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Thesis Summary

Introduction
Probiotics are by definition, “live microorganisms which, when administered in
adequate amounts, confer a health benefit to the host”. Due to the great variety of

probiotics, they can act upon different systems and having heterogeneous effects.

Probiotics can regulate the immune response in different ways. Dendritic cells
(DC) are antigen presenting cells (APC) that act as a bridge between innate and
adaptive immune responses. First, DCs capture and process the antigen; second, DCs
undergo a maturation process and migrate to the mesenteric lymph nodes, where they

present antigens to T cells; and finally, DCs act as adjuvant upon T cells polarization.

The intestinal epithelium constitutes a selective cellular barrier that allows the
transport of nutrients, but avoids the crossing of microbes from the lumen, which would
trigger a pro-inflammatory response in the lamina propia. The enterocytes are the
predominant cells in the epithelium, and these cells are also involved in the immune

response to invading agents.

Objectives

In this thesis, we have two main objectives aiming to study how several
probiotic strains affect on both the immune cells (objective 1) and the intestinal
epithelium (objective 2).

Materials and Method

To carry out these objectives, | used different experimental approaches, such
as, cell culture (primary cell culture, cell line and co-culture) and bacterial culture (6
probiotic strains and 2 pathogen strains, in aerobic/anaerobic conditions), flow
cytometry (surface markers, lymphoproliferation, intracellular cytokines), gene
expression analysis, inmunofluorescence (transcription factors and tight junctions
proteins), measurements of epithelial monolayer resistance, and assays of bacterial
adhesion to epithelial cells.
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Results and conclusions

For the objective 1, | used monocyte-derived dendritic cells (moDC) as a
culture model, because moDCs have similar properties than conventional DCs.
Several bacteria were used: 4 Lactobacillus spp. (L. rhamnosus, L. acidophilus, L.
fermentum and L. salivarius), 2 Bifidobacterium spp. (B. lactis Bb12 y B. lactis BI07),
pathogen Gram-positive bacteria control (Clostridium perfringens) and pathogen Gram-

negative bacteria control (Salmonella typhimurium).

The probiotic capacity to promote the maturation of moDCs was studied by
analyzing changes affecting from the innate to the adaptive immunity. The maturation
process entails morphological and functional changes on DCs. Probiotics triggered
different degree of expression levels of major histocompatibility complex class Il (MHC-
Il) and co-stimulatory molecules, which are required for antigen presentation to T cells.
Among the probiotics studied in this thesis, B. lactis BI0O7 down-regulated the

expression of these markers.

Changes in the expression of genes related to the Toll-like receptors (TLR)
pathway were analyzed by quantitative PCR (qPCR). TLRs are pattern recognition
receptors (PRR) present in different cells of immune system, like DCs, which recognize
microbe-associated molecular patterns (MAMP). The activation of these receptors
quickly triggers an innate response according to the foreign nature of the antigen. The
type of signals triggered by probiotics will determine the maturation process. In
general, Lactobacillus spp. induced a greater response on moDCs than
Bifidobacterium spp. Among the probiotic studied, L. fermentum and Bifidobacterium
spp. showed the more relevant effects on gene expression. L. fermentum increased
the expression of genes involved in the regulation of the immune response such as
CSF3, IL10, etc., and Bifidobacterium spp. had the opposite effect on the expression of
genes involved in the maturation process, such as CXCL10, NOD2, IFNB1, etc.

NF-kB is a transcription factor that translocates to the nucleus in response to
several stimuli, for example bacteria. NF-kB promotes the synthesis of pro-
inflammatory cytokines and it is necessary for the maturation process to take place. In
spite of the differences observed in gene expression and surface maturation markers,

Gram-positive bacteria triggered a similar early NF-kB activation. Moreover, to
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elucidate if the differences observed could be due to a lower phagocytic capacity of
moDCs, bacteria were stained with FITC and culture with moDCs afterwards. These

cells were able to carry out the phagocytic function.

Finally, the ability of bacteria-stimulated moDCs of inducing proliferation and
effector T cell responses in an allogenic co-culture model was also analyzed.
Monocyte-derived dendritic cells stimulated with L. acidophilus decreased the
proliferation of T cells, and moDCs stimulated with L. fermentum and B. lactis BI07

triggered a lower production of IFNy by T cells compared to the other bacteria.

For the objective 2, | used the cell line Caco-2 originated from human colon
adenocarcinoma. The intestinal epithelium participates actively in the immune
response, due to its ability to attract effector T cells and neutrophils, by means of

producing several chemokines (IL-8, CXCL10 and CCL20) in response to antigens.

Caco-2 cells become differentiated and polarized under standard in vitro
culture conditions. Caco-2 cells cultured for 7 days are not polarized and are similar to
enterocytes from the intestinal crypt, while Caco-2 cells culture for 21 days are totally
differentiated and polarized like villus tip enterocytes. Non-polarized Caco-2 cells were
more sensitive to stimuli than polarized cells, and in the same way as bacteria-

stimulated moDCs, probiotics triggered different profiles of chemokine expression.

Caco-2 cells in culture form a cell monolayer. The integrity of this monolayer
depends on the stability of tight junctions. Zonula occludens-1 (ZO-1) is one of the
proteins forming the tight junctions. L. salivarius gradually increased the electrical
resistance of the Caco-2 cell monolayer, though, there is not a relationship between re-

distribution of ZO-1and increase in the electrical resistance.

The adherence of probiotic bacteria to Caco-2 cells was also analyzed, and

differences between bacteria were found.
Soluble factors produced by the epithelium prime DCs to trigger tolerogenic

responses on T cells. Monocyte-derived dendritic cells differentiated in Caco-2 culture

supernatants were not sensitive to pro-inflammatory responses triggered by these

Xl
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Caco-2 cells stimulated with S. typhimurium. Nevertheless, when monocytes were
differentiated to moDCs in presence of intestinal epithelial pro-inflammatory factors,
these cells showed different profiles from moDCs differentiated in basal culture
medium.

General conclusion

Some of probiotic studied were able to modulate the innate and adaptive

immune response through acting on different pathways and different cells.

Xl
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Resumen de la Tesis

Introduccioén

Los probidticos son, por definicion, “microorganismos vivos, que administrados
en la cantidad adecuada confieren beneficios a la salud del hospedador”. Debido a la
gran variedad de probidticos que existen, los sistemas sobre los que actdan y los

efectos que desencadenan son muy diversos.

Los probioticos son capaces de modular la respuesta inmunolégica,
incrementandola o disminuyéndola. Las células dendriticas (CD) son células
presentadoras de antigeno (CPA) que actian como nexo de unién entre la inmunidad
innata y la adaptativa. Las CD actuan en tres pasos: 1) capturan y procesan los
antigenos; 2) maduran y migran hacia los nodulos linfaticos mesentéricos (NLM)
donde realizan la presentacion antigénica a los linfocitos T; 3) actian como

adyuvantes en la activacion de los linfocitos T.

El epitelio intestinal constituye una barrera celular selectiva que permite el
paso de nutrientes pero impide que los microorganismos del lumen alcancen la lamina
propia, donde desencadenarian una fuerte respuesta inflamatoria. Los enterocitos,
que son las principales células que constituyen el epitelio intestinal, también participan

activamente en la respuesta inmunoldgica hacia los agentes invasores.

Objetivos
En esta tesis nos planteamos, mediante dos objetivos principales, estudiar
como afectarian distintas especies probiéticas al sistema inmunolégico (objetivo 1) y

al epitelio intestinal (objetivo 2).

Material y Métodos

Para llevar a cabo estos objetivos se utilizaron técnicas de cultivo celular
(cultivos primarios, linea celular y cocultivos) y bacteriano (6 especies probidticas y 2
patdgenas en condiciones de aerobiosis o0 anaerobiosis), citometria de flujo
(marcadores de superficie, linfoproliferacion, citocinas intracitoplasmaticas), analisis de

expresién génica, inmunofluorescencia (factores de transcripcion y uniones

Xl
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estrechas), ensayos de resistencia de la monocapa epitelial y adherencia bacteriana al

epitelio intestinal.

Resultados

Para el objetivo 1, se utiliz6 como modelo CD derivadas de monocitos
(CDmo), que poseen caracteristicas similares a las CD convencionales. Se utilizaron 4
especies de lactobacilos (L. rhamnosus, L. acidophilus, L. fermentumy L. salivarius), 2
especies de bifidobacterias (B. lactis Bb12 y B. lactis BI07), un control patégeno Gram-
positivo (Clostridium perfringens) y un control patégeno Gram-negativo (Salmonella
typhimurium). Se estudio la capacidad de los probidticos para inducir la maduracion de
las CDmo analizando los cambios desde la inmunidad innata hasta la inmunidad
adaptativa. El proceso de maduracién conlleva una serie de cambios en las CD a nivel
morfoldgico y funcional. Los probidticos, desencadenaron distintos grado de expresién
de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC-II) y
moléculas coestimuladoras, necesarias para la presentacion antigénica. Entre los
probidticos utilizados destacé B. lactis BI0O7 que fue capaz de disminuir la expresion de

estos marcadores.

Mediante PCR cuantitativa (QPCR) se analizaron los cambios en la expresién
de genes relacionados con la ruta de los receptores tipo Toll (TLR). Los TLR son
receptores de reconocimiento de patrones (PRR) presentes en células del sistema
inmunoldgico, como las CD, que reconocen patrones moleculares asociados a
microorganismos (MAMP). La activacion de estos receptores genera una respuesta
innata rapida segun la naturaleza del agente foraneo. El tipo de sefales y de citocinas
que desencadenaran estos probidticos influira en el proceso de maduracién. En
general, los lactobacilos desencadenaron una mayor respuesta sobre las CDmo que
las bifidobacterias. Entre los probioticos estudiados destacaron los efectos de L.
fermentum y las bifidobacterias, el primero, por incrementar los niveles de ARNm de
genes cuyos productos son capaces de regular la respuesta inmune como CSF3,
IL10, etc. y las segundas, por disminuir la expresiébn de numerosos genes como
CXCL10, NOD2, IFNB1, etc.

El NF-kB es un factor de transcripcién que ante numerosos estimulos, como

bacterias, sufre una translocacién al ndcleo, y es el responsable de la sintesis de
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numerosas citocinas proinflamatorias e indispensable para la maduracion de las CD. A
pesar de las diferencias encontradas en los andlisis de expresién génica y en los
marcadores de maduracién, las bacterias Gram-positivas desencadenaron una
activacion temprana similar del NF-kB. Ademds, para determinar si las diferencias
observadas podrian deberse a una menor capacidad de las CDmo de fagocitar
determinadas especies bacterianas, se marcaron las bacterias con FITC y se
cultivaron con las CDmo. Se observé que las CDmo eran capaces de fagocitar las

bacterias sin problemas.

Como ultima parte del andlisis de maduracién, se estudi6 la capacidad de
proliferacion y el perfil efector que inducian las CDmo estimuladas con los probidticos
sobre linfocitos T virgenes en un ensayo alogénico. El lactobacilo L. acidophilus
disminuy6 la capacidad proliferativa de las CDmo. De nuevo, las CDmo estimuladas
con L. fermentum y B. lactis BI07 desencadenaron un aumento mas moderado de la

produccion de IFNy por parte de los linfocitos.

Para el objetivo 2, se utilizd la linea celular Caco-2 procedente de un
adenocarcinoma de colon humano. El epitelio intestinal participa de manera activa en
la respuesta inmunoldgica, ya que, ante determinados estimulos, desencadena la
produccion de quimiocinas (IL-8, CXCL10, CCL20) que atraen al lugar de la
inflamacion células del sistema inmunolégico, como linfocitos T efectores y neutrdfilos.
La principal caracteristica de las células Caco-2 es su capacidad de polarizacién y
diferenciacién in vitro bajo condiciones estandar de cultivo. Las células Caco-2
cultivadas durante 7 dias no estan polarizadas y se asemejan a los enterocitos de las
criptas vellositarias. En cambio, las células Caco-2 de 21 dias estan completamente
diferenciadas y polarizadas como los enterocitos de la punta de la vellosidad. Las
células Caco-2 no polarizadas fueron més sensibles ante los estimulos, y al igual que
en las CDmo, los probidticos desencadenaron diversos perfiles de expresion de las

quimiocinas estudiadas.

Otra de las caracteristicas de las células Caco-2 es que crecen formando una
monocapa celular. En el andlisis de la resistencia de esta monocapa, se observd que
L. salivarius increment6 de manera gradual la resistencia. Uno de los factores que

interviene en la integridad de la monocapa es la estabilidad de las uniones estrechas
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entre las células. Entre las proteinas que forman las uniones estrechas se encuentra
la Zonula Occludens 1 (ZO-1). Sin embargo, en las células Caco-2 estimuladas con L.
salivarius no se observo una relacién entre el incremento en la resistencia y una
redistribucion de ZO-1.

Ademas de estos estudios se realizaron ensayos de adherencia para
determinar la capacidad de adherencia de cada especie bacteriana al epitelio, y se
observé que las bacterias probioticas fueron capaces de adherirse al epitelio en

distinta medida.

Los factores solubles producidos por el epitelio intestinal otorgan a las CD de
la mucosa intestinal un perfil tolerogénico. Las CDmo diferenciadas en cocultivo con
las células Caco-2 son insensibles a la respuesta proinflamatoria de las células Caco-
2, inducida por un patégeno como S. typhimurium. Sin embargo, los monocitos que se
encuentran en un ambiente proinflamatorio intestinal dan lugar a CDmo con un perfil
totalmente distinto al que presentan las CDmo diferenciadas en medio de cultivo

basal.

Conclusion general
Algunos de los probiéticos utilizados presentaron un efecto modulador sobre

la inmunidad innnata y adaptativa actuando en diferentes rutas y distintas células.
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Introduccién.

1. MICROBIOTA INTESTINAL Y PROBIOTICOS.

1.1. Papel de 1la microbiota intestinal en el sistema

inmunolégico.

