. Expresionde ARNmMmde NF-kB...........c.coooiiiiiiii 37

viii



LISTA DE TABLAS

Tablas
1. Ejemplos de microorganismos probiotiCos...........cccevivvriiieeinenn..
2. Recomendacion de usos de probioticos. .........coveveiiiiiiiiinnnnn.

3. Secuencias de iniciadores y sondas utilizadas para IL-10, TLR2 y

Pag.

27



RESUMEN

Introduccioén: Los probidticos son microorganismos que mejoran el equilibrio
de la microbiota intestinal al ser administrados en forma adecuada, ya que
favorecen la respuesta inmune, previniendo trastornos gastrointestinales. Su
uso se ha extendido a la suplementacion de dietas de animales de granja, con
el fin de ayudar en el combate de infecciones intestinales que afectan la
produccion animal. EI mecanismo de inmunomodulacion es a través de las
células presentadoras de antigenos (CPA), mediante sus receptores tipo Toll
(TLRs), que identifican patrones moleculares asociados a microorganismos
(MAMPSs), uno de los cuales es el TLR2. Este receptor media la respuesta
inmune inducida por probiodticos, aunque se desconoce por qué inducen
diferentes respuestas inmunes. El objetivo de este estudio fue evaluar si las
células de ganglios mesentéricos de cerdo estimuladas con los probiéticos L.
reuteri 1447 (1447), L. reuteri 53608 (53608) y B. animalis subsp. lactis Bb12
(Bb12), activan el factor de transcripcibn NF-kB, a través de la via TLR2.
Métodos y Resultados: Se determind la proporcién de células de ganglios
mesentéricos mediante citometria de flujo que expresan SWC3 y MHC-II,
marcadores que en conjunto, indican células CPAs y se encontr6é que el 1.1%
expresaban ambos marcadores. Posteriormente, se estimularon las células de
ganglios mesentéricos con las cepas probidticas y se evalud la capacidad para
producir 1L-10. Mediante el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA) y reaccion en cadena de la polimerasa de transcriptasa inversa en
tiempo real (RT-gPCR) se encontré que la cepa probidtica Bb12 indujo una
mayor produccion (p<0.05) de esta citocina tanto a nivel de proteina como a
nivel de ARNm en comparacion con las cepas 1447 y 53608 (p>0.05), y las
células no tratadas (SE). Para determinar si las diferencias en la capacidad de
inducir la produccion de IL-10 se daban al inicio de la sefializacion, se cuantifico

el transcrito de TLR2 en las células estimuladas con probdéticos. Se encontré
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gue los niveles de TLR2 en células estimuladas con Bb12 estaba en niveles
semejantes a las células sin estimular (p>0.05) mientras que las células
estimuladas con los probidticos 1447 y 53608, se encontraban en mayor
cantidad en comparacion a las células SE (p<0.008). Finalmente se
determinaron los niveles de transcrito de NF-kB y se encontr6 que la cepa
probidtica Bb12 induce un aumento de la expresion de ARNm de NF-kB en
comparacion con las células SE, mientras que las células estimuladas con las
cepas 1447 y 53608, no indujeron la expresion de este factor de transcripcion
(p>0.05). Conclusion: El probiotico Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12
induce la produccion de IL-10 activando el factor de transcripcion NF-kB
mediante la via de sefalizacion de TLR2 en células de ganglios mesentéricos
de cerdo, mientras que las cepas 1447 y 53608 tienen una baja produccién de

IL-10 y esté relacionado con la baja expresion de NF-kB.

Palabras clave: Probitticos, Células Presentadoras de Antigenos (CPA),
Receptor tipo Toll (TLR 2), Interleucina-10 (IL-10), NF-kB.
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ABSTRACT

Introduction: Probiotics are microorganisms that improve the balance of the
microbiota and favor the immune response by preventing gastrointestinal
disorders affecting animal production. Its use has spread to the supplementation
of diets of farms animals, in order to help combat intestinal infections that affect
animal production. The mechanism of immunomodulation involves antigen
presenting cells (APC), through their Toll-like receptors (TLRs), which identify
microorganisms associated molecular patterns (MAMPS), one of which is TLR2.
This receptor mediates the immune response induced by probiotics, although it
iIs unknown why different immune responses are induced through TLR2. The
Objective of this study was to evaluate whether swine mesenteric lymph node
cells stimulated with the probiotic bacteria L. reuteri 1447 (1447), L. reuteri
53608 (53608) and B. animalis Bbl2 subsp lactis (Bbl2), activate the
transcription factor NF-KB, through the TLR2 pathway. Materials and Results:
The proportion of mesenteric lymph cells was determined by flow cytometry
expressing SWC3 and MHC-II, markers that in conjunction indicate swine APCs.
It was found that 1.1 % of the cells expressed both markers. Next, the cells were
stimulated with probiotic bacteria and the capacity to produce IL-10 was
evaluated. It was found by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) and
reverse transcription polymerase chain reaction (RT-gPCR) that Bb12 induced
more IL-10 (p<0.05) both at the protein and messenger RNA (RNAm) than
strains 1447 and 53608 (p>0.05), or untreated cells (SE). To determine is the
differences in the capacity to produce IL-10 was at the beginning of the signaling
cascade, TLR2 transcript was quantified by RT-gPCR in probiotic stimulated
cells. 1t was found that the level of TLR2 in Bbl2-stimulated cells were similar
than SE cells (p>0.05) while cells stimulated with probiotics 1447 or 53608 were
increased in comparison to untreated cells (p<0.05). Last, the transcript levels of
NF-kB were determined; it was found that Bb12 induced augmented expression
in comparison to SE, while 1447- or 53608-stimulated cells did not (p>0.05).
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Conclusion: The probiotic Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 induces
IL-10 production activating NF-kB transcription factor by means of TLR2
signaling pathway in swine mesenteric lymph node cells, while 1447 and 53608
strains induce low production of IL-10 and is related to the low expression of NF-
KB.

Keywords: Probiotics, Antigen-Presenting cells (CPA) TLR2, IL-10, NF-kB,
gRT-PCR.
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INTRODUCCION

La microbiota intestinal juega un papel trascendental en la respuesta inmune de
organismos superiores, ya que, la microbiota en conjunto con el sistema inmune
actuan protegiendo al hospedero de los organismos oportunistas. Una alternativa
para favorecer esta proteccion, es suplementar alimentos con microorganismos
gue tengan efecto benéfico sobre el hospedero que los ingiere, mejorando el
equilibrio de su microbiota intestinal. A estos microorganismos que confieren

beneficios a la salud, se les denomina probio6ticos (Fuller, 1989).

El uso de probidticos en la alimentacion favorece el establecimiento y
mantenimiento de la microbiota intestinal, reduciendo asi la colonizacion de
patégenos y estimulando el sistema inmune, por esta razén, se incluyen en la
industria porcina para ayudar a prevenir trastornos gastrointestinales, que afectan
la produccion animal (Nava Sanchez et al.,, 1995; Bazay, 2010). Dentro de los
efectos inmunoldgicos inducidos por probiéticos se encuentra la activacién de
células dendriticas (DCs), ya que mediante sus receptores tipo Toll (TLRS),
identifican patrones moleculares de microorganismos (MAMPSs) (Jin et al., 2007).
Uno de estos receptores es el TLR2 que tiene un amplio rango de reconocimiento
porque se dimeriza con TLR1y TLR6 (Jin et al., 2007).