El cuerpo humano alberga un complejo ecosistema formado por
microorganismos, que constituyen en torno al 90% del total de células presentes en el
organismo. El conjunto de estos microorganimos se denomina microbiota, y en el
tracto gastrointestinal se halla la mayor concentracién que se va incrementando segun
nos acercamos al intestino grueso, hasta alcanzar las 10" unidades formadoras de
colonias (ufc)/cm3 (Hooper et al., 2002). La microbiota se adquiere en el momento del
nacimiento y se va modificando en las primeras etapas de la vida del individuo hasta
gue se establece y pierde esa plasticidad (Koenig et al., 2011). La microbiota esta
compuesta por bacterias, arqueas, levaduras, hongos e incluso virus. Las bacterias
constituyen uno de los grupos mas diversos, formado principalmente por los filos
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacterias y en menor medida por las Proteobacterias.
El nimero y la identidad de estas especies bacterianas no se conoce con exactitud y
algunos autores lo estiman en torno a 800 filotipos, de acuerdo con su secuencia del
ARN ribosomal 16s (Rajilic-Stojanovic et al., 2007).

En 1885, Pasteur, postul6 la idea de que la vida sin microbiota intestinal no
podria ser posible debido al principio de supervivencia del mejor adaptado, por lo
tanto, si no existiera esta cooperacion otras formas sin microbiota intestinal habrian
permanecido filogenéticamente. Como se observd mas adelante, los animales sin
microbiota eran més resistentes a desarrollar la tolerancia oral y su intestino
presentaba unas placas de Peyer mas pequefas, menos linfocitos intraepiteliales y
unos niveles menores de IgA secretora (IgAs) (Pollard and Sharon, 1970, Lozupone et
al., 2013). Teniendo en cuenta estas observaciones, se concluy6é que la presencia de
la microbiota era necesaria para el correcto desarrollo del sistema inmunoldgico
sistémico (Cebra, 1999), y especialmente, para el tejido linfoide asociado a la mucosa
intestinal (Pollard and Sharon, 1970).
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La microbiota establece diversas relaciones biolégicas con su hospedador, por
lo que en el intestino se pueden encontrar bacterias comensales, simbibticas o
patdgenos oportunistas. El desequilibrio entre las bacterias que forman la microbiota a
favor de las que resultan mas perjudiciales, se denomina disbiosis. Hay varios
factores que pueden afectar al establecimiento de la microbiota o al ecosistema ya
existente, como la dieta, geografia, edad, embarazo, herencia genética, enfermedades

metabolicas, antibiéticos, enfermedades o patégenos (Lozupone et al., 2013).

Debido a la gran carga antigénica con la que el intestino esta en contacto, es
importante que su sistema inmunolégico asociado mantenga un estado de
homeostasis, entendiéndose homeostasis como equilibrio entre los distintos tipos
de respuestas desencadenadas. En un extremo de este equilibrio se encuentran los
ratones libres de gérmenes, que presentan una respuesta inmunologica débil en el
intestino debido al predominio de células T reguladoras (Treg), por lo que son mas
propensos a las infecciones. En el otro extremo, se hayan los ratones en cuya
microbiota predomina un tipo de bacteria, las bacterias filamentosas segmentadas
(BF'S), las cuales favorecen un ambiente proinflamatorio mediante los linfocitos T
cooperadores (Th, helper) 17. Estos ratones, aunque estan mas preparados ante una
posible infeccion, son mas vulnerables ante las enfermedades autoinmunes (lvanov
and Littman, 2010). Se ha observado que en los ratones B6, que proceden de granjas
distintas, la microbiota participaba de manera activa en el tipo de respuesta
desencadenada en el intestino. Los ratones procedentes de una de las granjas,
presentaban una elevada concentracion de BFS en su microbiota, y en la lamina
propia se observaba una respuesta predominante Th17. Mientras que, el mismo tipo
de ratones procedentes de otra granja, no presentaban este tipo de microbiota ni
tampoco ese tipo de respuesta. Las BFS pertenecen al filo Firmicutes, no se han
podido cultivar y forman esporas. Estas bacterias son capaces de contactar
directamente con el epitelio y mediante la estimulacién de la secrecién de sustancias
antimicrobianas lo protegen frente a la colonizacién por agentes patégenos. Ademas,
el trasplante de materia fecal de ratones con BFS a ratones libres de gérmenes
desencadena una respuesta Th17 por parte de las células T CD4" de la lamina propia,
sin afectar a la proporcion de linfocitos Th1 y Treg (lvanov et al., 2009).
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En una situacién de disbiosis, la microbiota puede favorecer el desarrollo de
enfermedades de tipo alérgico (Sjogren et al., 2009); autoinmune, como la
encefalomielitis experimental autoinmune (EEA) (Berer et al., 2011), artritis (Sinkorova
et al., 2008) y colitis (Feng et al., 2010); o metabdlico, como la diabetes (Larsen et al.,
2010) y obesidad (Ridaura et al., 2013). Debido a esta bipolaridad de la microbiota,
algunos autores la consideran como tu mejor amienemigo. En este marco, los

probioticos podrian corregir la homeostasis intestinal actuando a distintos niveles.

1.2. Probidéticos: definicidén y caracteristicas.

A principios del siglo XX, Elie Metchnikoff observé que los campesinos
bulgaros, que ingerian grandes cantidades de leche agria, llegaban a una edad muy
avanzada, y pens0O, que esta observacion podria tener alguna utilidad cuando se
producia el envenenamiento de los tejidos provocado por los microorganismos del
intestino. El término probidtico comenzé a utilizarse en 1965 por Lilly y Stillwell como
“sustancias producidas por un microorganismo que favorecen el crecimiento de otros”,
usandose como término contrario a antibidtico. Posteriormente, Parker definid
los probiéticos como organismos y sustancias que contribuyen al balance
intestinal. Y en 1989, Fuller, introdujo en la definicion los conceptos de
microorganismos vivos y con efectos positivos sobre el hospedador (Fuller,
1992). En la actualidad, segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAQO), los probidticos son “microorganismos vivos, que
administrados en la cantidad adecuada confieren beneficios a la salud del
hospedador” (FAO/WHO., 2002).

Los microorganismos que forman parte de los probidticos son
fundamentalmente bacterias acidolacticas (BAL) Gram-positivas pertenecientes a los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Otras bacterias pertenecientes a los géneros
Streptoccus (S. thermophilus), Bacillus (B. cereus), Escherichia (E. coli Nissle),
Enterococcus (E. faecalis, E. faecium), Propionibacterium (P. freudenreichii) vy
Pediococcus (P. pentosaceus NB-17) tienen también propiedades probidticas. Aparte
de bacterias, se han descrito hongos con propiedades probidticas pertenecientes a los
géneros Saccharomyces (S. boulardii) y Aspergillus (A. oryzae) (Williams, 2010). Los
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diferentes efectos de los probioticos son dependientes de la cepa, por lo tanto, no se

pueden generalizar los efectos positivos de una cepa a toda la especie.

Para ser consideradas bacterias probidticas, los microorganismos deben
reunir ciertas caracteristicas como, haber sido reconocidas como bacterias seguras
(GRAS) por distintos grupos investigadores, ser estables en el almacenamiento,
tolerar el acido y la bilis en el proceso de digestién, colonizar el epitelio intestinal del
hospedador y reproducirse, tener una actividad antagonista contra bacterias
patdgenas y mantener el balance de la microbiota. Segln la plataforma industrial para
las bacterias acidolacticas (LABIP), hay que realizar ensayos tanto in vitro como in
vivo en animales para determinar la resistencia de los probiéticos al acido y a la bilis,
la adherencia a la mucosa intestinal, los efectos sobre células inmunocompetentes y
su antimutagenicidad. Estos estudios ayudarian a seleccionar microorganismos como
probibticos potenciales para ser ensayados a posteriori en humanos (Guarner and
Schaafsma, 1998).

Los probidticos no solo ejercen efectos beneficiosos a nivel local en el
intestino, sino también a nivel sistémico. En el intestino, los probiéticos incrementan la
resistencia de la barrera epitelial, favorecen la secrecién de mucus, poseen actividad
antimicrobiana, compiten con los patégenos por el espacio y por los nutrientes y
activan la inmunidad innata y adaptativa (Sherman et al., 2009). Ademés de estas
funciones, los probioticos son capaces de paliar los sintomas de varias enfermedades
gastrointestinales, como diarreas (causadas por rotavirus, antibiéticos o la diarrea del
viajero), infecciones por Clostridium difficile, sindrome del intestino irritable (Sll),
enterocolitis necrotizante (ECN), enfermedad celiaca y enfermedad inflamatoria
intestinal (Ell). Los probibticos también pueden actuar sobre infecciones del aparato
genitourinario, eccema atdpico, higado graso y asma (Williams, 2010). Cuando el
sistema inmunoldgico estd comprometido, la administracién de probibticos puede ser
perjudicial desencadenando una bacteremia, aunque son muy pocos los casos clinicos

en lo que esto ha sucedido (Williams, 2010).
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2. EPITELIO INTESTINAL.

El epitelio intestinal posee varios mecanismos para evitar que los
microorganismos del lumen lo atraviesen. En las zonas del intestino donde la carga
bacteriana es mayor, hay una estratificacién de la microbiota, generada por el mucus,
y una compartimentalizacién de la respuesta inmunoldgica en la lamina propia
(Hooper et al., 2012).

2.1. E1l1 mucus.

El mucus, es secretado por las células caliciformes presentes tanto en el

intestino delgado como en el grueso. Su principal funcién es separar la carga
bacteriana presente en el lumen de las células epiteliales intestinales (CEI). A lo largo
del colon, el mucus forma dos capas, una en contacto con los enterocitos que
permanece estéril y otra més superficial donde estdn alojadas las bacterias. Sin
embargo en el intestino delgado, no se aprecia esta division en capas (Johansson et
al.,, 2011). El mucus esta formado por distintos tipos de proteinas denominadas
mucinas, principalmente por MUC2. Los probiéticos favorecen la expresién de mucus
en el intestino, por ejemplo, la mezcla de probiéticos VSL#3 (que incluye 4 especies
de lactobacilos: L. plantarum, L. acidophilus, L. casei, L. delbrueckii subsp. Bulgaricus;
3 especies de bifidobacteria: B. infantis, B. breve, B. longum; y Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus) incrementa la secrecién de Muc2 en el colon de ratas
(Caballero-Franco et al., 2007). Este efecto también se ha observado en la linea HT-
29 procedente de un adenocarcinoma colorectal humano, donde L. acidophilus A4
indujo un incremento en la expresion de MUCZ2 impidiendo por lo tanto la adherencia
de una cepa patégena de E. coli (Kim et al., 2008a). Ademas de mucinas, las células
caliciformes también secretan otro tipo de sustancias, como los factores Trefoil, que
participan en la reparacion del epitelio (Hoffmann, 2005) e incrementan la resistencia
de la barrera epitelial (Meyer zum Buschenfelde et al., 2006). Aunque en este caso,
VSL#3 no afect6 a su expresién en el colon de ratas (Caballero-Franco et al., 2007).
Las células de Paneth, presentes en las criptas, y los enterocitos, son capaces de
sintetizar distintos compuestos con capacidad antimicrobiana que degradan la pared

bacteriana (lisozima, fosfolipasa A,, defensinas, etc.), ARN (Angiogengina-4), o



Introduccién.

impiden el uso de metales esenciales (lipocalina 2) por parte de las bacterias (Bevins
and Salzman, 2011, Mukherjee et al., 2008). Ademas de las células presentes en el
epitelio, las células de la lamina propia, como macréfagos o neutréfilos, también
participan en la sintesis de estas moléculas (Mukherjee et al., 2008). Otra molécula
implicada en el control de la propagacion bacteriana en el mucus es la IgAs, que es
sintetizada por las células plasmaticas y forma agregados bacterianos impidiendo su
paso hacia el epitelio. Ciertos probiéticos, ademas de ser capaces de inducir la
produccion de moléculas antimicrobianas, como la B-defensina 2 por parte del epitelio
(Schlee et al., 2008), o IgAs por las células plasmaticas (lbnou-Zekri et al., 2003),
pueden actuar directamente también sobre otras bacterias secretando sustancias

bactericidas (Tejero-Sarinena et al., 2012).

2.2. Los enterocitos.

Los enterocitos constituyen el 80% de las células del epitelio intestinal. Son
células altamente polarizadas con distintos dominios bioquimicos y funcionales en la
membrana plasmatica. La superficie apical del enterocito esta cubierta por
microvellosidades que forman el borde en cepillo, aumentando la superficie de
absorcién. El borde apical esta cubierto por una capa de glicoproteinas, denominada
glicocalix, que forma una barrera. La composicién del glicocalix, abundante en
enzimas pancreaticas, facilita la digestion y la absorcion de nutrientes. Las
microvellosidades estan formadas por filamentos de actina que aporta rigidez y ayuda
a mantener el paralelismo entre las microvellosidades. Si las microvellosidades se
mueven de manera simultdnea hacia la misma direccion, la distancia entre ellas
disminuye hasta los 25 nM (rango de las macromoléculas). Por estas caracteristicas,
las microvellosidades y el glicocalix constituyen otra barrera que deben pasar los
antigenos (Snoeck et al., 2005).

Las células madre de los enterocitos se encuentran en las criptas y migran
hacia la punta de la vellosidad mientras se van diferenciando a enterocitos
funcionales. La homeostasis epitelial del intestino se basa en un delicado equilibrio
entre la renovacion y la proliferacién. Bajo condiciones de inflamacion, se acelera la

proliferacion y la renovacion del epitelio, incrementandose la permeabilidad de la
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barrera (Vereecke et al., 2011, van der Flier and Clevers, 2009). Ademas, varios
factores como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), interferén gamma (IFNy),
interleucina (IL)-1B o IL-13, pueden afectar a la barrera intestinal incrementando su
permeabilidad (Capaldo and Nusrat, 2009).