TLR2 identifica estructuras de la pared celular como: peptidoglucano, acidos
teicoico y lipoteicoico, entre otros. Cuando el reconocimiento se lleva a cabo, se

inicia una cascada de sefalizacion que culmina con la produccién de citocinas



entre las que se encuentran la Interleucina IL-6, IL-10 y TGF-. La citocina IL-10
ha ganado atencion puesto que es producida en respuesta a procesos
inflamatorios; ademas, es importante para la diferenciacion de células T
reguladoras (Tregs). Las Tregs juegan un papel muy importante en el
mantenimiento de la homeostasis intestinal, ya que suprimen la respuesta inmune
ante la microbiota, permitiendo asi la co-existencia entre el hospedero y la propia
microbiota. En estudios previos en nuestro grupo de trabajo utilizando DCs
derivadas de monocito humano, se encontré que Bifidobacterium animalis subsp.
lactis Bb12 (Bb12), induce la produccion de IL-10. Sin embargo, es necesario
conocer la respuesta de células del sistema inmune adaptadas al tracto intestinal.
Ademas, no se conocen diferencias en la sefializacion inducida por los probidticos.
Por lo anterior, en este trabajo se estudi6 la respuesta de las células de ganglio
mesentérico de cerdo estimuladas con diferentes probidticos determinando la
produccion de IL-10 y los niveles de expresion de ARNm del receptor tipo Toll 2, el
factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
(NF-kB) e IL-10.



ANTECEDENTES

Los Probiéticos, una Alternativa para Mejorar la Salud

El término probiotico fue utilizado por primera vez por Parker, significa “para la
vida” o “en favor de la vida” definiéndolos como organismos y substancias que
contribuyen al balance microbiano intestinal (Parker, 1974). Algunos de estos
probioticos utilizados en la industria, se pueden observar en la Tabla 1. En el
2012, la Organizacion para la Alimentacion y Agricultura de las Naciones Unidas
(FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) definieron a un probiotico
como un organismo vivo, que cuando se administran en cantidades adecuadas
confiere un beneficio a la salud del huésped (FAO, 2006). Los probiéticos en
namero suficiente tienen efecto benéfico sobre la salud del hospedero, a través de
la colonizacion provisional del intestino, donde estimulan las funciones protectoras
del sistema digestivo (Gorbach, 2002; Schrezenmeir 2001). Estos
microorganismos son conocidos como bioterapéuticos, bioprotectores o
bioprofilacticos y se utilizan para prevenir infecciones entéricas y gastricas (Penna,
1998).

Tabla 1.Ejemplos de microorganismos probioticos

Lactobacillus Bifidobacterium
L. acidophilus B. bifidum

L. casei B. longum

L. rhamnosus B. lactis

Fuente: Gorbach, 2002.



Los probidticos han sido sefialados como posibles reemplazos de los antibiéticos,
debido a que pueden inhibir el crecimiento de patégenos a través de diferentes
estrategias como competencia por desplazamiento de su sitio de union al epitelio,
inhibicion de su crecimiento y/o muerte mediante la produccion de compuestos
antibacterianos o reduccién del pH, mejora de la funcion de barrera intestinal e

inmunomodulacién (Delgado Fernandez, 2013).

Los probidticos trabajan manteniendo y reforzando los mecanismos de defensa
ante patdgenos sin perturbar las funciones fisiologicas y bioquimicas normales
(Lazaro et al., 2007). En la Tabla 2, se muestra la recomendacion de usos de
probiodticos en diversas condiciones clinicas patologicas, se puede observar que
su utilizacién es debatible, que aun cuando su efectividad es buena en ciertas

condiciones clinicas, existen otras donde los resultados no son concluyentes.

Caracteristicas Generales de los Probidticos

Para que un microrganismo se considere como probiotico debe ser habitante
normal del intestino, tener un tiempo corto de reproduccién, no ser patdégeno ni
toxigénico, sobrevivir al medio acido del estbmago vy la bilis en el duodeno, tener
capacidad de adhesion a células epiteliales y adaptarse a la microbiota intestinal,
sin desplazar a la microbiota nativa. Una caracteristica importante es que el
probiotico tenga capacidad para aumentar de modo positivo las funciones inmunes
y las actividades metabdlicas del hospedero en donde residen (Young y Huffmans,
2003; Dunne et al., 2001).

Entre los probidticos utilizados en el consumo humano se encuentran las
bacterias acido-lacticas (BAL), algunas de las cuales son mostradas en la Tabla 2;

también se utilizan otras cepas bacterianas no patdgenas, como Streptococcus,



Enterococcus y algunas levaduras como Saccharomyces boulardii (Dunne et al.,

2001)

Tabla 2. Recomendacién de usos de probiéticos.

Condicién Clinica Efectividad Cepay organismo de referencia
Diarrea
Tratamiento de Infecciones en A Saccharomyces boulardii,
la infancia Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
GG (LGG)
Prevencion de la infeccion B S. boulardii, LGG
Prevencion de AAD A S. boulardii, LGG
Prevencion recurrente de B/C S. boulardii, LGG
CDAD
Prevencion de CDAD B/C S. boulardii, LGG y

bacterioterapia
Alergia

Eczema at6pico asociado con
alergia a la leche de vaca

Tratamiento A LGG, Bifidobacterium lactis
Prevencion A LGG, B. Lactis
Respuesta Inmune A Lactobacilos acidophilus,

Lactobacilos plantarum, B. lactis,

Fuente: Floch et al, 2014, modificada. La letra "A" significa que hay estudios concluyentes
acerca del tratamiento y con resultados positivos en la literatura. La letra "B" se basa en
estudios con control positivo, con la presencia de algunos estudios negativos. La letra" C"
se basa en algunos estudios positivos, pero insuficiente cantidad de trabajo para

establecer la certeza.
ADD: diarrea asociada a antibiéticos; CDAD: Clostridium difficile asociado a diarreas

Mecanismo de Accion de los Probiodticos

Es importante que los probidticos sean capaces de resistir el 4cido estomacal y
llegar al intestino delgado, posteriormente, deben adherirse, aunque sea
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provisionalmente a células epiteliales del colon; lo anterior para sobrevivir y
establecer una simbiosis con su hospedero que le permita producir metabolitos
antimicrobianos, competir por nutrientes y sitios de adhesion para impedir la
multiplicacion de patdégenos y produccion de toxinas (Rolfe, 2000; Youngy
Huffmans, 2003).

Las cepas de lactobacilos y bifidobacterias producen acido lactico, acidos grasos
de cadena corta, peréxido de hidrégeno, diacetilo y bacteriocinas, que afectan el
metabolismo bacteriano patégeno o la produccion de toxinas. Estos metabolitos
antimicrobianos producidos son usados en la industria alimentaria como

conservadores (Rolfe, 2000).

Una de las caracteristicas que sobresalen en el uso de probidticos es su
capacidad de modular el sistema inmunoldgico del hospedero. Aunque esta
habilidad ha demostrado ser cepa-dependiente, es una caracteristica deseable de
estos microorganismos. A esta capacidad de modular el sistema inmune se le
denomina inmunomodulacién, por ejemplo, algunos probiéticos pueden inducir un
aumento en la produccion de inmunoglobulinas (IgA principalmente), activar
células presentadoras de antigenos, incrementar interferon gamma (IFN-y), elevar
la secrecidn de citocinas pro-inflamatorias (Reid et al., 2003; Isolauri et al., 2001),
activacion de células mononucleares vy linfocitos (Penna, 1998), por lo anterior y
muchos estudios mas, es que los probiéticos estan siendo utilizados en diferentes

sectores productores como el de la industria alimentaria.