2.2.1. Complejos de unién entre los enterocitos.

Los enterocitos constituyen por si mismos una barrera gracias a los
complejos de unidn que se forman entre las células y que se localizan a
distintas alturas de la membrana lateral. Estas uniones estan constituidas por
proteinas transmembrana y citosolicas que se anclan al citoesqueleto celular mediante
proteinas de soporte. En los enterocitos, los complejos de union se clasifican
principalmente en uniones estrechas, adherentes y desmosomas. Las uniones
adherentes y los desmosomas establecen puentes entre las células vecinas para
facilitar la formacion de las uniones estrechas, que se localizan en la zona mas apical
de la membrana lateral. Las uniones estrechas estan formadas por un complejo
multiproteico y dinamico que controla el transporte paracelular de solutos e iones, e
impide el paso de antigenos y microorganismos desde el lumen. Tanto la formacion
como la desestabilizacién de las uniones estrechas estan controladas por procesos de
fosforilacion. Las uniones estrechas que se encuentran entre las células del epitelio
intestinal estan formadas principalmente por claudinas, ocludinas y proteinas de
adhesion de unién. Las proteinas de soporte que unen estas proteinas al

citoesqueleto son las zonula occludens (20) (Fig. 1) (Groschwitz and Hogan, 2009).
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Espacio intercelular
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Figura 1. Esquema de la interaccion de las distintas proteinas que forman las uniones
estrechas. La cola C-terminal de la ocludina sirve de anclaje para las proteinas de soporte ZO.
La proteina ZO-1 sirve de unién entre la ocludina y los filamentos de actina, en cambio ZO-2 y
Z0-3 interaccionan con ZO-1 y con la ocludina. La ocludina también puede unirse directamente
al citoesqueleto. Basado en Ward et al (2000).

Clau: claudina; Oclu: ocludina; ZO: zonula occludens.

La ZO-1 une su extremo C-terminal a los filamentos de F-actina del
citoesqueleto, mientras que su extremo N-terminal se une a la cola citosélica C-
terminal de la ocludina. La ZO-2 se une tanto a la ocludina como a ZO-1, al igual que
la ZO-3. Sin embargo, ZO-2 y ZO-3 no interaccionan entre si (Fig. 1) (Ward et al.,
2000). Ademés de participar en las funciones de transporte, las uniones estrechas
también son importantes para la polarizacién celular de los enterocitos (Pinto and
Zweibaum, 1983). La inflamacién crénica, como la que se observa en la Ell, suele
estar asociada a fallos en las uniones estrechas que hacen que la barrera intestinal
sea mas permeable a los antigenos del lumen (Schulzke et al., 2009). Debido a este
incremento en la permeabilidad, el sistema inmunoldgico asociado a la mucosa
intestinal desencadena una reaccién exacerbada hacia la microbiota, alterando de
este modo la homeostasis intestinal. Factores como las citocinas inflamatorias
(Capaldo and Nusrat, 2009), toxinas o bacterias (Berkes et al., 2003) pueden influir
negativamente en el estado de las uniones estrechas. Los probibticos pueden actuar
sobre el epitelio incrementando la resistencia de la barrera o contrarrestando los
efectos negativos que estos factores desencadenan. Por ejemplo, la mezcla probiética
VSL#3 mantiene la estabilidad de la barrera intestinal evitando la reestructuracion de

las uniones estrechas en un modelo de colitis en raton (Mennigen et al., 2009). Otro

10
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ejemplo es el probiodtico L. plantarum, que contrarresta la disminucion de la resistencia
transepitelial eléctrica (RTE) en células Caco-2 estimuladas con E. coli enteroinvasiva

evitando la redistribucién de las uniones estrechas (Qin et al., 2009).

2.2.2. Presentacién antigénica mediada por los

enterocitos.

Aunque en el apartado 3 se explicara mas en profundidad la presentacion
antigénica, aqui comentaremos brevemente las caracteristicas de los enterocitos

como células presentadoras de antigeno.

En un primer momento, se observd que las CEl eran capaces de procesar y
presentar los antigenos a los linfocitos T. Debido a la alta proporcién de enterocitos
presentes en el epitelio, se considerd que probablemente fueran estas células las que
actuaran como células presentadoras de antigeno (CPA) (Campbell et al., 1999). Los
entorocitos son capaces de capturar antigenos solubles via endolisosomal,
procesarlos mediante los complejos ricos en el complejo mayor de histocompatibilidad
de tipo Il (MHC-1l) (MIIC) y presentarlos mediante las moléculas MHC-Il en la
membrana basolateral. En condiciones basales, los enterocitos no presentan
moléculas coestimuladoras en la superficie, por lo tanto, no son eficaces realizando la
presentacion antigénica e inducen un estado de anergia o tolerancia sobre los
linfocitos T (Snoeck et al., 2005). En condiciones de inflamacioén, se incrementa la
expresion de las moléculas MHC-Il y los enterocitos presentan los antigenos a los
linfocitos T intraepiteliales y de la lamina propia. La activacién de los linfocitos CD4" se
realiza mediante el receptor CD58, presente el los enterocitos, y CD2, presente en los
linfocitos CD4". En cambio, para los linfocitos CD8", la presentacion se realiza
mediante moléculas MHC de clase Ib presentes en los enterocitos (Snoeck et al.,
2005, Hershberg and Mayer, 2000).

11
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3. CELULAS DENDRITICAS: regulacién de la respuesta

inmunolégica.

Las células dendriticas (CD) fueron descubiertas en la década de los afos 70
por Ralph Steinman y Zanvil Cohn. Se identificaron en cultivos adherentes de células
del bazo de raton, ya que poseian una morfologia distinta al resto de células, porque
emitian una serie de prolongaciones alargadas como las dendritas (Steinman and
Cohn, 1973). En la actualidad, se conoce que las CD tienen un papel clave en el
desarrollo de la inmunidad y son el eslabon de unién entre la inmunidad innata y la

adaptativa.

3.1. Presentacién de antigenos y activacién de los

linfocitos T por las células dendriticas

El modo de accidn de las CD se puede dividir en 3 partes. Primero,
capturan y procesan los antigenos. Segundo, maduran y migran hacia los nédulos
linfaticos, donde realizan la presentacién antigénica a los linfocitos. Y por ultimo,
actian como adyuvantes en la activacion de los linfocitos (Steinman, 1991, Cella et
al., 1997b).

3.1.1. Reconocimiento y captura de los antigenos.

Las CD se originan en la médula 6sea y migran a los tejidos periféricos que
presentan una gran carga antigénica como la piel, el intestino o los pulmones. En
estos tejidos, las CDi se encuentran en un estado inmaduro actuando como centinelas
ante los antigenos que encuentran. En presencia de patégenos o antigenos dafinos,
las CD inmaduras (CDi) secretan rdpidamente grandes cantidades de citocinas y
quimiocinas para atraer a CDi y otras células de la inmunidad innata, como neutrdfilos,
macréfagos, granulocitos etc., al lugar de la agresion. En los tejidos, las CDi son muy
eficientes capturando los antigenos, pero al poseer pocas moléculas MHC-II y
moléculas coestimuladoras no son eficaces realizando la funcion de presentacion
antigénica a los linfocitos T. Las CDi disponen de varios mecanismos para capturar los

antigenos, como fagocitosis, macropinacitosis (extendiendo vesiculas pinociticas), o
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endocitosis adsortiva mediada por receptores. Una vez que las CDi han capturado el
antigeno, éste es procesado y comienza el proceso de maduracion (Banchereau et al.,
2000).

Las CD estan equipadas con receptores de reconocimiento de patrones (PRR)
mediante los cuales reconocen un amplio rango de antigenos presentes en diversos

microorganismos.

3.1.2. Maduracién de las células dendriticas.

La maduracion de las CDi puede ser desencadenada por varios factores,
como: estructuras que forman parte de los microorganismos (lipopolisacarido (LPS),
peptidoglicano (PGN), material genético, etc.), moléculas pro-inflamatorias (TNFa, IL-
1B, prostaglandina E2 (PGE-2)), sefales procedentes de los linfocitos T,
inmunoglobulinas, o incluso muerte celular (Banchereau et al., 2000). Una vez que las
CD entran en contacto con los antigenos se ponen en marcha dos mecanismos, la
maduracion de las CD y un incremento en la supervivencia de la célula, que involucran
la activacién de las quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERKSs) y al factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB).
El NF-kB es imprescindible para la maduracion de las CD, aunque no influye en su
supervivencia (Rescigno et al., 1998). El proceso de maduracién también implica
cambios morfoldgicos en las CDs, un incremento en la expresién de receptores de
quimiocinas y moléculas de adhesion, y cambios en el citoesqueleto que favorecen la
migracion de las CD desde los tejidos periféricos hacia los ganglios linfaticos

secundarios (Banchereau et al., 2000).

Las CD son CPA, pero a diferencia de otras células que también fagocitan,
como los macréfagos, en las CDi los antigenos no son degradados del todo hasta
aminoacidos, sino que se procesan y se unen a moléculas MHC, de tipo | (MHC-I) o
de tipo Il (MHC-II). La presentacion antigénica a los linfocitos T se realiza a través de
los MHCs. Para el MHC-I, los antigenos capturados se procesan mediante el
proteosoma y se dirigen hacia el reticulo endoplasmatico, donde se cargan en el

MHC-I y se exponen en la superficie celular para ser reconocidos por el receptor de
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las células T (TCR) de los linfocitos CD8*. En cambio, los péptidos cargados en el
MHC-IT son procesados mediante el endosoma y dirigidos hacia los compartimentos
MIIC, donde se produce la unién del péptido al MHC-II. Posteriormente, el MHC-I|
unido al péptido viaja a la superficie celular para ser reconocido por el TCR de los
linfocitos CD4" (Banchereau et al., 2000, Banchereau and Steinman, 1998). La
activacion de las CD incrementa el nimero y la vida media de las moléculas MHC
sobre la superficie celular, incrementando de esta manera, el nimero de epitopos

expuestos durante la presentacién antigénica (Cella et al., 1997a).

Para que se complete la activacion de los linfocitos T, ademés del
reconocimiento de los antigenos mediado por las moléculas MHCs, es necesario un
incremento de moléculas coestimuladoras (CD40, CD86 y CD80) en la superficie de
las CD. La ausencia de estas sefales coestimuladoras impide la proliferacién de los

linfocitos T, entrando en un estado de anergia (Corthay, 2006).

Las moléculas CD86 y CD80 intervienen en una de las principales rutas
coestimuladoras, ya que la unién de estas moléculas a su ligando CD28, en los
linfocitos T, estabiliza el ARN e incrementa la sintesis de IL-2, necesaria para la
expansion de los linfocitos (Lanier et al., 1995, Hubo et al., 2013). Por otro lado, estas
mismas moléculas tienen también una funcién reguladora, ya que su union al receptor
CTLA-4 (antigeno 4 asociado a linfocito T citotdxico), presente en los linfocitos T
activados, inhibe su activacion. Otra molécula coestimuladora, el CD40, presente en
las CDs activadas, desencadena dos tipos de respuestas cuando se une a su ligando
(CD40L) expresado sobre los linfocitos T. Si el CD40L se expresa débilmente, se
induce la sintesis de IL-10 y los linfocitos T entran en estado de anergia. En cambio, si
la interaccién CD40-CD40L es fuerte, se favorece la presentaciéon antigénica mediante
el incremento de la expresion del MHC, moléculas coestimuladoras, moléculas de
adhesion y citocinas como la IL-12 (Tuettenberg et al., 2010, Hubo et al., 2013). La
molécula CD83, aunque no forma parte de las moléculas coestimuladoras tipicas,
participa activamente en la activacion de las CD, y en la proliferaciéon y sintesis de
IFNy por parte de los linfocitos T (Aerts-Toegaert et al., 2007). Ademas, CD83 también

puede actuar como modulador de la respuesta inmunolégica, ya que su forma soluble
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es capaz de inhibir la interaccién de las CD con los linfocitos T (Lechmann et al.,
2002).

3.1.3. Polarizacidédn de los linfocitos T.

El proceso de maduracién implica la migracién de las CD hacia los nédulos
linfaticos donde transmiten la informacién recibida en los tejidos a los linfocitos T. El
tipo de respuesta que produciran las CD depende de tres sefales: los antigenos que
han procesado (sefal 1), la expresién de moléculas coestimuladoras (sefial 2) y la
presencia de factores solubles, como por ejemplo IL-4, IFNy, TNFa, IL-12, o IL-6,
(senal 3). Estos factores solubles pueden ser producidos por las mismas CDs, otras
células del sistema inmunitario innato o por células tisulares. El conjunto de estas 3
sefales influira en el tipo de respuesta de los linfocitos (Corthay, 2006, Kalinski et al.,
1999).

El tipo de respuesta que induciran las CD maduras (CDm) sobre los linfocitos
T se puede clasificar en 4 tipos (Fig. 2):

- Thl: este tipo de respuesta es desencadenada por diversos tipos de
agentes infecciosos como virus, bacterias y protozoos. Su diferenciacién
depende principalmente de la IL-12, que a su vez depende del IFNy. Los
linfocitos Th1 producen principalmente factores de caracter proinflamatorio
como INFy, TNFa/B, IL-2, etc. Los linfocitos Th1 tienen un papel muy
importante en las infecciones por virus, ya que ademas de producir IFNy,
participan en la activacion de linfocitos CD8" citotoxicos (CTL) que matan a las
células infectadas por el virus (Banchereau and Steinman, 1998, Kapsenberg,
2003, Walsh and Mills, 2013).

- Th2: los linfocitos Th2 tienen un papel muy importante en infecciones por
helmintos y producen principalmente IL-4, IL-5 e IL-13, y el principal factor
desencadenante es la IL-4. Algunos factores tisulares secretados por las
células epiteliales, como la linfopoyetina del estroma timico (TSLP), IL-33 e IL-
25, favorecen la diferenciacién hacia un perfil de tipo Th2 (Kapsenberg, 2003,
Soumelis et al., 2002, Pulendran et al., 2010, Walsh and Mills, 2013).
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- Thl7: los linfocitos Th17 estan involucrados en procesos autoinmunes.
Producen principalmente IL-17A, IL-17F, IL-22 y factor estimulante de colonias
de granulocitos y macréfagos (GM-CSF). En su diferenciacién participan la IL-
23, la IL-6 y el TGF. Otras citocinas, como la IL-21 y la IL-13, promueven la
diferenciacién y la expansion de este perfil. Como se mencioné anteriormente
en el apartado 1.1 (pagina 4), la microbiota intestinal puede influir en la
diferenciacién de los linfocitos Th17 (Walsh and Mills, 2013).

- T reguladores (Treg): existen 3 poblaciones distintas de linfocitos
Treg de acuerdo con su origen. Por un lado, los linfocitos Treg pueden ser
generados directamente en el timo y presentan el factor de transcripcién
FoxP3 (forkhead box P3), denominandose linfocitos Treg naturales (nTreg)
Foxp3®. Sin embargo, su diferenciacion también puede ocurrir en la periferia
gracias al TGFB y a la IL-10, dando lugar a dos tipos diferentes de linfocitos
Treg inducibles (iTreg). El TGF es capaz de inducir la expresién de Foxp3 en
linfocitos Foxp3,, dando lugar a los linfocitos Th3 que producen grandes
cantidades de TGF-B. En cambio, la IL-10 favorece la diferenciaciéon de
linfocitos denominados Tr1, que producen IL-10 y cuya diferenciacién puede
estar asociada a procesos de infeccion (Thompson and Powrie, 2004, Jonuleit
and Schmitt, 2003).
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Figura 2. Esquema de los diferentes perfiles que pueden adoptar los linfocitos en
funcion de las sefales que reciben. En condiciones de inflamacion, desencadenada por
diversos factores, se produce la activacion y maduracion de las CDi. Dependiendo de la
naturaleza de estos factores (sefial 1), desencadenaran un determinado perfil sobre los
linfocitos T virgenes. Si durante el proceso de maduracién las CD han incrementado el nimero
de moléculas MHC-II y de moléculas coestimuladoras (sefial 2), y si en el ambiente hay
factores solubles que favorezcan la polarizacion de los linfocitos T virgenes (sefal 3), estos se
diferenciaran hacia linfocitos Th1, Th2 o Th17. Sin embargo, si alguna de estas senales se
encuentra ausente, las CDs pueden inducir un estado de anergia (no proliferacion de linfocitos
T) o la diferenciacion de linfocitos Treg. De este modo las CDm favorecen un proceso de
inmunidad, y las CDi favorecen la tolerancia hacia los antigenos.

Ag: antigeno; CD: célula dendritica; CDi: CD inmadura; CDm: CD madura.

Aunque a nivel general las funciones y caracteristicas de los linfocitos
anérgicos y reguladores son similares, se identificaron diferencias importantes cuando
se analizé6 su perfil genético, lo cual explicaba que en determinadas situaciones
tuvieran un comportamiento dispar (Knoechel et al., 2006). Algunos probioticos

inducen un estado semimadurativo en las CD ya que son capaces de incrementar los

17



Introduccién.

niveles de MHC-II y de las moléculas coestimuladoras en las CD, pero sin embargo,
esas CD no son capaces de inducir la expansion de los linfocitos. Se ha observado,
que esta falta de respuesta por parte de los linfocitos podria ser debido a la falta de
factores solubles como la IL-12 (Walsh and Mills, 2013, Lutz and Schuler, 2002).

3.2. Tipos de células dendriticas.

Las células dendriticas se pueden clasificar, segun sus funciones vy
caracteristicas fenotipicas, en dos subpoblaciones: las células dendriticas
plasmacitoides (CDp), y las células dendriticas convencionales (CDc) que abarcan al
resto de CD.

Células dendriticas plasmocitoides: las CDp forman una
pequefa poblacidn y tienen un origen similar al de las CDc, aunque su ciclo de vida es
distinto. Se encuentran principalmente en la sangre y en los tejidos linfoides, y son
capaces de migrar hacia los nddulos linfaticos a través de la sangre. En condiciones
basales expresan bajos niveles de MHC-II, de moléculas coestimuladoras y de la
integrina CD11c. Las CDp tienen un papel muy importante en el reconocimiento de
virus y del material genético derivado de virus, ya que secretan grandes cantidades de
IFN de tipo | (IFNo/B). Ademas, son potentes inductoras de linfocitos Treg en el timo
(Reizis et al., 2011).

Células dendriticas convencionales: las CDc estan
presentes en los tejidos y, debido a sus caracteristicas, son capaces de inducir una
respuesta inmunolégica hacia cualquier antigeno que produzca una agresién. Estas
caracteristicas son: poseer una capacidad superior de procesamiento y presentacion
de antigeno que otras CPA como linfocitos B 0 monocitos; capacidad para migrar a los
nédulos linfaticos cargadas con los antigenos, tanto en condiciones basales como en
condiciones de inflamacién; polarizar a linfocitos T hacia diversos perfiles dependiendo
de los estimulos que hayan recibido y las caracteristicas que hayan adoptado al
madurar (Merad et al., 2013).

Los monocitos pueden ser precursores de las CDs y, bajo determinadas

condiciones de cultivo se diferencian in vitro hacia CDs (CDs derivadas de
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monocitos, CDmo). Las CDmo poseen caracteristicas comparables a las CDc en
cuanto a las funciones de procesamiento, maduracion y presentacién de antigeno a
los linfocitos. Debido a estas caracteristicas, las CDmo son utilizadas ampliamente
como modelo de CD. Sin embargo, aunque los monocitos y las CD comparten un
precursor mieloide comun (que se explicara a continuacion), en condiciones basales
los monocitos no se diferencian in vivo hacia CD, sino que esto ocurre bajo

condiciones de inflamacion (Liu and Nussenzweig, 2010, Andersson et al., 2012).

3.3. Origen.

Los modelos actuales proponen que los monocitos, los macrofagos y las CD,
procedentes de la sangre, tienen su origen en las células madre hematopdyeticas que
se diferencian en la médula 6sea a precursores mieloides (PM) y a precursores
linfoides (PL). Los PM dan lugar a los precursores de monocitos/macréfagos y CD
(PMD), los cuales a su vez se diferenciardn en monocitos y en precursores comunes
de las CD (PCD). Los PCD, daran lugar a las CDp y a pre-CDc. En condiciones
basales, las pre-CDc migran por la sangre hacia tejidos linfoides (bazo) y tejidos no
linfoides como la lamina propia, donde terminaran de diferenciarse y madurar.
Mientras que en condiciones de inflamacién, los monocitos pueden migrar desde la
sangre hacia el tejido dafado y diferenciarse a macréfagos o a CD inflamatorias
(Geissmann et al., 2010).
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4. RECEPTORES DE RECONOCIMIENTO DE PATRONES.

Como se ha comentado en el apartado anterior, las CD actian como
centinelas reconociendo eficazmente los antigenos gracias a los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR). Las CD, mediante los PRR, son capaces de
reconocer distintos patrones moleculares asociados a microorganismos (MAMP).
Aunque la nomenclatura original para este concepto es PAMP (patrones moleculares
asociados a patégenos), he preferido utilizar el término MAMP que utilizan algunos
autores, debido a que las bacterias comensales y probiéticas también son reconocidas
por los PRR pero no son patdgenos. Estos receptores forman parte del sistema de
defensa innato y mediante distintas combinaciones, las CD reconocen un amplio
rango de estructuras derivadas de los microorganismos, del propio individuo e incluso

sustancias sintéticas.

Los PRR incluyen 4 familias de proteinas:

- Receptores tipo Toll (TLR, Toll-like receptor): receptores transmembrana
presentes tanto en la membrana externa como en vesiculas citoplasmaticas.
Reconocen la presencia de diversos componentes de los microorganismos.

- Receptores tipo Dominio de Oligomerizacion de Nucleétidos (NLR, nucleotide-
binding  oligomerization  domain  (NOD)-like  Receptor):  receptores
citoplasmaticos que pueden desencadenar tanto la producciéon de citocinas
proinflamatorias como IL-1f3, como una respuesta basada en el IFN de tipo I.

- Receptores tipo C-lectina (CLR, C-type Lectin Receptor): receptores de
membrana que reconocen un amplio rango de MAMP pertenecientes a
bacterias y hongos.

- Receptores tipo Gen-l Inducible por Acido Retinoico (RLR, Retinoic Acid-
Inducible Gene I-Like Receptor): helicasas de ARN que reconocen el ARN de

virus que se ha liberado al citoplasma y activan IFNs de tipo 1.

A continuacion se explicaran mas en detalle los TLR y los NLR.
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4.1. Receptores tipo Toll: caracteristicas y

funciones.

El descubrimiento de los TLR se asocia a los receptores Toll que se
identificaron por primera vez en Drosophila, donde su funcion se relaciond primero con
su desarrollo embrionario (Hashimoto et al., 1988) y posteriormente con la inmunidad
antifangica del insecto (Lemaitre et al., 1996). A finales de la década de los 90 se
identific6 su homologo en humanos (hToll) y se observo que su activacién inducia la
sintesis de citocinas y de moléculas coestimuladoras como CD86 (Medzhitov et al.,
1997).

Los TLR son proteinas transmembrana de tipo | altamente conservadas en la
evolucién. Poseen un dominio extracelular con repeticiones ricas en leucinas y un
dominio citoplasmatico homodlogo al receptor de la IL-1 (IL-1R), denominado TIR
(Anderson, 2000). En humanos, se han identificado 10 proteinas (TLR1-10) y se
encuentran presentes de manera variable y especifica tanto en los leucocitos (Muzio
et al., 2000) (Tabla 1), como en células no relacionadas con el sistema inmunolégico
como el endotelio vascular (Faure et al., 2001), el epitelio intestinal (Gribar et al.,
2008), cardiomiocitos (Chao, 2009) y adipocitos (Vitseva et al., 2008). En conjunto, los
diferentes miembros de esta familia son capaces de reconocer multiples antigenos
(LPS, PGN, lipidos, etc.) presentes en gran variedad de microorganismos (bacterias,
virus, hongos, protozoos), moléculas propias del organismo (hsp60, fibronectina) o
compuestos sintéticos (taxol). Ademas, pueden incrementar la especificidad del
reconocimiento de diversos antigenos formando heterodimeros como los formados por
TLR2 con TLR6 y con TLR1 (Tabla 1).

Los TLR se encuentran tanto en la superficie celular (TLR1, TLR2, TLR4,
TLR5 y TLR6), donde se encargan de reconocer estructuras y componentes de la
pared microbiana, como en el interior celular (TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9) anclados a
vesiculas, donde reconocen principalmente material genético de virus y bacterias
procedentes de la endocitosis (Kumar et al., 2009). La localizacién vesicular de los

TLR intracelulares, que reconocen material genético, es muy importante para evitar
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reacciones autoinmunes con el propio material genético del organismo (Barton et al.,
2006).

La unién de los TLR con sus correspondientes ligandos desencadena en el
citoplasma la unién del dominio TIR con diferentes adaptadores. Estos adaptadores
son: la proteina de respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88 (MYD88); la
proteina adaptadora que contiene el dominio TIR (TIRAP), que une MYD88 con
TLR2 y con TLR4; el adaptador inductor de IFN que contiene el dominio TIR (TRIF)
para TLR3 y para TLR4; y la molécula adaptadora para TRIF (TRAM) para el TLR4
(Tabla 1).

El adaptador MYD88, que sirve para todos los TLR a excepciéon del TLRS,
recluta proteinas de la familia de las quinasas asociadas al IL-1R (IRAK), que una vez
fosforiladas se separan de MYD88 y se unen al factor 6 asociado al receptor del TNFa
(TRAF8), una E3 ligasa que a su vez se une a un complejo enzimatico de ubiquitinas
(Ubc13-Uev1A) que mediante poliubiquitinacion, activan a la quinasa activada por el
TGFB (TAK-1). TAK-1, en combinacién con las proteinas de unién a TAK1 (TABH1,
TAB2 y TABS3), activa tanto la ruta de la proteina activadora (AP-1) mediante las
proteinas quinasas activadas por mitdogenos (MAPK), como la ruta del NF-kB,

mediante el complejo de quinasas del inhibidor del NF-kB (IKKs) (Fig. 2).

El adaptador TRIF, que se une al TLR3 y al TLR4 (al TLR4 a través de
TRAM), es indispensable para la ruta independiente de MYD88. Activa a los
promotores del IFNB, al NF-kB y a las MAPK. TRIF puede unirse a TRAF6, o bien a la
proteina-1 que interacciona con el receptor (RIP-1), cuya finalidad es activar a TAK-1 y
desencadenar la subsiguiente activacion del NF-kB. La via TRIF puede también
activar los promotores para los IFNs de tipo | formando un complejo con TRAF3 e
IKKs no canodnicas (IKKi y TBK1), que fosforilaran al factor regulador del IFN-3 (IRF3).
IRF3 forma un dimero que se translocara al ndcleo y activara los genes de IFNs de
tipo | y genes inducidos por el IFN. La activacion mediante IRF3 esta relacionada con

la activacién del NF-kB tardia, que requiere la sintesis de novo de TNFa.
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Los TLR7/8 y TLR9 pueden activar tanto las rutas del NF-kB y del AP-1, a
través de la via dependiente de MYD88-TRAF6, como la sintesis de IFN de tipo | y de
genes inducidos por el IFN mediante la translocacion al nucleo de distintos IRFs. Uno
de los IRFs que activan el TLR7/8 y el TLR9 es IRF7, que dimeriza y se transloca al
nucleo mediante fosforilacion por IRAK1 o mediante ubiquitinacion por TRAF6 (Fig. 2)
(Kawai and Akira, 2007b, Kawai and Akira, 2006, Takeda and Akira, 2004).

La induccién de IFN de tipo | es imprescindible para la activacion de la
inmunidad innata y su produccion se regula a nivel transcripcional mediante los IRF.
Los interferones (denominados asi porque interfieren en la replicacion de los virus) se
clasifican en 3 tipos. Dentro de los IFNs de tipo I, el mas estudiado es el IFNB (Honda
et al., 2006). ElI IFNB ademads de participar en las infecciones virales, tiene también un
papel importante en infecciones por otros tipos de patdgenos. Ademds, puede
cooperar en la respuesta desencadenada por algunos TLR en las CDmo (Gautier et
al., 2005).