Usos en la Industria Porcina

El uso de probidticos no solo se ha limitado a humanos. En animales también se
ha implementado su uso para mejorar la produccion animal. Por ejemplo, en aves
se observo un incremento en la altura de las vellosidades del duodeno de casi
40%; mientras que la inclusién de probioticos en la dieta de cerdos aumenta su

resistencia al ser sometidos a estrés (Bazay, 2010).



Por otra parte, la adicion de Enterococcus faecium en la dieta de lechones se ha
asociado con una disminucion de diarreas después del destete, lo que permite
reducir o incluso prescindir de los antibioticos (Reyes et al., 2012). Mediante el uso
de probioticos, el productor porcino puede prevenir y combatir los trastornos
gastrointestinales y diarreas que se pudieran presentar en los animales y que
afectan la produccion (Nava et al.,, 1995). La adicion de este tipo de
microorganismos a la dieta de los cerdos, favorece el establecimiento y
mantenimiento de la microbiota intestinal, reduciendo asi la colonizacion de

patégenos por el mecanismo de la exclusion competitiva (Lazaro et al., 2007).

Hoy en dia existen muchas investigaciones que evallan efectos productivos por la
administracion de antibiéticos en cerdos, pero hay muy pocos estudios sobre el
efecto inmunolégico que ejercen los probitdticos al ser suministrados en la

alimentacion.

El Sistema Inmunolégico

El sistema inmunolégico es un conjunto de estructuras y procesos biolégicos en un
organismo, que le confiere proteccion contra infecciones causadas por
microorganismos como virus, bacterias, hongos, protozoos y parasitos. Por lo
tanto, este sistema se compone de moléculas y células dedicadas a la defensa
contra patégenos, y es crucial para la sobrevivencia de los vertebrados (Abbas et
al., 2008).

En una infeccion, los microorganismos patdgenos deben ser capaces de superar
barreras fisicas, quimicas y celulares que forman al sistema inmune innato. Este
no requiere un reconocimiento previo del agente patogénico. Si la infeccion
persiste, actia el sistema adaptativo, que se adquiere a lo largo de la vida de un
organismo. Para que sea efectivo, es necesario un reconocimiento previo del

antigeno que desencadene la respuesta inmune. Una vez que esto ocurre, se
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establece la memoria inmunolégica la cual permite que, cuando se presente una
reinfeccion, el sistema inmune actle mas rapidamente (Abbas et al., 2008).

En la respuesta inmune innata participan leucocitos como macréfagos, neutroéfilos,
células dendriticas (DCs), mastocitos, eosindfilos, basdfilos y linfocitos asesinos
naturales (NK). Todos ellos expresan diversos receptores en su membrana como
los receptores tipo Toll (TLR) (Janeway y Mezhitov, 2002). Por otro lado, entre las
principales células del sistema inmune adaptativo estan los linfocitos B y T. Las
células B se encargan de la producciéon de anticuerpos. Los linfocitos T son los

encargados de coordinar la respuesta inmune celular (Abbas et al., 2008).

Las CPA constituyen una poblacion leucocitaria heterogénea, entre las que se
incluyen los macréfagos, las células B y las células dendriticas. En las CPA hay
diferentes receptores para el reconocimiento de Patrones Moleculares Asociados
a Microorganismos (MAMPs) como los receptores de lectinas tipo C (CLR) que
pueden unirse a estructuras de glucanos presentes en patdgenos, los receptores
tipo “Scavenger” que reconocen lipoproteinas bacterianas y ADN no humano.
Otros receptores importantes son NOD (Nucleotide-binding oligomerization domain
por sus siglas en inglés) son moléculas al interior de células que detectan
peptidoglicano, muramil dipéptido. Aunado a los anteriores, se encuentran los
TLRs, que son de los receptores mas importantes y estudiados ya que
representan un vinculo importante entre la inmunidad innata y adaptativa
(Sanchez et al., 2010; Collado et al., 2008).

Receptores de Tipo Toll

Los receptores tipo Toll son estructuras transmembranales que presentan
homologia con la proteina Toll de Drosophila y el receptor de la IL-1 (IL-1R). Los
dos receptores anteriores fueron descritos en Drosophila melanogaster como
moléculas necesarias para la proteccion contra infecciones por hongos porque

estimulan la produccién de péptidos anti-fungicos (Mesa y Patifio, 2006).



Los receptores tipo Toll estan presentes en la superficie celular y en
compartimientos intracelulares de las CPA que identifican patrones moleculares
presentes en microrganismos (0 MAMPs por sus siglas en inglés). Los MAMPs
son estructuras comunes entre los microorganismos tales como peptidoglucano y
acido lipoteicoico presentes en bacterias gram positivas, lipopolisacarido (LPS)

presente en bacterias gram negativas, beta-glucano en levaduras, entre otras.

En contra parte, los TLRs reconocen dichos patrones moleculares sin importar el
género o especie de microorganismos, como lo muestra la Figura 1, en donde se
muestran algunos ligandos de los TLR, y se puede observar que hay TLRs tanto
en la membrana plasmatica como en membranas endosomales dentro de las
células. A la fecha han sido descritos 13 TLR y este niamero tan pequefio de
receptores tienen una amplia gama de patrones de reconocimiento. Asi, por
ejemplo, TLR4 reconoce LPS de bacterias gram negativas, proteinas de choque
térmico, TLR2 reconoce glicolipidos, lipoproteinas, lipopeptidos, acido lipoteicoico

presentes en bacterias, zymosan en levaduras, (Janeway y Mezhitov, 2002).

Los agonistas, MAMPs o ligandos de TLRs inician modificaciones funcionales y
estructurales en las CPA, éstas pasan de un estado inmaduro (inactivo) a un
estado maduro (activo) en el caso de las DCs. El reconocimiento mediante los
TLRs producen cambios en la expresion de genes que codifican proteinas, como
citocinas, quimiocinas y moléculas co-estimuladoras, que hacen que las DCs
migren a las areas donde presentaran el antigeno a las células T para montar una

respuesta inmune (Krawczyk et al., 2010).



Peptidoglicano y zymosan
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Figura 1. TLRs extracelulares e intracelulares. TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, y TLR11
reconocen sus ligandos en la superficie celular. Por otro lado, TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9
se localizan intracelularmente. Adaptado de Akira S. y Takeda K, 2004.

Cascadas de Sefializacion por Receptores Tipo Toll

La estimulacion de TLRs por componentes microbianos, desencadena la
expresion de varios genes que estan involucrados en la respuesta inmune. Estos
mecanismos moleculares por los que los TLRs inducen la expresién de genes,
estan siendo esclarecidos por medio del andlisis de las vias de sefializacion
mediadas por TLR (Akira y Takeda, 2004).

La dimerizacion de los TLR desencadena la activacion de vias de sefalizacion que

se originan a partir de un dominio citoplasmatico denominado Toll-IL-1R o TIR
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(dada la homologia con el de IL-1). Dicho dominio esta formado por tres regiones
box (1, 2 y 3) y se asocia a proteinas adaptadoras como la proteina MyD88 (gen
de respuesta primaria de diferenciacion mieloide) en los TLR. En las vias de
sefalizacion corriente debajo de los dominios de TIR, MyD88, es una proteina
que, en los seres humanos, esta codificada por el gen MYD88 y es esencial para
la induccién de citocinas pro-inflamatorias tales como el factor de necrosis tumoral
(TNF)-a e IL-12 a través del reconocimiento de componentes microbianos (Saitoh
et al., 2004).