Como se ha mencionado, el NF-kB es un factor de transcripcion que se
activa mediante la unién de los TLR a sus ligandos correspondientes (Kawai and
Akira, 2007a). El NF-kB esta formado por homodimeros o heterodimeros de proteinas
pertenecientes a la familia REL, la cual estd4 formada por 5 miembros (RELA, RELB,
C-REL, p50 y p52). En condiciones basales, el dimero NF-kB se mantiene de manera
inactiva en el citoplasma celular gracias a su unién con proteinas inhibidoras IkBs, una
familia de 7 miembros. Diversos estimulos como patégenos, citocinas (TNFa, IL-1B) o
moléculas de estrés, son capaces de desencadenar la activacion del complejo IKK
encargado de fosforilar a las proteinas inhibidoras IkBs, marcandolas para su posterior
ubiquitinacién. De este modo, el dimero NF-kB es capaz de translocarse al nucleo y se
une a determinados promotores en funcién de las proteinas que formen el dimero. El
NF-kB activa la transcripcion de numerosos genes involucrados en la inmunidad
innata y también aquellos relacionados con factores de crecimiento y supervivencia
(Kumar et al., 2004a). Aunque hay estudios que han demostrado la capacidad
antiapoptotica de la activacion del NF-kB, también se ha observado lo contrario
cuando su accién se une junto a la de AP-1 (Hawiger, 2001, Tripathi and Aggarwal,
2006, Pasparakis, 2009).
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Figura 3. Esquema de la ruta de activacion de los TLR. Los TLR estan localizados en la
superficie celular y en vesiculas citoplasmaticas como los endosomas. La unién de sus ligandos
desencadena la activacién de dos rutas principales segin los adaptadores que se vean
involucrados, la dependiente de MYD88 (flecha negra) y la dependiente de TRIF (flecha azul). El
adaptador MYD88 es comun a todos los TLR, excepto a TLR3 cuyo adaptador es TRIF. La ruta
de MYD88 recluta proteinas de la familia IRAK, que una vez fosforiladas se separan de MYD88 y
se unen a TRAF6, que a su vez, se une a un complejo enzimatico de ubiquitinas (Ubc13-Uevi1A)
que, mediante poliubiquitinacion, activan a TAK-1. TAK-1, en combinacién con las proteinas de
union TAB1, TAB2 y TABS, activa tanto la ruta AP-1 mediante las MAPK, como la ruta del NF-kB,
mediante el complejo IKK. Los TLR7/8 y TLR9 pueden activar tanto las rutas del NF-kB y del AP-
1, a través de la via dependiente de MYD88-TRAF6, como la sintesis de IFN de tipo | y de genes
inducidos por el IFN mediante la translocacion al nucleo de distintos IRF. Uno de los IRF que
activan el TLR7/8 y el TLR9 es IRF7, que dimeriza y se transloca al nacleo mediante fosforilacién
por IRAK1 o mediante ubiquitinacién por TRAF6

TRIF también puede activar los mismos mecanismos pero solo a través del TLR3 y el TLR4.
TRIF, que se une al TLR3 y al TLR4 (al TLR4 a través de TRAM), es indispensable para la ruta
independiente de MYD@88. Activa a los promotores del IFNB, al NF-kB y a las MAPK. TRIF puede
unirse a TRAF6, o bien a RIP-1, cuya finalidad es activar a TAK-1 y desencadenar la
subsiguiente activacion del NF-kB. La via TRIF puede también activar los promotores para los
IFNs de tipo | formando un complejo con TRAF3 e IKKs no canénicas (IKKi y TBK1), que
fosforilaran al IRF3. IRF3 forma un dimero que se translocara al nucleo y activara los genes de
IFNs de tipo | y genes inducidos por el IFN. (Kawai and Akira, 2007b, Kawai and Akira, 2006,
Takeda and Akira, 2004).
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RECEPTOR

TLR2

TLR3

TLR4

TLR5

TLR7

TLR8

TLR9

TLR10

TIPO DE RESPUESTA

NF-kB / AP-1

IRF / NF-kB / AP-1

IRF / NF-kB / AP-1

NF-kB / AP-1

IRF / NF-kB / AP-1

IRF / NF-kB / AP-1

IRF / NF-kB / AP-1

NF-kB (+TLR2)

CELULAS

Linfocitos B (Agrawal and Gupta, 2011), macréfagos, linfocitos T, monocitos, PMN, CD (Muzio et al.,
2000), queratinocitos, células de Langerhans (Flacher et al., 2006), ep. uterino (Schaefer et al., 2004),
ep. intestinal (Otte et al., 2004), ep. retinal (Kumar et al., 2004b), adipocito (Vitseva et al., 2008).
Solo TLR1: células NK (Muzio et al., 2000).

CD (Muzio et al., 2000), queratinocitos, células de Langerhans (Flacher et al., 2006), ep. uterino
(Schaefer et al., 2004), ep. intestinal (Otte et al., 2004), ep. retinal (Kumar et al., 2004b).

Monocitos, PMN, CD (Muzio et al., 2000), queratinocitos (Flacher et al., 2006), ep. uterino (Schaefer et
al., 2004), ep. intestinal (Otte et al., 2004), ep. retinal (Kumar et al., 2004b), adipocito (Vitseva et al.,
2008), endotelio (Faure et al., 2000).

Monocitos, CD (Muzio et al., 2000), queratinocitos, células de Langerhans (Flacher et al., 2006), ep.
uterino (Schaefer et al., 2004), ep. intestinal (Otte et al., 2004), ep. retinal (Kumar et al., 2004b).

Linfocitos B (Agrawal and Gupta, 2011), queratinocitos (Flacher et al., 2006), ep. uterino (Schaefer et
al., 2004), ep. retinal (Kumar et al., 2004b), CD (lto et al., 2005, Makela et al., 2011).

Epitelio uterino (Schaefer et al., 2004), intestinal (Otte et al., 2004), monocitos, CDs (Ito et al., 2005).

Linfocitos B (Agrawal and Gupta, 2011), ep. uterino (Schaefer et al., 2004), ep. intestinal (Otte et al.,
2004), ep. retinal (Kumar et al., 2004b), CD (Ito et al., 2005, Makela et al., 2011, Hoene et al., 2006).

Linfocitos B (Agrawal and Gupta, 2011), queratinocitos, células de Langerhans (Flacher et al., 2006),
ep. retinal (Kumar et al., 2004b).
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Tabla 1. Receptores pertenecientes a la familia de los TLR, ligandos, localizacion celular,
adaptadores, rutas activadas y células en las que estan presentes. En conjunto, estos PRR
reconocen una gran variedad de antigenos, los cuales no solo tienen origen microbiano, si no
que también pueden reconocer compuestos sintéticos o del propio ser humano. Los TLR
localizados en la superficie de la célula reconocen principalmente componentes estructurales de
los microorganismos, mientras que, los que se encuentran acoplados a la membrana de los
endosomas reconocen principalmente material genético. La activacion de los TLR puede seguir
distintas rutas que culminan principalmente en la activacion de 3 factores de transcripcion: el NF-
kB, el AP-1 y distintos IRF. El NF-kB y el AP-1 desencadenaran la transcripcion de factores
proinflamatorios, y los IRFs la transcripcion de IFNs de tipo I.

ep: epitelio; LPS: lipopolisacarido; ARNdc: ARN de doble cadena; ARNss: ARN de cadena
simple; ARNsi: ARN pequerio de interferencia; CD: célula dendritica; EDA: dominio extra A de la
fibronectina; HSP60: proteina de choque térmico 60; PMN: célula polimorfonuclear; VSV: virus de
la estomatitis vesicular.

4.2, Receptores tipo NOD: caracteristicas y

funciones.

Los NLR son receptores citosolicos que se identificaron por primera vez en
plantas, donde se observd, que eran cruciales para la resistencia contra los
patégenos. Al igual que los TLR, estan altamente conservados filogenéticamente en la
evolucion, y en los humanos consta de 23 miembros. Los NLR estan formados por un
dominio N-terminal efector, un dominio central NOD necesario para su activacién, y un
dominio C-terminal rico en leucinas que reconoce a los MAMP. Los NLR reconocen
distintos antigenos como flagelina, componentes del PGN, toxinas, ARN bacteriano y
viral, LPS, cristales de &cido urico, etc (Franchi et al., 2009).

Dentro de los NLR, NOD1 y NOD2 son los mas estudiados. NOD1 es
expresado por muchos tipos celulares y érganos, mientras que, NOD2 tiene una
localizacion mas restringida. NOD2 esta presente en macrofagos, células dendriticas,
células de Paneth, queratinocitos, y células epiteliales de intestino, pulmén y cavidad
oral. En concreto, NOD1 y NOD2 reconocen distintos fragmentos del PGN. EI PGN es
un polimero de disacéridos alternos formado por cadenas de N-acietilglucosamina y
N-acetilmuramico unidas entre si por pequefios péptidos. El ligando de NOD1 es el
acido meso-diaminopimélico (m-DAP), que forma parte de los péptidos que unen las

cadenas de disacaridos, y esta presente sobre todo en las bacterias Gram-negativas.
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Mientras que NOD2, reconoce el muramil dipéptido (MDP), un derivado del PGN
presente tanto en bacterias Gram-negativas como Gram-positivas (Franchi et al.,
2009).

Aunque NOD1 y NOD2 se encuentran en el citosol celular, ante la presencia
de sus ligandos son reclutados a la membrana plasmética para su activacién (Kufer et
al., 2008, Barnich et al., 2005). La activacién de NOD1 y NOD2 desencadena la
sintesis de proteinas proinflamatorias y de péptidos antimicrobianos a través de la ruta
de las MAPK y el NF-kB. Tras la unién a sus ligandos, NOD1 y NOD2 reclutan a RIP2,
que mediante la degradacion de la subunidad reguladora modulador esencial del NF-
kB (NEMO) del complejo IKK, promueve la activacion de las subunidades cataliticas
IKK, que fosforilardn a la subunidad inhibidora IkB marcandola para su degradacion,
permitiendo la activacion del NF-kB. Ademas, RIP2 puede reclutar a TAK1 para activar
el NF-kB (Franchi et al., 2009).

Los receptores NOD1/NOD2 y los TLR comparten varios ligandos y su
activacion desencadena las mismas rutas de accién (NF-kB y MAPK). Esto implica un
incremento en la sensibilidad ante los antigenos y una colaboracién sinérgica en la
induccién de la respuesta. Por ejemplo, la produccién de citocinas proinflamatorias en
monocitos humanos estimulados con agonistas de NOD1 y NOD2 es mayor cuando
se afade a las condiciones del cultivo un ligando del TLR4, como el LPS (Fritz et al.,
2005). Ademas de estas rutas, NOD2 es capaz de desencadenar la sintesis de IFNB
ante bacterias invasoras como Listeria monocytogenes y Mycobacterium tuberculosis
(Leber et al., 2008).

Para evitar que un exceso de proteinas proinflamatorias, desencadenado por
la activacion continuada de los PRR, pueda dafar los tejidos, las células que
presentan estos receptores sufren un proceso de tolerancia hacia sus ligandos. Esta
caracteristica se observo en macréfagos murinos, que estimulados una primera vez
con LPS o MDP activaban de manera correcta las MAPK y el NF-KB. Sin embargo,
cuando eran reestimulados con los mismos ligandos no se inducia ninguna respuesta.
No obstante, si se re-estimulaba con MDP los macréfagos que previamente habian
sido estimulados con LPS vy viceversa, si que se producia una respuesta. Este
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proceso de tolerancia-activaciéon tendria un papel muy importante en las infecciones

por patdgenos invasores (Kim et al., 2008b).

Un ejemplo de la importancia del receptor NOD2 en la homeostasis intestinal
se encuentra en la enfermedad de Crohn. Entre el 30% y el 50% de los pacientes con
dicha enfermedad presentan mutaciones en al menos uno de los alelos del gen NOD2.
Estas mutaciones afectan a la regién rica en leucinas encargada de reconocer a los
antigenos. Los pacientes con la enfermedad de Crohn presentan una sobreactivacion
del NF-kB, que podria deberse a una ganancia de funcion del receptor o a un fallo en
la regulaciéon de la activacion de los TLR llevada a cabo por NOD2 (Noguchi et al.,
2009, Netea et al., 2005).

4.3. Papel de los receptores de reconocimiento de

patrones en los enterocitos.

Los enterocitos forman parte del epitelio intestinal, pero no actlan
simplemente formando una barrera y transportando moléculas. Los enterocitos, al
igual que las CD, presentan también PRR. Expresan varios TLR, como el TLR2, TLR4,
TLRS, TLR5 y TLR9, pero a una baja concentracion para evitar una sobreestimulacién
del sistema inmunoldgico desencadenada por la gran carga antigénica del intestino.
Se ha planteado, que la pérdida de expresion de los TLR, una vez que los enterocitos
se han diferenciado, seria la consecuencia de un proceso de tolerancia hacia
sus ligandos que formarian parte de la microbiota (Otte et al., 2004). Debido a que los
enterocitos son células polarizadas presentan distintos TLR en distintas localizaciones
celulares, favoreciendo la discriminacién entre comensales y patdégenos con

capacidad para atravesar la barrera.

En los enterocitos sanos, TLR2 y TLR4 aparecen en una baja concentracion, y
adem@s, la baja expresion de sus proteinas adaptadoras también limita su activacion.
La concentracién de los TLR también varia en funcioén de la zona de la mucosa donde
se expresen. En las criptas, donde los enterocitos se encuentran en un estado
indiferenciado y no polarizado, la expresién del TLR2 y el TLR4 es mayor que en las

vellosidades. En cambio, TLR3 se encuentra presente en las vellosidades intestinales
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y ausente en las criptas (Furrie et al., 2005). Sin embargo, en condiciones de
inflamacion, como la que se observa en pacientes con Ell, la expresion de TLR4 y su
adaptador MD-2 se encuentra incrementada, desencadenando una respuesta
exacerbada hacia la microbiota. Ademas, TLR4 podria tener una localizacién también
basolateral, al igual que TLR5, que se activaria solo cuando los microorganismos han
atravesado el epitelio (Vamadevan et al., 2010). Curiosamente, TLR9 se expresa en
toda la superficie de la célula, pero la respuesta que se desencadena es totalmente
distinta dependiendo de si la estimulaciéon es apical o basolateral. La activacion del
TLR9 en la zona basolateral induce una respuesta proinflamatoria via NF-kB, en
cambio, una activacion apical es capaz de revertir esta inflamacion (Lee et al., 2008).
Ademés, estudios en modelos de colitis han demostrado que el TLR9 es indispensable

para que el efecto beneficioso de VSL#3 tenga lugar (Rachmilewitz et al., 2004).
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Figura 4. Esquema de la distribucion de los TLR y activacion de los enterocitos. La
microbiota estimula el sistema inmunolégico innato del epitelio a través de los TLR, que tienen
distintas localizaciones en las células polarizadas y estan presentes en distinta concentracion
segun se encuentran en las criptas o en las vellosidades. De este modo, en la parte apical de
las células se encuentran los TLR2, TLR4 y TLR9, mientras que en la membrana basolateral
abundan los TRL5 y TLR4. En las criptas, donde se localizan las células epiteliales sin
diferenciar, la concentracion de los TLR2 y TLR4 es mayor, sin embargo en las vellosidades,
donde las células epiteliales estdn completamente diferenciadas, la concentracién de TLR2 y
TLR4 es menor. Ademas, en las vesiculas citoplasmaticas se encuentra también el TLR3 y el
TLR9. Dependiendo de que la activacion del TLR9 sea apical o basolateral se producira
inhibicién o activacién del NF-kB respectivamente. Uno de los mecanismos por el que los
probioticos ejercen un efecto positivo sobre el epitelio es la activacion del sistema innato del
epitelio a través del NF-kB que inhibe la apoptosis celular y fortalece las uniones estrechas
entre los enterocitos.

TNFR: receptor del TNFa.

La presencia de los TLR en el epitelio es de suma importancia, ya que aunque
los TLR se encuentren en una baja concentracion en los enterocitos, su activacion por
parte de la microbiota es necesaria para mantener la integridad del epitelio intestinal.
En ratones, se observd que la ausencia del adaptador MyD88 incrementa la
mortalidad, la cual no es dependiente ni del sobrecrecimiento bacteriano, ni de un
incremento en la concentracién de los linfocitos intraepiteliales. Ademas, tanto si se
elimina la microbiota mediante antibiéticos o se suprime la expresion de MyD88, la
sintesis de TNFa e IL-6 es abolida, y estos ratones son mas propensos a una colitis
inducida por sulfato de dextrano sodico (DSS) (Rakoff-Nahoum et al., 2004). Aunque
el TNFa y la IL-6 estan principalmente relacionadas con situaciones proinflamatorias,
también pueden ejercen una funcién protectora en el epitelio intestinal (Rakoff-
Nahoum et al., 2004). Se ha demostrado que la mezcla probibtica VSL#3 activa el
sistema innato del epitelio induciendo la ruta del NF-kB y la sintesis de TNFa, siendo
imprescindible para que no se desarrolle la enfermedad de Crohn en un modelo
murino (Pagnini et al., 2010). El caracter protector del NF-kB se ha confirmado en
ratones knockout para la subunidad reguladora NEMO en las células del epitelio

intestinal. Estos ratones eran més susceptibles a desarrollar una colitis de manera
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espontanea debido a la apoptosis de los enterocitos y a la entrada de las bacterias a
la lamina propia desencadenando una inflamaciéon aguda (Nenci et al., 2007). Por lo
tanto, en individuos sanos la activacién basal del NF-kB y la sintesis de citocinas con
un caracter tipicamente proinflamatorio, ayudaria a mantener la homeostasis y la
integridad de la barrera intestinal inhibiendo la apoptosis de los enterocitos. Sin
embargo, una activacion exagerada del NF-kB, provocada por mutaciones en el gen
NOD2, activacién de los TLR basolaterales o por la disrupcién de la barrera epitelial,

convierte esta funcién protectora en inflamatoria.
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5. COMO INFLUYE EL EPITELIO INTESTINAL EN LAS CELULAS
DENDRITICAS.

El intestino soporta una gran presidén antigénica y para que esta presién no
desencadene una respuesta inflamatoria, las CD intestinales, en condiciones basales,
poseen un perfil tolerogénico. Las propiedades de las CD intestinales dependen del
ambiente tisular en el que se encuentren. De este modo se observd que cuando
CDmo humanas eran cultivadas en presencia de sobrenadantes procedentes de la
linea celular epitelial Caco-2, éstas inducian un perfil Th2 sobre linfocitos T virgenes.
Ademés, este efecto era dependiente del TSLP, cuya produccidn se incrementa bajo
la activacion del NF-kB (Rimoldi et al., 2005). EI TSLP tiene también un papel
importante en la diferenciacion de linfocitos Treg Foxp3® en el timo humano
(Hanabuchi et al., 2010), y favorece la diferenciacion de CDs CD103" tolerogénicas,
las cuales inducen la generacion de linfocitos Treg Foxp3™ en los nddulos linfaticos
mesentéricos (NLM). Sin embargo, la presencia de TSLP no es imprescindible para la

generacion de linfocitos Treg Foxp3™ (lliev et al., 2009a).

El &cido retinoico (AR) es un compuesto derivado del metabolismo de
la vitamina A y es capaz de inducir un perfil tolerogénico en las CDs, aumentar la
expresién de marcadores de migracién al intestino en linfocitos T e incrementar la
secrecion de IgA. En este contexto, la activacion del receptor gamma activado por los
proliferadores de los peroxisomas (PPARYy) induce la sintesis de retinol y de enzimas
como la retinol deshidrogenasa 10 (RDH10) y la retinaldehido deshidrogenada de tipo
2 (RALDH2), incrementando de esta manera la sintesis de AR (Szatmari et al., 2006).
En ratones, se ha observado que el AR es capaz de inhibir la diferenciacién hacia un
perfil Th1 o Th17. Sin embargo, este efecto inhibidor solo se produce a dosis altas de
AR (10 uM), mientras que a una concentracion baja (1 nM), el AR estimula la
diferenciacién de linfocitos Th17 (Uematsu et al., 2008). Ademas del TSLP y el AR, la
IL-10 y el TGFB son factores importantes para la induccién de un ambiente
tolerogénico. Otras células presentes en la lamina propia, como macroéfagos o células

estromaticas, pueden ser una fuente de estos factores (Scott et al., 2011).
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En CDmo humanas se observo que cuando eran cultivadas en presencia de
TSLP, AR y TGFpB por separado, solo se conseguia una induccion de linfocitos Treg
FoxP3" similar a la producida por el sobrenadante del cultivo de las células Caco-2,
cuando se usaban las concentraciones mas altas. Por lo tanto, la accién conjunta de
estos 3 factores es necesaria para que la induccion linfocitos Treg se realice de
manera eficaz (lliev et al., 2009b).

En el intestino, las CD incluyen varias poblaciones con distintas caracteristicas
(Tabla 2), y se encuentran distribuidas en el tejido linfoide asociado al intestino (GALT)
-el cual esta formado por las placas de Peyer, NLM y foliculos linfoides aislados- o
distribuidas por la I1&mina propia a lo largo del intestino delgado y grueso. Estudios en
ratones demostraron que las CD intestinales, en comparacion con las localizadas en
otros tejidos como el bazo, eran més eficaces promoviendo la diferenciacion de
linfocitos con un perfil Th2 caracterizado por una mayor produccion de IL-4 e IL-10
(lwasaki and Kelsall, 1999).
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Figura 5. Esquema de la accion condicionante de factores solubles procedentes del
epitelio sobre las CDs intestinales. El epitelio es capaz de producir TSLP y AR, que junto
con la IL-10 y el TGF-B condicionan a las CD CD103" intestinales dandoles un perfil
tolerogénico. En condiciones basales, las CD CD103" inducen la diferenciacién de linfocitos
Treg Foxp3* en el GALT e inducen la expresion de marcadores de migracion al intestino
(CCR9) en los linfocitos. De este modo se mantiene la homeostasis entre las respuesta
reguladoras (Treg) y las efectoras (Th). Sin embargo, bajo condiciones inflamatorias,
desencadenada por ejemplo por patdgenos, las CD CD103" dejan de ser tolerogénicas e
inducen un perfil Th1/Th17. Otras células presentes en la lamina propia, como los
macréfagos, ayudan a mantener la homeostasis y a regular las respuestas proinflamatorias
gracias a la IL-10 y al AR que sintetizan en grandes cantidades.

AR: &cido retinoico; CD: células dendritica; GALT: tejido linfoide asociado al intestino; Mo:
macréfago; NLM: nédulo linfatico mesentérico; TGF-f: factor de crecimiento transformante
beta; TSLP: linfopoyetina del estroma timico.
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Las CD intestinales pueden captar los antigenos del lumen mediante diversos
mecanismos: a través de las células M, en las placas de Peyer, los cuales transportan
los antigenos via transcitosis a la ldmina propia; mediante el receptor neonatal Fc
(FcRn) que capta complejos IgG-antigeno (Yoshida et al., 2004); a través de las
células caliciformes (McDole et al., 2012); o por las mismas CD, las cuales extienden
sus dendritas entre los enterocitos hacia el lumen (Rescigno et al., 2001, Farache et
al., 2013). Aunque en un principio la capacidad de extender las dendritas a través del
epitelio se identificé como una caracteristica exclusiva de las CD CX3CR1" (Rescigno
et al., 2001), estudios posteriores en ratones demostraron que las CD CD103" también
eran capaces de migrar hacia el epitelio y extender sus dendritas entre los enterocitos
ante un estimulo bacteriano (Farache et al., 2013). En condiciones basales, las CD
CD103" de la lamina propia y las que se encuentran presenten en los NLM, son las
principales responsables de la generacion de linfocitos Treg (Sun et al., 2007). No
obstante, experimentos in vitro demostraron que, ante estimulos via TLR como la
flagelina, las CD CD103" eran capaces de inducir una respuesta Th1 y Th17 (Fujimoto
et al., 2011, Uematsu et al., 2008). Ademas, en condiciones de inflamacion disminuye
el nUmero de CD CD103" en la mucosa intestinal y se incrementa el de CD maduras
que presentan el marcador CD80 (Strauch et al., 2010). Aunque en condiciones
basales las CD CD103" ejercen una funcién homeostatica, otras células presentes en
la lamina propia, como los macréfagos, son capaces de sintetizar grandes cantidades
de IL-10 y RA, contribuyendo al mantenimiento de la homeostasis, e incluso, podrian
favorecer la diferenciacién de linfocitos Treg Foxp3® in situ. A diferencia de las CD
CD103", los macrofagos de la lamina propia sintetizan IL-10 ante ligandos de los TLR,
regulando de este modo la produccién de citocinas proinflamatorias (Denning et al.,
2007).
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PROPIEDADES

Secretan IL-10 e inducen un perfil Th2 (lwasaki and Kelsall,
2000, lwasaki and Kelsall, 2001).
CCR6" (Salazar-Gonzalez et al., 2006).
CCR6™ CCR7". Migran a compartimentos linfoides
secundarios. Secretan IL-12p70 e inducen un perfil Th1
(lwasaki and Kelsall, 2000).

Secretan IL-12p70 en respuesta a estimulos microbianos e
inducen un perfil Th1 (lwasaki and Kelsall, 2001). Son
CCR6+ (lwasaki and Kelsall, 2000).

CCR6 CD103 (Salazar-Gonzalez et al., 2006). Poca
capacidad estimuladora de linfocitos T (Schulz et al., 2009).
Mas similar a macréfagos.

Migran desde la LP hasta los NLM (CCR7%).
Inducen expresion de a437 y CCR9 en linfocitos T virgenes
(Johansson-Lindbom et al., 2005). En condiciones basales
inducen la expansién de linfocitos Treg FoxP3* mediante el

ARy TGF-B (Coombes et al., 2007).
Subpoblaciones:
- CD103"CD8a’'CD11b": inducen respuestas Th1/Th17 ante
flagelina (TLR5™). In vitro (Uematsu et al., 2008).
- CD103"CD8a* CD11b™: inducen respuesta Th1 y linfocitos
CTL ante ligandos de TLR. No poseen el gen Raldh2. In
vitro (Fujimoto et al., 2011).

Tabla 2. Clasificacion de las CD intestinales de acuerdo a la expresion de marcadores de
superficie. Las CD intestinales presentan un comportamiento distinto en funcién de sus
marcadores de superficie como CD11b y CD8a. Para su clasificacion, se utilizan también el
receptor de quimiocinas CX3CR1 y la subunidad CD103 (integrina oE). La expresion de estas
dos moléculas sobre las CD es excluyente, y estas CD difieren en su capacidad de migracion y
de estimulacion de los linfocitos virgenes.

CTL: linfocitos citotéxicos; LP: lamina propia; NLM: nédulo linfatico mesentérico; PP: placa de

Peyer.
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Objetivos.

Esta tesis consta de dos objetivos principales que tienen unos protagonistas
comunes, los probidticos, en dos ambientes distintos aunque muy relacionados entre
si, las células dendriticas y el epitelio intestinal. A continuacién, se sefalan los

objetivos especificos dentro de cada uno de los objetivos principales.

Objetivo 1: comparar los efectos de los probidticos y
de dos especies de bacterias patdégenas sobre las células
dendriticas derivadas de monocitos.
la. Cuantificar los cambios en la expresién de los marcadores superficiales de
maduracion.
1b. Cuantificar los cambios de expresion en moléculas implicadas en la ruta de los
TLR o relacionadas con el reconocimiento de bacterias.
lc. Analizar la activacién del NF-kB y la capacidad fagocitica de las células
dendritcas derivadas de monocitos.
1d. Cuantificar la proliferacion de linfocitos T virgenes y la produccion de IFNy en

cocultivo con células dendriticas previamente estimuladas con las bacterias.