La activacion de los TLR especificos induce patrones ligeramente diferentes de
perfiles de expresion génica, por ejemplo la activacion de TLR3 y TLR4 produce
vias de sefalizacion que dan como resultados la induccion de interferones tipo |
(IFN-a e IFN-B). En contraste, la activacion de TLR2 y TLR5 no produce las vias
de sefalizacion antes mencionadas. Por lo tanto, las vias de sefalizacion de TLR
individuales son divergentes. Existen dos vias de sefializacion: las independientes
de MyD88 y las dependientes de MyD88 (como en el caso de TLR2) que se
muestran en la Figura 2 (Doyle et al., 2002; Hoshino et al., 2002; Toshchakov et
al., 2002).

La via dependiente de MyD88 es analoga a las vias de sefializacion a través de
los receptores de IL-1. MyD88, alberga una TIR de dominio C-terminal y un
dominio N-terminal de muerte, asociado con el dominio TIR de TLRs. Tras la
estimulacién, MyD88 recluta proteinas cinasas asociadas al receptor de IL-1 -4
(IRAK por sus siglas en inglés IL-1 receptor-associated kinase), hacia los TLR a
través de la interaccion de los dominios N-terminal, y facilita la fosforilacion de
IRAK-4 mediada por IRAK-1. Una vez activado IRAK-1 se asocia con TRAF6 (por
sus siglas en ingles TNF receptor associated factors), que lleva a la activacion de
dos vias de sefializacion distintas, activando a su vez factores de transcripcion AP-
1 (proteina activadora 1) y TAK1/TAB (Akira y Takeda, 2004).
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La activacion de AP-1 se da a través de la accion de MAP quinasas. La via
TAK1/TAB, aumenta la actividad de la quinasa inhibidora de kappa b (IKK). Una
vez activado, el complejo IKK induce la fosforilacion y posterior degradacion de

Ikb, lo que conduce a la translocacion nuclear del factor de transcripcion NF-kB.

TLR 5 TLR 1
TLR 7 TLR 2
TLR 9 = |
MyDA&8
woss | [l
/_‘ ';- :'
IRAK| - TIRAP |
TRAF IRF-3
KB
will NF-«B
— AT gt
NF-kB IRF-3

Figura 2. Via de sefalizacion dependiente e independiente de MyD88. El reconocimiento
por medio de los receptores TLRs desencadena una cascada de sefalizacion corriente
abajo activando proteinas que va a culminar en la activacion de factores de transcripcion,
NF-kB para la via dependiente de MyD88 e IRF3 para la via independiente de MyD88.
Adaptado de Takeda K, y Akira S. 2005.

Moreira et al., 2008, mencionan que la produccion de IL-10 en respuesta a
fragmentos de pared celular estructuralmente complejos (PNnCW) (peptidoglicano,
acido teicoico, acido lipoteicoico) es dependiente de la via MyD88, lo que sugiere
que la via TLR2-MyD88 es absolutamente necesaria para la produccion de IL-10
inducida en macréfagos derivados de medula ésea. Ademas mencionan que el
receptor NOD2 es responsable, junto con TLR2, de la produccién de IL-10, por lo
anterior se dice que la produccion de IL-10 no estéa ligada a una sola via ya que,
TLR2 y NOD?2 tiene vias alternas de sefalizacion.
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Caracteristicas y Funciones del Receptor TLR2

Los receptores TLR2 reconocen una variedad de componentes microbianos. Estos
incluyen lipoproteinas y lipopéptidos de patdégenos, peptidoglicano y acido
lipoteicoico de las bacterias Gram-positivas, lipoarabinomanano de las
micobacterias, uniones glicosilfosfatidilinositol de Trypanosoma cruzi, una
modulina de Staphylococcus epidermidis, zimosano de hongos y glicolipidos de
Treponema maltophilum (Alipantris et al., 1999; Bleharski et al., 1999; Campos et
al., 2001;; Takeuchi et al., 1999; Takeuchi et al., 2000; Underhill et al., 1999).

El mecanismo propuesto que puede explicar por qué TLR2 reconoce una amplia
gama de componentes microbianos, es debido a la formacién de dimeros con
otros TLRs como TLR1 y TLR6, los cuales estan relacionados estructuralmente
con TLR2. Por ejemplo, macrofagos de ratones deficientes en TLR6 no producen
citocinas inflamatorias en respuesta a lipopéptidos diacilos, pero si una produccién
normal de citocinas inflamatorias en respuesta a lipopéptidos triacilos. En
contraste, los macrofagos de ratones deficientes en TLR1 mostraron una
respuesta normal a lipopéptidos diacilos, pero una respuesta alterada a los
lipopéptidos triacilos. Por lo tanto, TLR1 y TLR6 estdn asociados funcionalmente
con TLR2 para discriminar entre lipopéptidos diacilos o triacilos (Takeuchi et al.,
2002).

Factor de Transcripcion Nuclear kappa B (NF- kB)

Las principales rutas que se activan a través de los TLR son las de NF-kB, este es
un factor de trascripcion nuclear que regula la expresién de numerosos genes
involucrados con la apoptosis, replicaciones virales, tumorigénesis, inflamacion y

en respuestas autoinmunes. Las estructuras de las proteinas de los NF-kB
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comparten homologia con la oncoproteina retroviral v-Rel, contienen un dominio
N-terminal unido al dominio de union al acido desoxirribonucleico (ADN) que sirve
como una interfaz entre los factores de transcripcion NF-kB. También se une a la
proteina inhibidora IkBa y tienen un dominio C-terminal de actividad de

transrepresion o transactivacion.

En condiciones de reposo, los dimeros de NF-kB se unen a proteinas inhibidoras
IkB, y se encuentran inactivos en el citoplasma. Tras un estimulo en los receptores
de la membrana de las células, se inicia la degradacion de las proteinas IkB, a
través de la fosforilacion del complejo IKK, que consta de dos quinasas
cataliticamente activas, IKK e IKKB, y la subunidad reguladora IKKy (NEMO). Las
proteinas fosforiladas 1kB son blanco de la ubiquitinacion y degradacion
proteosomal, de este modo libera los dimeros NF-kB para que puedan trasladarse
al nacleo. La activacion de NF-kB se lleva a cabo por dos vias, la candnica y la no

canonica (Figura 3).

La via canonica es inducida por la mayoria de los estimulos fisiolégicos hacia NF-
KB. La estimulacién de receptores en las células, conduce a la union de TRADD,
que proporciona una plataforma de montaje para el reclutamiento de FADD vy
TRAF2, asociados con TRAF2 y RIP1 para la activacion de IKK. En la via
candnica, IkB es fosforilada de una manera IKKB- y NEMO-dependiente, dando
como resultado la translocacion nuclear de p65 que contienen principalmente

heterodimeros, con actividad transcripcional. En contraste, la via no canénica,

implica la fosforilacion mediada por IKK de pl00 asociados con RelB, lo que
conduce a la transformacion parcial de p100 y la generacion de los complejos p52-

RelB transcripcionalmente activos (Oeckinghaus et al., 2011).
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Figura 3. Sefializacion de NF-kB, via candnica y no canonica. Receptores en la
membrana de las células como TLR2 reconocen MAMPS, esto desencadena una cascada
de fosforilacion para activar distintas proteinas que se encuentran inactivas en el
citoplasma como la subunidad p50-p65 (via candnica) unida a su inhibidor IkB o p100-
RelB (via no canonica) para translocarse al nicleo mediante una importina como proteina
activa para asi traducir el ADN (Horie K. et al).

Martinez (2006) observo en células dendriticas de monocitos, que tras 90 minutos
de estimulacion con probi6ticos, se produce una activacion de NF-kB. Sin
embargo, para que esta activacion sea continua, es necesaria la estimulacién
prolongada en el tiempo y sintesis de novo de proteinas, después de 6 horas
observo que los incrementos de ARNm son un reflejo de la sintesis de novo.