Objetivo 2: comparar los efectos de los probidticos y
dos especies patégenas sobre el epitelio intestinal
utilizando como modelo la linea celular humana Caco-2.
2a. Cuantificar los cambios inducidos por las bacterias en la expresion de
quimiocinas. Comparar los resultados obtenidos con células Caco-2 no polarizadas y
polarizadas.
2b. Evaluar como afectan las bacterias a la integridad de la monocapa de las células
Caco-2.
2c. Cuantificar el nimero de bacterias que se adhieren a la monocapa de células
Caco-2.
2d. Analizar los efectos del sobrenadante del cultivo de las células Caco-2 en la

diferenciacion y maduracion de las células dendriticas.
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Justificacion.

Como se ha comentado en la introduccién, los probidticos poseen efectos
beneficiosos para el hospedador actuando sobre su sistema inmunolégico de diversas
maneras y a distintos niveles. A lo largo de esta tesis se pretendié describir el modo
de accioén de 4 especies de lactobacilos (L. rhamnosus, L. acidophilus, L. fermentum'y
L. salivarius) y 2 cepas distintas de Bifidobacterium lactis; y comparar sus efectos con
2 especies de bacterias patogenas (Salmonella typhimurium 'y Clostridium
perfringens).

Los probidticos tienen efectos especificos dependientes de cepa, no de
especie, por lo que la variedad de bacterias con propiedades probiéticas es enorme.
Para estudiar los efectos de los probidticos sobre el sistema inmunolégico se eligieron
las CD, y en concreto el modelo de CDmo que poseen caracteristicas similares a las
CDc. Las células dendriticas nos permiten estudiar tanto aspectos de la inmunidad
innata como de la inmunidad adaptativa, por lo que nos da una vision del ambiente
que se crea y de si la respuesta final hacia los probidticos sera inmunogénica o
tolerogénica. Dentro de la inmunidad innata, se decidi6 analizar los aspectos
relacionados con los PRR, y en particular, la ruta de sefalizacién de los TLR ya que
reconocen varios componentes de las bacterias. Un factor comun a la activacién de
los PRR, es el factor de transcripcion NF-kB, cuya translocacion al ndcleo
desencadena la transcripcion de numerosos genes implicados en la respuesta
inmunoldgica. La activacién de este factor de transcripcion también tiene un papel
importante en la maduracién de las CD. Para estudiar cuales podrian ser los efectos
de las bacterias probidticas sobre la inmunidad adaptativa, se llevd a cabo una
reaccion linfocitaria mixta (RLM). Se eligi6 este modelo debido al hecho de que la
procedencia de las CD y los linfocitos T de donantes distintos desencadena una
proliferacion basal. Dentro de las bacterias probioticas, hay especies que poseen un
efecto hiporespondedor sobre los linfocitos CD4" (Baba et al., 2008), por lo que se
plante6 analizar si alguno de los probidticos utilizados podria modular la respuesta
inmunolégica cuando ya se esta produciendo una proliferacién basal.

Como modelo de epitelio intestinal se eligié la linea celular Caco-2. En cultivo,
las células Caco-2 son capaces de diferenciarse y presentar una estructura polarizada
de manera espontanea, similar a un enterocito completamente funcional. Estas

caracteristicas permitieron estudiar tanto los efectos de las bacterias sobre las células
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Caco-2 en un estado indiferenciado y no polarizado, como en un estado ya
diferenciado donde las células han sufrido una polarizacion. La barrera epitelial separa
la carga antigénica, en la luz intestinal, de las células inmunolégicas de la l&mina
propia. Una brecha en esta barrera desencadena una intensa respuesta inflamatoria
como respuesta frente a los antigenos que la han atravesado. Teniendo en cuenta que
las células Caco-2 crecen formando una monocapa, estas células sirvieron de modelo
para estudiar la permeabilidad cuando eran estimuladas con diversas bacterias. Uno
de los factores que intervienen en la integridad de la monocapa epitelial son los
complejos de unién entre entre las células, por lo que se analizaron los cambios

inducidos por las distintas bacterias en la proteina de soporte ZO-1.

Ademas de las CD, el epitelio intestinal juega un papel muy importante en la
homeostasis intestinal generando, en condiciones basales, un ambiente tolerogénico.
Debido a estas propiedades del epitelio, se estudié también como afectarian los
sobrenadantes de cultivo de las células Caco-2 en la diferenciacién de los monocitos

hacia CD y en la maduracién de las CD ya diferenciadas.
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Material y métodos.

1. Obtencidén de células dendriticas derivadas de
monocitos.

Medio de cultivo y soluciones:

- RPMI completo: RPMI 1640 (Lonza, Bélgica) suplementado con suero fetal
bovino (SFB) 10%, L-Glutamina 2mM (Sigma, EEUU), Penicilina 100 U/ml -
Estreptomicina 0,1 mg/ml (Sigma, EEUU) y Anfotericina B 2,5 pg/ml (Sigma,
EEUU).

- Ficoll (Biochrom, Alemania).

- Solucion de Percoll de baja densidad: a 90 ml de Percoll (GE Healthcare,
EEUU) se afiaden 10 ml de NaCl 1,5 M (Sigma, EEUU) para tener un volumen de
100 ml, al que se afaden 95,2 ml de NaCl 0,15 M (densidad final = 1,063 g/ml).

- Solucién de lavado: tampodn salino fosfato (PBS) (Lonza, Bélgica) con SFB al
5% (Life Technologies, EEUU) y acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM
(Sigma, EEUU).

- Citocinas: IL-4 (R&D Systems, EEUU) y GMCSF (Santa Cruz, EEUU).

Anticuerpos citometria:

- CD14-PE (Clon: M5E2) (BD, EEUU).
- CD11¢-APC (Clon: B-ly6) (BD, EEUU).

Como fuente de células mononucleares se utilizaron las capas
leucoplaquetarias procedentes del Centro de Hemoterapia de Castilla y Ledn. Primero,
se diluy6é un volumen de sangre con RPMI completo en una proporcién 1:1 y la sangre
diluida se depositd cuidadosamente sobre un volumen de ficoll (1,077 g/ml). Mediante
una centrifugacién en gradiente de densidad (836 g, 20 min., sin freno, 22 °C) se
obtuvieron las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) que se depositaron
formando un halo encima del ficoll. Las CMSP se lavaron una primera vez con la
solucion de lavado para eliminar los restos de Ficoll (301 g, 10 min.) y varias veces
después, hasta un total de 5 (169 g, 5 min.), para eliminar las plaquetas adheridas a
los monocitos. Las CMSP se resuspendieron en un volumen de RPMI completo, se
depositaron cuidadosamente sobre un volumen de la soluciéon de Percoll de baja
densidad y se centrifugaron (409 g, 40 min., sin freno, 22 °C). Se recogi6 el halo de

monocitos depositado encima de la solucién de Percoll y se lavé dos veces con RPMI
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Material y métodos.

completo (209 g, 5 min.). Los monocitos se resuspendieron en RPMI completo y se
sembraron en flask (Nunclon, Dinamarca) a una concentracion de 1,56x10° células/ml
durante 1 hora a 37 °C, 5% CO, para permitir que se adhirieran al plastico.
Transcurrido este tiempo, se eliminaron las células no adherentes y se anadié RPMI
completo suplementado con GM-CSF (1000 U/ml) e IL-4 (500 U/ml). Los monocitos se
incubaron a 37 °C, 5% CO, durante 5 dias y al tercer dia se anadi6é un extra de GM-
CSF (500 U/ml) e IL-4 (250 U/ml).

El GM-CSF favorece la supervivencia de las células, mientras que la IL-4
impide la diferenciacion de los monocitos hacia macrdfagos (O'Neill and Bhardwaj,
2005).

Para comprobar que los monocitos se habian diferenciado correctamente a
CDmo se analizé la presencia del marcador CD11¢c-APC y la pérdida de CD14-PE
mediante citometria de flujo. En la figura 6, se observan las diferencias en los

marcadores de superficie entre monocitos y CDmo inmaduras.

CD14

coes

Figura 6. Monocitos y CDmo inmaduras marcados con CD40, CD14, MHC-Il, CD86, CD83
y CD80. Los monocitos (linea negra) son CD40*, CD14*, MHC-II*, CD86", CD83  y CD80’;
mientras que, las CDmo inmaduras (histograma verde) no presentan CD14, y a excepcion de
CD86, presentan niveles mas elevados de las otras moléculas.

51



Material y métodos.

Ademas del marcador CD14, los monocitos presentan CD86 y CD80 esta
ausente en monocitos recién extraidos (Fleischer et al., 1996). En condiciones
basales, CD83 se encuentra en el interior celular tanto en CDi como en monocitos
(Cao et al., 2005).

2. Crecimiento y mantenimiento de las bacterias.

Medio de cultivo para las bacterias.

- Luria Bertani (LB) (Sigma, EEUU): triptona, extracto de levadura y NaCl. Medio
de cultivo para S. typhimurium.

- Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (Difco, EEUU): proteasa peptona n® 3, extracto
de carne, extracto de levadura, dextrosa, polisorbato 80, citrato de amonio,
acetato de sodio, sulfato de magnesio, sulfato de manganeso y fosfato dipotasico.
Medio de cultivo para los probidticos utilizados.

- Tioglicolato (BioMérieux, Francia): digerido pancreético de caseina, extracto de
levadura, dextrosa, NaCl, L-cisteina y tioglicolato de sodio. Medio de cultivo liquido
para C. perfringens.

- Columbia Agar con 5% de sangre de cordero (BioMérieux, Francia): digerido
pancreatico de caseina, peptona, extracto de levadura, extracto de carne, almidén

de maiz y NaCl. Medio de cultivo s6lido para C. perfringens.

Las bacterias utilizadas durante esta tesis han sido las siguientes: 6 especies
de probidticos: Lactobacillus rhamnosus DR20 Howaru (Danisco), Lactobacillus
acidophilus NCFM (Danisco), Lactobacillus fermentum CECT 5716 Hereditum (Puleva
Biotech), Lactobacillus salivarius CECT 5713 Hereditum (Puleva Biotech),
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 (Chr. Hansen), Bifidobacterium animalis
subsp. /actis BI07 (Danisco); un control patbgeno Gram-negativo: Salmonella enterica
subsp. enterica serotipo Typhimurium CECT 443 (S. typhimurium); y un control
patégeno Gram-positivo: Clostridium perfringens CECT 376.

El patégeno Gram-negativo S. typhimurium, utilizado como control, es una

bacteria muy estudiada por los problemas entéricos que desencadena, ademas de ser

un gran inductor de la respuesta inmunolégica (Coburn et al.,, 2007, Kiama et al.,
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2006). El hecho de que sea una bacteria Gram-negativa aporta otro punto de vista con
respecto a los probibticos utilizados, que son Gram-positivos. En cambio, C.
perfringens es una bacteria Gram-positiva que puede encontrarse de manera natural
en el intestino humano, aunque en determinadas ocasiones es capaz de producir
toxinas responsables de la gangrena gaseosa y la ECN en humanos (Sobel et al.,
2005, Flores-Diaz and Alape-Giron, 2003).

Las especies probidticas fueron crecidas en MRS, S. typhimurium en medio
LB, y C. perfringens en Columbia Agar cuando se creci6 en placa y en tioglicolato
cuando se pas6 a medio liquido. Las especies bacterianas que no toleraban bien el
oxigeno fueron crecidas en jarras de anaerobiosis con un generador de atmoésfera
anaerobia y un indicador de anaerobiosis (Todos ellos de Oxoid, Reino Unido).
Mientras no se estaban utilizando, las bacterias se mantuvieron congeladas en
criobolas (Abtek, Reino Unido) a -80 °C.

Para determinar la concentracion de bacterias (ufc/ml), éstas se crecieron en
placas de agar y, posteriormente, se resuspendieron en su correspondiente medio
liquido. Cuando las bacterias alcanzaron la fase exponencial de crecimiento (densidad
optica (DO)eoonm= 0,6), se realizaron diluciones seriadas que se sembraron en placas
de cultivo agar para cuantificar el ndmero de ufc y determinar cual era su

concentracién a esa densidad éptica concreta.

3. Citometria de flujo en las células dendriticas
derivadas de monocitos estimuladas con bacterias.

Medios de cultivo y soluciones:

- Tampon de tincién para citometria: PBS con SFB al 1%.

- RPMI completo.

Anticuerpos citometria:

- CD40-FITC (Clon: HI40a), (Inmunostep, Espafia).

- HLA-(DR, DP, DQ)-FITC (Clon: Tu39) (BD, EEUU).
- CD86-PE (Clon: FUN-1) (BD, EEUU).

- CD80-PE (Clon: L307.4) (BD, EEUU).
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- CD83-FITC (Clon: HB15¢) (BD, EEUU).
- CD14-PE.
- CD11c-APC.

Las CDmo se resuspendieron en medio RPMI completo a una concentracién
de 0,5x10° células/ml. Las bacterias se crecieron hasta que alcanzaron la fase
exponencial, se lavaron dos veces con medio RPMI completo (13000 g, 5 min.) y se
anadieron a las CDmo con una multiplicidad de infeccion (MDI) de 10 (10 bacterias / 1
CDmo) durante 13 horas a 37 °C, 5% CO.,. Al dia siguiente, las CDmo se lavaron con
el tampon para tincién (209 g, 5 min.), se afiadieron los anticuerpos para citometria a
una dilucién 1:10 y se incubaron durante 30 minutos en oscuridad a 4 °C. Para cada
condicion se afadieron los isotipos correspondientes a cada anticuerpo. Transcurrido
este tiempo, las CDmo se lavaron con el tampén de tincién para eliminar el exceso de
anticuerpo y se analizaron mediante el citdmetro Beckman Coulter FC500 con el
software CXP. La region a analizar se determiné segun el tamafo y la complejidad
celular utilizando el software Kaluza ® (Becman Coulter). Los experimentos de
maduracion se realizaron de manera independiente utilizando la sangre periférica de
hasta 6 donantes distintos. Estos resultados fueron analizados de forma pareada con
respecto a su basal utilizando un t test no paramétrico pareado de dos colas (test de
Wilcoxon).

4. Andlisis de la expresidén de genes involucrados en
la ruta de los TLR en células dendriticas derivadas
de monocitos estimuladas con bacterias

Medios de cultivo y soluciones:

- RPMI completo.

- Trizol ® (Life Technologies, EEUU).