Efectos Moduladores de los Probidticos sobre el Sistema Inmune

Los efectos inmunomoduladores que ejercen los probidticos son y han sido
estudiados in vitro y en vivo en modelos animales como ratones, cerdos, aves.

Estos estudios son de gran importancia puesto que ayudan a identificar los
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mecanismos por los cuales los probidticos y el sistema inmune se relacionan
(Wolvers, 2010).

La inmunomodulacion en el sistema inmune del hospedero es el efecto mas
benéfico ocasionado por el consumo de probidticos ya que algunas cepas de
probidticos inducen la produccion de citocinas anti y pro-inflamatorias. Ademas se
producen otros mediadores quimicos de modulacion como 6xido nitrico y especies
reactivas de oxigeno, las cuales tienen una funciébn antimicrobiana contra

bacterias patdgenas (Dos Santos et al., 2010)

Diversos estudios demuestran que numerosos probioticos pueden modificar el
sistema inmune intestinal al favorecer el rechazo de patégenos. Esto lo pueden
hacer mediante la estimulacion de DCs, por ejemplo para producir una
proliferacion de linfocitos B que dé como resultado la produccion de
inmunoglobulinas de tipo A (Kaila et al., 1992; Rinne et al., 2005), o la activacion
de células NK (Gill et al., 2001). Los probiéticos también aumentan la actividad
fagocitica de los leucocitos intestinales, estimulan la produccién de interleucina IL-
2, IL-6 o factor de necrosis tumoral (TNF).

Asimismo L. sakei puede aumentar citocinas anti-inflamatorias como IL-10 en
células mononucleares de sangre periférica humana (PMBC) o el factor de
crecimiento tumoral B (TGF-B) y reducir citocinas pro-inflamatorias como TNF (alfa
o beta), IFN-y o IL-8 en células-enterocitos humanos (CACO-2/leucocitos) (Haller
et al., 2000). Es importante saber que no todos los probiéticos ejercen los mismos
efectos inmunoldgicos, existiendo una gran variabilidad entre especies e incluso
entre cepas pertenecientes a las mismas especies. Por ejemplo L. acidophilus
aumenta in vivo la proliferacion de linfocitos aislados de bazo de ratén, en cambio
cepas como L. casei, L. gasseri, la inhiben (Maassen et al., 2000; Madsen et al.,
1999; Morita et al., 2002). Debido a esto es importante estudiar la respuesta del

sistema inmune causada por los probioticos.
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Zeuthen et al., 2006, utilizando sobrenadantes de cultivo de DC derivadas de
monocitos de humanos estimulados con probioticos, observaron que la
concentracion de IL-10 varia dependiendo del probiéticos utilizado, como se
muestra en la Figura 4, donde la induccion de IL-10 puede estar activando
diferentes vias de sefializacion que van a dar como resultado una mayor

produccioén de IL-10 entre los distintos probioticos.

IL-10 [ng/ml]

Figura 4. Produccion de IL-10 inducida en sobrenadantes de DCs derivadas de monocitos
humanos derivados a estimulados con 0.5, 5, o 50 g/mL de diferentes probidticos
(6x10°células por pocillo) analizados por ELISA (Zeuthen et al., 2006)

En estudios previos, en nuestro grupo de trabajo, utilizando DCs derivadas de
monocito, se encontrd que Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bbl2 (Bb12),
induce la produccion de IL-10, cuando se estimularon células de ganglios
mesentéricos durante 12 horas, esta estimulacion produce una respuesta anti-
inflamatoria, que ayudaria a la regulacion de la inflamacién, como la que podria
presentarse en una infeccién. En estos resultados se sabe que existen diferencias

en la produccion de IL-10 por lo tanto se asumen diferencias en la sefializacion,
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pero no se sabe a qué nivel. Por lo anterior, en este trabajo se estudio la
respuesta de las células de ganglio mesentérico de cerdo estimuladas con
diferentes probioticos determinando la produccion de IL-10 y los niveles de
expresion de ARNm de TLR2, NF-kB e IL-10.
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HIPOTESIS

La produccion de IL-10 por células de ganglios mesentéricos de cerdo
estimuladas con probidticos estd determinada por la activacion del factor de

transcripcion NF-kB por la via TLR2.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la activacion del factor de transcripcion NF-kB y los niveles de TLR2
en células de ganglios mesentéricos de cerdo estimuladas con probiéticos

inductores de IL-10.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Cuantificar la citocina IL-10 en sobrenadantes de células de ganglios
mesentéricos de cerdo estimuladas con probioticos.

. Determinar por reaccién en cadena de la polimerasa en transcripcion
reversa en tiempo real (RT-qPCR) la citocina IL-10 en células de
ganglios mesentéricos de cerdo estimulados con probiéticos.

. Determinar los niveles de expresion de TLR2 por RT-gPCR de células de
ganglios mesentéricos de cerdo estimulados con probioticos.

. Determinar cambios en la expresién del factor de transcripcion NF-kB por
RT-gPCR en células de ganglios mesentéricos de cerdo estimulados con

probidticos.
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MATERIALES Y METODOS

Animales de Experimentacion

Se utilizaron 6 lechones de 6-9 semanas de edad de la raza Landrace, libres del
virus del sindrome respiratorio y reproductor porcino, ya que la infeccién por
este virus, produce la disminucién de la respuesta inmune. Cuatro lechones
fueron utilizados para la determinacion de IL-10 por ELISA, y los dos lechones
restantes fueron utilizados para los experimentos de RT-gPCR de IL-10, TLR2 y
NF-kB. Los animales se alojaron en la granja experimental de CIAD Hermosillo
y posteriormente se sacrificaron por exsanguinacion, previa insensibilizacion
mediante choque eléctrico de acuerdo a la NOM-033-ZO0-1995, Sacrificio
humanitario de los animales domeésticos y silvestres. Seguidamente, se tomaron
los ganglios mesentéricos del cerdo en bolsas estériles conteniendo solucién
salina amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.4 (NaCl 137mM, KCI 2.7mM,
Na,HPO, 10mM y KH,PO, 4.2mM) estéril y frio para su transporte.

Cepas Probioticas

Se utilizaron los probidticos comerciales Bifidobacterium animalis subsp. lactis
Bb12 (Bbl1l2) y Lactobacillus reuteri ATCC 53608 (53608). Adicionalmente se
utilizé la cepa Lactobacillus reuteri 1447 (1447) aislada de cerdo, caracterizada
fenotipica y genotipicamente como probidtico en el Laboratorio de Microbiologia

Molecular de la Dra. Evelia Acedo en CIAD.
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Bifidobacterium animalis Bb12 se cultivd en caldo agar Man Rogosa Sharpe
(MRS) suplementado con 0.05% de cisteina a 37 °C por 48 horas en
anaerobiosis. Las bacterias del género Lactobacillus se cultivaron en caldo
MRS sin cisteina, en condiciones anaerdbicas a 37 °C por 18-24 horas
(Mohamadzadeh et al., 2005). Posteriormente las bacterias se centrifugaron y
se lavaron con PBS, después fueron re-suspendidas a una concentracion
correspondiente a la turbidez 2 de McFarland (6x10% UFC/mL).

Obtencion de Células de Ganglios Mesentéricos

Se utilizoé el método de Weigmann (2007) modificado. Una vez sacrificados los
lechones, se obtuvieron los ganglios mesentéricos y se les removié el tejido
mesentérico adiposo con la ayuda de un bisturi estéril. Se cortaron los ganglios
mesentéricos en pedazos pequefios de 2-4 cm con un bisturi en una caja petri
estéril. Se colocaron en un tubo de 50 mL, con una solucion de PBS a 7.4 pH
suplementado con antibiéticos (penicilina /estreptomicina 10 mg/L, anfotericina
B 20 mL/L y gentamicina 10 mL/L); se agit6 manualmente por 1 minuto. Los
lavados se repitieron 2 veces dando un total de tres lavados. Una vez hecho
esto, los ganglios se transfirieron a un matraz Erlenmeyer con 50 mL medio
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich St Louis, MI, USA) suplementado con los
antibiéticos antes descritos y con un 2% suero fetal bovino (SFB). Se agrego
colagenasa tipo | (Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ) con
una concentracion de 100 U/mL, se incubd por 2 h a 37 °C en agitacion para

homogenizar la muestra.

Después de 2 h, se colectaron los trozos de ganglios mesentéricos y se
maceraron en un disociador celular con tamafio de poro de 100 um (BD
Falcon). El filtrado celular se junto con el liquido proveniente de la incubacion
con la colagenasa tipo 1. De esta suspension se tomO muestra para la
caracterizacion de la poblacién celular por citometria de flujo (antes de la
adhesion), y se procedio a realizar un conteo celular en la cAmara de Neubauer.

Posteriormente las células se colocaron en frascos de cultivo de 75 cm?
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(Nunclon) a una concentracién maxima de 85-100 x10® células por frasco y se
incubaron por 4 h a 37 °C con atmoésfera de 5% CO; para la eliminacion de los
macrofagos (células adherentes) ya que estos de adhieren al frasco de cultivo
con mas fuerza que otras células. Las células no adherentes se recolectaron en
tubos de 50 mL, y el frasco de cultivo se lavo 3 veces con PBS frio para tomar
todas las células, dando golpes suaves entre cada lavado con PBS frio y se
recolecto la suspension celular; de esta muestra se tomé una alicuota para el

conteo de células y para citometria de flujo.

Incubacion con bacterias probidticas

Para los experimentos se utilizaron 500,000 células por pozo en una placa de
96 pozos y se agregaron las bacterias probidticas, en una relacion de
100 bacterias : 1 célula, es decir, se agregaron 5x10’ UFC/mL bacterias
probiéticas a cada pocillo. Una vez que se colocaron las bacterias al cultivo
celular se incubaron durante 2, 4 y 8 horas a 37 °C con atmdésfera de 5 % de
CO..

Para la cuantificacion de IL-10 por ELISA, se obtuvo el sobrenadante de los
cultivos de 8 h y se almaceno a -80 °C. Para la determinacién de la expresion
de IL-10 y TLR2, se utilizaron cultivos de 8 h y para la determinacion de NF-kB
se utilizaron cultivos de 2 y 4 h. A todos los tratamientos, una vez terminado el
tiempo de incubacion, se retir6 el sobrenadante y a las células remanentes en el
pozo se le agregaron 600 uL de buffer de lisis celular (RLT). Se homogenizo el
contenido, se recolectaron y almacenaron a -80 °C, hasta la determinacion del
ARNmM de TLR2, IL-10 y NF-kB por medio de la técnica de RT-gPCR.
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Caracterizacion Celular por Citometria de Flujo

De las muestras de ganglios mesentéricos que se tomaron antes y después de
la adhesion se tifieron con anticuerpos anti-SWC3 marcado con el fluorocromo
ficoeritrina (PE) y MHC-1l marcado con el fluorocromo Alexa 488. Las células se
incubaron por 30 min a 4 °C. Posteriormente se lavaron con PBS y se
adquirieron en un citometro de flujo FACS Canto Il (BD Biosciences, USA)
donde se caracterizaron de acuerdo a su tamafo, complejidad y se obtuvo el
porcentaje de células SWC3+MHC-II+.

Cuantificacion de Citocinas

El sobrenadante de las muestras de 8 h se utiliz6 para determinar IL-10
mediante ELISA utilizando el kit comercial de Invitrogen, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente se colocaron 50 pL del anticuerpo de
captura (2 pg/mL) por pozo y se incubaron durante toda la noche a temperatura
ambiente (TA). Pasada esta incubacion, se lavaron los pozos con PBS con
0.1% de Tween 20, se bloque6 con 300 uL de PBS suplementado al 0.5% de
albumina y se incubaron por 1 h a TA. Se utilizaron 50 pL de la muestra por
pozo y se incubaron 1.5 h. Seguidamente se lavaron con PBS y se afiadieron
50 L de la dilucién de trabajo (1200 ng/mL) del anticuerpo de deteccion por
pozo y se incubaron 1 h. Se hicieron lavados con PBS y se afiadié 50 pL de la
solucién de estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano (5 pg/mL) y se
incubaron por 45 minutos en la obscuridad a TA. Por ultimo se agrego el
sustrato 3,3'5,5’ tetrametil-bencidamida (TMB) y se incubaron por 20 minutos en
la obscuridad y a TA. Para detener la reaccion se acidifico con H,SO, 1.8 N. La
lectura se realizé dentro de los primeros 30 minutos a una absorbancia de 450

nm.
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Extracciéon de ARN Total

La extraccion del RNA de cada muestra se realizd mediante el kit comercial
RNeasy® mini kit (QIAGEN®, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se analiz6 su concentracion y pureza midiendo la absorbancia a
260/280 nm en un espectrofotometro (NanoDrop, ND-1000), donde una
proporcion entre la absorbancia medida a longitud de onda 260 sobre la medida
a 280 igual a 2 se considera de buena calidad asi como una concentracion de 8
ng/uL como minimo para su uso. Posteriormente, se almacenaron a -20 °C

hasta su uso para RT-gPCR.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (RT-qPCR) de IL-10,
TLR2 y NF-kB.

Para la mezcla de reaccion de TLR2, se utilizé el kit comercial Tagman RT-PCR
kit (QIAGEN®, Hilden, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. La
reaccion se llevd a cabo en el sistema SmartCycler system (Cepheid,
Sunnyvale, CA). Las condiciones de amplificacién fueron de un ciclo a 50 'C
por 30 min, seguido de 95 °C por 15 min; 40 ciclos de 30 seg a 94 °C, para la
extension 1 min a 45 'C y la extension final fue de 1 min a 72 °C. Los primers y

sondas especificos utilizados son los descritos en la Tabla 3.

Para la mezcla de reaccion de IL-10 y NF-kB, se utilizé el kit comercial One-
Step RT-gPCR Core Reagent Brilliant® Mater Mix (Stratagene, La Jolla, CA),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La reaccion se llevo a cabo en el
sistema Applied Biosystems® StepOne (Foster City, CA). Las condiciones de
amplificacién fueron de un ciclo a 50 °C por 30 min y 95 “C por 10 min, seguidos

de 40 ciclos de 95 °C por 15 sy 60 ‘C por 1 minuto. Los primers y las sondas
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especificas para la expresion relativa de ARNm de IL-10 y NF-kB utilizados son
los descritos en la Tabla 3.

Se registré el ciclo umbral (Ct por sus siglas en inglés) para cada gen de
interés. Los valores de Ct de los tratamientos se normalizaron contra un gen
constitutivo y los valores de Ct entre los diferentes tratamientos fueron

2-AACT

evaluados con la formula , Segun se describe a continuacion:

ACt= ACt gen de interés — ACt gen constitutivo
AACt= ACt células tratadas - ACt células sin tratamiento
2-AACT

Expresion relativa =

Los resultados se expresaron como el incremento relativo de ARN mensajero

(ARNm) entre células estimuladas con los probioticos y células sin estimulacion.

Tabla 3. Secuencias de iniciadores y sondas utilizadas para IL-10, TLR2 y NF-
KB

Primer Iniciador 5° - 3’
Reverso TCACTGTGCTGGGTTCATTG
TLR 22 Antisentido @TTCAGGCCAAGGATTTCCAG

Sonda TCTTCACATGAGGCGGCC
Reverso CACGAGTCATCCAGGTCATACAG
NF-kBP Antisentido CTGGCAGCTCTCTCCTCAAAGC
Sonda CTCAAAGTTCTCCACCAGGGGATCTGCTC

Reverso TGAGAACAGCTGCATCCACTTC
IL-10° Antisentido TCTGGTCCTTCGTTTGAAAGAA
Sonda CAACCAGCCTGCCCCACATGC

a. Sonda marcada con FAM y BHQ1 como “quencher” para TLR2, Thono et al., 2005
modificado. b. Sonda marcada con TET y BHQ1 como “quencher” para IL-10, Silva E
et al, 2009. c. Sonda marcada con TET y BHQ1 como “quencher” para NF-kB.
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Analisis de datos

Los datos obtenidos se analizaron en el paquete estadistico NCSS 2007,
mediante el analisis de varianza (ANOVA) de una via para IL-10 y TLR2. Para
NF-kB se analiz6 mediante un factorial de 2*, considerando como factores los
tratamientos con los probioticos Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12,
Lactobacillus reuteri 1447 y Lactobacillus ATCC 53608 en incubacion con las
células de ganglios mesentéricos de cerdo, asi como los diferentes tiempos de
tratamiento. La comparacion de medias se realizO mediante la prueba de

Fisher. Las diferencias significativas se determinaron con un valor de p<0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Caracterizacion Celular por el Método de Citometria de Flujo

En la actualidad las CPAs de cerdo no han sido caracterizadas completamente,
para esto se utilizan diversos marcadores para su reconocimiento. Existen
diversas proteinas de superficie utilizadas para su caracterizacion, por ejemplo,
SWC3 y MHC-Il que en conjunto determinan el origen mielomonocitico de una
célula. Por un lado, SWC3 es una proteina que se encuentra presente en
monocitos, granulocitos, macréfagos y células dendriticas. Por otra parte, MHC-
II, es la molécula de presentacion de antigenos a células T CD4+. Por lo que la
combinacion de MHC y SWC3 nos indica CPAs de origen mielomonocitico. Con
estos dos marcadores se puede obtener informacién sobre la naturaleza de las

células en el cultivo.

En la Figura 5 se muestran las células antes de la adhesién, en donde se
observa el perfil de las células encontradas y las cuales se dividieron para su
caracterizacion de acuerdo a su tamafio y complejidad en cuatro regiones P1,
P2, P3y P4 con su porcentaje celular correspondiente de un total. La region P1
correspondiente a linfocitos con un porcentaje de 52.2%. La P2 representa
células muertas y algunos eritrocitos con un porcentaje de 6.0%. La P3
representa algunas células B y algun otro tipo celular con un porcentaje de
27.9%. La P4, representa las posibles células presentadoras tales como

macrofagos y células dendriticas con un porcentaje de 9.3%.
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Figura 5. Distribucién de células de ganglios mesentéricos antes de la adhesion
mediante citometria de flujo.

En la Figura 6 se muestran las células después de la adhesion utilizando las
mismas regiones ya establecidas y se encontrd que para la region P4 disminuy6
el porcentaje a 7.3%.
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Figura 6. Distribucion de células de ganglios mesentéricos después de adhesién. La
region P4 es donde se ubican las células dendriticas de acuerdo a su tamafio y
complejidad.

Una vez determinadas las posibles CPAs, se procedié a analizar la expresion
de SWC3+ y MHC-II+ en las células después de la adhesion (Figura 6), de

acuerdo a las regiones establecidas previamente en la Figura 5. Se muestra en
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la Figura 7 con la letra B, la region P1, en donde no se encontraron células que
expresan SWC3+ y MHC-lI+ 0.0%. En la region P2 con la letra A el 0.3%
expresan SWC3+ y MHC-II+. Con la letra C la region P3 el 2.1 % expresan
SWC3+ y MHC-II+ y en la region P4 con la letra D, el 1.1% expresan SWC3+y
MHC-I1+.
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Figura 7. Porcentaje de células SWC3+ y MHC-II+ después de la adhesion. A, region
P2 que representa células muertas y algunos eritrocitos; B, regién P1 correspondiente
a linfocitos; C, region P3 representa algunas células B y algun otro tipo celular y D,
region P4, representa las posibles células presentadoras tales como macréfagos y
células dendriticas.
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Cuantificacion de IL-10 por ELISA y Expresion de ARNm de IL-10 por RT-qgPCR

Los tratamientos con probidticos inducen la produccion de citocinas, este
trabajo se centré en la evaluacién de IL-10 porque se considera que el efecto
probiotico tiene que ver con la accion anti-inflamatoria y reguladora del sistema
inmune. En la Figura 8 se presentan las medias de la cuantificacion de IL-10 en
sobrenadante proveniente de un cultivo de células de ganglios mesentéricos de
cerdo estimuladas durante 8 h con las distintas cepas probioticas y un control

de células sin estimulo (SE).
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Figura 8. Cuantificaciéon de IL-10 en sobrenadantes de cultivo celular. Las células de
ganglios mesentéricos de cerdo se estimularon durante 8 h con los probidticos L.
reuteri 1447 (1447), L. reuteri 53608 (53608), B. animalis subsp lactis (Bb12) y un
control sin estimular (SE). En el grafico se muestran las medias y el error estdndar de
una n=2. Diferentes literales indican diferencias estadisticas las cuales se determinaron
por el método de Fisher (p<0.05).

No hubo diferencias estadisticas (p> 0.05) entre la produccion de IL-10 por los
probioticos L. reuteri 1447 (1447) y L. reuteri 53608 (53608) y el control sin

estimular SE. La cepa B. animalis subsp lactis Bb12 (Bb12) fue la Unica que
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indujo significativamente la produccion de 1L-10 (p<0.05), lo cual coincide con lo
reportado con Zeuthen et al., 2006 observaron que indujo una alta produccion
de IL-10 en PMBC de humanos.

Estos resultados también son comparables con los obtenidos por Arenas (2013)
donde Bb12 provoca una alta produccion de IL-10 cuando se estimularon
células de ganglios mesentéricos durante 12 horas, en comparacion con
nuestro estudio con una estimulacién de 8 h se observa que Bb12 induce una

mayor produccion de IL-10 en células de ganglios mesentéricos de cerdo.

La produccioén de IL-10 se cuantifico también a nivel de transcrito mediante RT-
gPCR. En la Figura 9 se muestran los resultados de expresion ARNm de IL-10
de células de ganglios mesentéricos de cerdo estimuladas por 8 h con las
distintas cepas probioticas y un control sin estimulo (SE). Se encontré que las
cepas 1447 y 53608 no tuvieron diferencias significativas con el tratamiento SE,
en contraste, Bb12 si indujo un incremento en la expresion de IL-10 (p=0.02)
respecto al tratamiento SE. Se observo que Bb12, induce alta produccion de la
citocina IL-10 y tiene la capacidad de mantener niveles altos de los transcrito de
ARNmM de IL10, con ello promover una alta concentracion mediante una

produccion constante.

Martinez (2014) encontré que algunos de los lactobacilos utilizados, como L.
acidophilus, L. fermentum y L. salivarius, incrementaron los niveles de
expresion de ARNm de IL10 en las células dendriticas derivadas de monocitos
de sangre periférica (moDC), lo que difiere de nuestros resultados ya que las
cepas de Lactobacillus reuteri 1447 y 53608 no incrementaron. Por tanto, nos

comprueba que los efectos en el sistema inmune son cepa-especificos.
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Figura 9. Expresion de ARNm de IL-10. Las células de ganglios mesentéricos de cerdo
se estimularon durante 8 h con los probiéticos L. reuteri 1447 (1447), L. reuteri 53608
(53608), B. animalis subsp lactis (Bb12) y un control sin estimular (SE). En el grafico se
muestran las medias y el error estandar de una n=2. Diferentes literales indican
diferencias estadisticas las cuales se determinaron por el método de Fisher (p<0.05).

Deteccion de ARNm de TLR2 por RT-gPCR

La estimulacién con los probiéticos induce la expresion de diferentes receptores
en la membrana de las células, y esto da paso a que se produzcan diferentes
reacciones intracelulares que van a culminar en la produccién de diferentes
proteinas con una funcion especifica. Una de estas proteinas es el receptor de
membrana TLR2. Para determinar si las diferencias en expresion y produccién
de IL-10 se daban en el inicio del proceso de sefalizacién, se realizd la
cuantificacion de transcrito de TLR2. Se encontré que la expresion de ARNm de
TLR2, en células estimuladas con el probidtico Bbl2 no tuvo diferencias
significativas, es decir mostré una menor expresion de ARNm en comparacion
con el tratamiento SE. Por el contrario, los probioticos 1447 y 53608 si tienen
diferencias significativas (p=0.008) con una mayor expresion de ARNm respecto
al SE (Figura 10).
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Martinez (2014) observd en moDC estimuladas con cepas de lactobacilos
pocas diferencias en los niveles de expresion de ARNm en comparacion con la
condicion basal. Los niveles de expresion del TLR2, cuyo principal ligando es el
peptidoglicano (PGN) (componente mayoritario de las bacterias Gram-
positivas), fueron ligeramente superiores en las moDC estimuladas por L.
fermentum, mientras que en el resto de bacterias apenas modificaron su
expresion. Estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos en
nuestro estudio, ya que probioticos del género Lactobacillus inducen una mayor

expresion de ARNm de TLR2 que probioticos del genero Bifidobacterium.
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Figura 10. Expresibn de ARNm del receptor TLR2. Las células de ganglios
mesentéricos de cerdo se estimularon por 8h con los L. reuteri 1447 (1447), L. reuteri
53608 (53608), B. animalis (Bb12) y un control SE. Se muestran las medias y el error
estandar de una n=2. Las diferentes literales indican diferencias estadisticas entre los
diferentes tratamientos las cuales se determinaron por método de Fisher (p<0.05).
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Deteccion de ARNm de NF- kB por RT-gPCR

NF-kB es un factor de transcripcion que reconocen y se une a secuencias
concretas de ADN; es estimulado por sefales citoplasmaticas y al activarse,
adquiere la capacidad de regular la expresion génica. Por ejemplo la activacion
de genes que codifican la produccién de distintas proteinas como las citocinas.
Por esta razdn, se determiné la expresion de NF- kB en las células de estudio.
El factor NF-kB se activa mucho antes de darse la produccion de proteinas, por
lo cual su deteccion debe hacerse en tiempos de incubacion anteriores a la

determinacion de éstas.

En base a lo anterior NF-kB se determiné a las 2 y 4 horas de estimulacion. En
la Figura 11 se muestra la expresion relativa de ARNm de NF-kB a 2 y 4 horas.
Se observa que al estimular por 2 h, el probiético Bb12 induce una produccion
mayor de ARNm de NF-kB en comparacion con el SE. No se encontraros
diferencias significativas entre los diferentes probitdticos y el SE en una
estimulacién de 4 h en la expresion de ARNm de NF-kB. Se puede observar,
sin embargo, que el probidtico 53608 si se encuentra expresado en mayor nivel

que el resto de las bacterias utilizadas comparadas con las células SE.

Aun cuando los otros probiéticos no mostraron diferencias significativas a las 2
h de estimulacién, se observa una expresién mayor de NF-kB comparado con
el mismo tratamiento a las 4 h. Esto reitera que la activacion de NF-kB es
temprana. Otra observacion es que 53608, activa NF-kB a las 2 h y mantiene la
expresion a las 4 h. Esto podria indicar que el probiético 53608 induce la

produccion de otras citocinas que no fueron determinadas en este estudio.

Estos resultados son comparables con los estudios realizados por Martinez
2014, en moDC estimuladas con diferentes bacterias probiéticas y observo que
todas las bacterias probidticas incluyendo Bb12, produjeron ligeros cambios en
la expresion de ARNm de precursores de NF-kB (NFKB1, REL).
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En resumen, se encontré que el probidtico B. animalis subsp. lactis Bbl2
(Bb12) indujo un incremento en la produccion y expresiéon de IL-10 en
comparacion con la muestra sin estimulo, por lo que se evidencia la capacidad

inductora de IL-10 en células de ganglios mesentéricos.
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Figura 11. Expresion de ARNm de NF-kB. Las células de ganglios mesentéricos de
cerdo se estimularon con los probiéticos L. reuteri 1447 (1447), L. reuteri 53608
(53608), B. animalis (Bb12) y un control sin estimular (SE) por 2 y 4 horas. Se
muestran las medias y el error estandar de una n=2. Las diferentes literales indican
diferencias estadisticas entre tratamientos las cuales se determinaron por el método de
Fisher (p<0.05).

Asi mismo, Bb12 provoca una baja expresion de TLR2; esto puede deberse a
gue la mayoria de los transcritos pudieron ser traducidos para la produccion de
mAas receptores o que esa alta produccion de IL-10 este bloqueando la
produccion de ARNm para la produccién de mas receptores de TLR2.

Finalmente se observO que Bb12 en una estimulacion de 2 h indujo
significativamente la produccion de ARNm de NF-kB, lo que indica que el factor
de transcripcién se esta traduciendo a proteina activa. Al utilizar probioticos se
beneficia la respuesta inmune, en este trabajo se observé cambios en las

células a nivel inmunoldgico, todo esto inducido por las bacterias probidticas
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con las que se estimularon, e indudablemente este es un efecto benéfico para
el sistema inmunologico debido a la capacidad de inducir o inhibir la expresion
o la supresion de distintas moléculas, para tener al sistema inmunolégico en un

estado activo y mantener balances entre las respuestas anti y pro inflamatorias.
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CONCLUSIONES

En conclusién las células de ganglios mesentéricos de cerdo estimuladas con
probidticos inductores de IL-10 activan el factor de transcripcion NF-kB en una
estimulacién de 2 h por la via TLR2. Asi pues la produccién de IL-10 esta
relacionada con una mayor produccién de transcritos de ARNm de NF-kB como

una menor produccién de trascritos de ARNm de TLR2.

La diferencias en los tiempos de induccion de la expresion de ARNm de NF-kB
entre los probiodticos Bb12 y 53608 podria deberse a la procedencia de la cepa,
ya que 53608 al ser aislada del tracto gastrointestinal de cerdos puede ejercer
un mecanismo de tolerancia en las células de ganglios mesentéricos que al
paso del tiempo se va perdiendo dando asi una expresion de ARNm de NF-kB
retardada, en cambio Bb12 al ser una cepa de origen humano induce una
expresion de ARNm de NF-kB mas temprana. Sin embargo se requieren mas

estudios para confirmar esta hipétesis.
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