- Cloroformo (Panreac, Esparia).

- 2-propanol (Panreac, Espana).

- Etanol (Panreac, Espafa).

- Agua libre de ARNasas (Fisher Scientific, EEUU).
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Las CDmo se sembraron a una concentracion de 0,5x10° células/ml en RPMI
completo y se estimularon con los distintos probiéticos y los patégenos vivos en su
fase exponencial, a una MDI de 50 durante 6 horas a 37 °C y 5% CO,. Transcurrido
este tiempo, las CDmo se lavaron con RPMI completo para eliminar las bacterias y se

resuspendieron en Trizol ®, que se guardd a -80 °C hasta la extraccion del ARN.

4.1. Extraccién del ARN mediante el método del Trizol®.
Siguiendo las instrucciones del fabricante, se repipete6 el volumen de trizol donde
estan resuspendidas las CDmo y se dej6 20 minutos a temperatura ambiente (TA).
Se anadieron 200 pl de cloroformo, se mezclé con el trizol y la mezcla se dejo
reposar a TA hasta que se separaron 2 fases. La mezcla se centrifugdé (12000 g,
15 min., 4 °C), se recogi6 la fase superior, que es donde se encuentra el ARN, y
se transfirié a un tubo libre de ARNasas. Se afadieron 500 pl de 2-propanol para
precipitarl el ARN, se dejé reposar 10 minutos, se centrifug6 (7500 g, 10 min.) y se
hicieron dos lavados con Etanol al 70 % (7500 g, 5 min.) para eliminar el exceso
de sales procedentes del trizol. EI ARN se secd durante 10 minutos y se
resuspendié en agua libre de ARNasas. El ARN se guardd en tubos eppendorf
libres de ARNasas a -80 °C hasta su uso.

4.2. Transcripcién reversa de ARN a ADN complementario.
Para las PCR cuantitativas (QPCR) de la ruta de los TLR (PHAS-18)
(SABioscence, Quiagen, Alemania), el ARN extraido fue purificado con el RNA
Easy Mini Kit (Quiagen, Alemania) mediante un sistema de columnas siguiendo
las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se midié el ARN mediante un
NanoDrop ND-1000 y se utiliz6 1 pg total para la transcripcién reversa (RT) con el
RT’ First Strand Kit (Quiagen, Alemania), que incluye la eliminacién del ADN
gendémico. Para las moléculas no incluidas en este grupo, la RT-PCR se realiz6
utilizando también 1 pg de ARN total con el High Capacity cDNA RT Kit, utilizando
cebadores al azar e inhibidor de las ARNasas (Applied, EEUU).

Una vez que se obtuvo el ADN complementario (ADNc), las gPCR de la ruta
de los TLR se llevaron a cabo utilizando RT° SYBR Green Mastermix (Quiagen,
Alemania) mediante el termociclador Light Cycler 480 (Roche, Alemania). Para el resto
de gPCR se utilizé el equipo Light Cycler 2.0 (Roche, Alemania), con el kit Light Cycler
FastStart DNA Master, SYBR Green | (Roche, Alemania).
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Los cebadores utilizados fueron disefiados mediante el software Primer Blast
(NCBI).

Para el disefio de los cebadores se tuvo en cuenta que estuvieran disefiados
en diferentes exones de la secuencia del gen, que el tamafio del amplicén fuera
similar al del gen de referencia, que hubiera poca complementariedad entre los
cebadores evitando las repeticiones en tandem, que el %CG estuviera en torno al 50-
60% y que su temperatura de anillamiento fuera similar. Se comprobd, mediante
electroforesis en geles de agarosa, que cada par de cebadores disefiado amplificara el

amplicén con el tamafio correcto.

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el método del AACt (Livak
and Schmittgen, 2001), utilizando la media del ciclo de amplificacion que cruza el
umbral de fluorescencia, denominado ciclo umbral (Ct), de la muestras basales como
grupo control frente al cual normalizar. Como gen de referencia se utilizé el gen de la
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GADPH). En el caso de las gPCR de la ruta
de los TLR, se utilizd el software facilitado por Quiagen RT? Profiler PCR Array Data
Andlisis Versién 3.5 que se basa igualmente en el método del AACt. El gen de

referencia elegido en este caso fue el gen de la proteina ribosomal L13a (RPL13A).
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Los cebadores utilizados en esta parte de la tesis, que no estaban incluidos en

el kit de TLR, fueron los siguientes:

Gen
GADPH
NOD2
IL17A
TGFB1

TSLP
(variantes

1y2)
ALDH1A2

PPARG
(variantes
1-4)

STAT3

(variantes
1-3)

S0CS2

(variantes
1-6)

SOCS3

S0CS4

(variantes
1-2)

Forward (5’ - 3’) Reverse (5’ - 3°)
GAAGGTGAAGGTCGGAGTC GAAGATGGTGATGGGATTTC
CTGCCTTGCCGTGGTGTCTG GCGGCAGTGATGTAGTTATTCC

Sonda UPL (Universal Probe Library, Roche)
GGACACCAACTATTGCTTCAG TCCAGGCTCCAAATGTAGG

CGCGTCGCTCGGCAAAGAAAT TGAAGCGACGCCACAATCCTTG

Sonda UPL (Universal Probe Library, Roche)

TCTCCAGCATTTCTACTCCA GCTTTATCTCCACAGACACG

GCCAGAGAGCCAGGAGCA ACACAGATAAACTTGGTCTTCAGGTATG

AGTGTGGTTCATCTGATCG ACATTTGTTAATGGTGAGCCT
GGCCACTCTTCAGCATCTC ATCGTACTGGTCCAGGAACTC
CCTATGACTGGCTCTGT GCTTCGGCTGCGTATT

NCBI Locus
NM_002046
NM_022162

NM_000660

NM_138551
NM_033035

NM_138712
NM_015869
NM_138711
NM_005037

NM_139276
NM_003150
NM_213662

NM_003877
NM_0012704667
NM_0012704668
NM_0012704669
NM_0012704670
NM_0012704671

NM_003955

NM_199421
NM_080867

Tabla 3. Secuencia de cebadores utilizados para las CDmo estimuladas con las bacterias.
Los cebadores se disefiaron mediante el Primer Blast. Se muestra la secuencia 5-3' de cada
cebador. También se indica el nimero de la secuencia de referencia para ese gen en el NCBI.
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5. Inmunofluorescencia de la subunidad p65 del NF-xB
en células dendriticas derivadas de monocitos
estimuladas con las bacterias.

Medios de cultivo y soluciones:

- RPMI completo.

- Poli-L-lisina (Sigma, EEUU).

- PBS (Sigma, EEUU).

- Solucion de p-formaldehido (PFA) 4%: para diluir el PFA (Sigma, EEUU) en
H.O hay que calentarlo, sin que la temperatura pase de los 59 °C, y afadir unas
gotas de NaOH 5M.

- Solucién de cloruro de amonio (NH,CI) 0,1 mM (Sigma, EEUU).

- Solucion de Bloqueo/Permeabilizacion: PBS con suero de cabra (Sigma,
EEUU) al 3% y Tritén X-100 al 0,25% (Biorad, EEUU).

- Solucién de lavado: PBS con Tritén X-100 al 0,25%.

Anticuerpos inmunofluorescencia:

- Primario: raton anti-NFkB (subunidad p65) humano 0,5 pg/ml (Clon: 20/NF-
kB/p65) (BD, EEUU).

- Secundario: cabra anti-ratén (1:1000) marcado en Alexa 594 (Abcam, Reino
Unido).

- Nucleos: DAPI (1:1000) (Sigma, EEUU).

Se sembraron 100.000 CDmo en cristales de 12mm (Thermo Scientific,
EEUU) tratados con poli-L-lisina y se dejaron toda la noche a 37 °C, 5% CO.. Las
bacterias se crecieron en su medio de cultivo correspondiente hasta que alcanzaron la
fase exponencial, se lavaron con PBS y se afadieron a las CDmo a una MDI de 50
durante 90 minutos. Transcurrido este tiempo, se lavaron las CDmo con PBS y se
fijaron con PFA al 4% durante 30 minutos a TA. Después, se realiz6 un lavado con
PBS y se afadid la soluciéon de NH,Cl 0,1 mM durante 10 minutos para eliminar la
autofluorescencia del PFA. Posteriormente, las muestras se incubaron durante 30
minutos con la solucién de bloqueo/permeabilizacion y tras este periodo, se incubaron

con el anticuerpo raton anti-NFkB (subunidad p65) humano a una concentracion de
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0,5 pg/ml en la solucion de bloqueo/permeabilizacién toda la noche a 4 °C. Al dia
siguiente, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS para eliminar el exceso de
anticuerpo y se anadi6 el anticuerpo secundario de cabra anti-ratén (1:1000) marcado
con Alexa 594, junto con el marcador de nucleos DAPI (1:1000) durante 1 hora. Se
hicieron 3 lavados con la solucién de lavado durante 10 minutos para eliminar los
restos del anticuerpo secundario, y se realizé un dltimo lavado con H,O destilada para
eliminar las sales del PBS. Los cristales se montaron sobre el portaobjetos con el

liquido de montaje Vectashield (Vector Labs, EEUU) y se sellaron con laca de ufias.

Las muestras fueron analizadas con un microscopio confocal Leica sp5 con el
objetivo de 40x. Las imagenes fueron procesadas con el software Leica Application
Suite Advanced Fluorescente (LAS AF) Lite. Los experimentos se llevaron a cabo con
CDmo obtenidas de 3 donantes por duplicado. En cada experimento se tomaron un
total de 4 fotos de campos seleccionados de manera aleatoria y se cuantificé el
porcentaje de células que presentaban la subunidad p65 dentro del nudcleo con
respecto al total de células en cada campo. Los resultados fueron analizados

mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y la correccién de Dunn.

6. Marcaje de 1las bacterias con el Isomero I de
Isotiocianato de fluoresceina.

Soluciones:

- Solucién de Isomero | de Isotiocianato de fluoresceina (FITC): se prepar6 un
tampo6n carbonato (NaHCOj) 0,1 M (Panreac, Espafia) a pH 9 en el que se
disolvio el Isomero | de Isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma, EEUU) a una
concentracién de 0,1 mg/ml. Se filtr6 con un filtro de tamafio de poro de 0,2 ym
(Thermo Scientific, EEUU).

- PBS.

Las bacterias se crecieron en su medio de cultivo correspondiente hasta que
alcanzaron la fase exponencial, se lavaron con PBS y se resuspendieron, a una
concentracion de 10% ufc/ml, en la solucion de FITC durante 1 hora en agitacion.
Posteriormente, las bacterias se lavaron con PBS hasta eliminar completamente el

FITC (4 lavados) (Campbell et al., 2001). Las bacterias marcadas con FITC se
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anadieron a las CDmo a una MDI de 50 durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, las
CDmo se prepararon para el marcaje de la subunidad p65 del NF-kB como se ha

explicado en el apartado 5.

Las muestras fueron analizadas con un microscopio confocal Leica sp5 con el
objetivo de 40x. Se tomaron imagenes secuenciales a lo largo del eje Z y
posteriormente se procesaron con el software Image J. Los experimentos se llevaron a
cabo con CDmo obtenidas de 2 donantes por duplicado, realizando dos secuencias de

fotos por cada duplicado.

7. Cultivos alogénicos: reaccidén mixta de linfocitos.

7.1. Obtencidén de las CDmo estimuladas con las
bacterias.

Las CDmo se estimularon con las distintas especies de bacterias con una
MDI de 10 durante 13 horas en RPMI completo. Tras este periodo, las CDmo se
lavaron con RPMI completo suplementado con gentamicina (100 pg/ml) (Sigma,
EEUU), para matar las bacterias tanto extracelulares como intracelulares, y se
sembraron 75.000 CDmo en 100 pl de RPMI completo en una placa de 96 pocillos
con fondo en U (BD, EEUU). (La obtencién de las CDmo fue igual que en el

apartado 1).

Estos experimentos fueron realizados con las CDmo de tres donantes
distintos en triplicado. Al analizar los resultados mediante citometria, se juntaron

las células de cada donante para cada condicién.

7.2. Obtencién de los linfocitos T virgenes.

Medios de cultivo y soluciones:

- RPMI completo.

- Tampon de lavado: PBS suplementado con EDTA 2 mM y albumina
sérica bovina (ASB) al 0,5% (Sigma, EEUU).
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Anticuerpos separacidén magnética:
- CD14 (Miltenyi Biotec, Alemania).

- CD19 (Miltenyi Biotec, Alemania).

- HLA-DR (Miltenyi Biotec, Alemania).

- CD45RO (Miltenyi Biotec, Alemania).

Los linfocitos T virgenes se obtuvieron a partir de CMSP (obtenidos como
en el apartado 1) procedentes de donantes alogénicos mediante seleccion
negativa, utilizando los marcadores CD14 (monocitos), CD19 (linfocitos B), HLA-
DR (células presentadores de antigenos) y CD45RO (linfocitos de memoria). Las
CMSP se incubaron con los anticuerpos unidos a las bolitas magnéticas en el
tampon de lavado durante 15 minutos a 4 °C. A continuacion, se pasaron a través
de una columna MS (Miltenyi Biotec, Alemania), previamente humedecida con el
tampén de lavado, acoplada a un soporte imantado. Las células que eluyeron a
través de la columna fueron los linfocitos T virgenes, que se sembraron junto con
las CDmo en una proporcién de 1 CDmo : 5 linfocitos T virgenes, en 200 pl finales

de medio de cultivo RPMI completo durante 5 dias.

7.3. Marcaje de los linfocitos virgenes con el ester
succinimidil diacetato carboxifluoresceina.

Medios de cultivo y soluciones:

- RPMI completo.

- Ester succinimidil diacetato carboxifluoresceina (CFSE) 5 uM
(Molecular Probes, EEUU).

- SFB.

En paralelo, se marcaron linfocitos T virgenes con CFSE para analizar la
proliferacion tras los 5 dias de cultivo. Para marcar los linfocitos virgenes con
CFSE, se incubaron las células en CFSE diluido en PBS a una concentracién de 5
MM durante 3 minutos. Para parar la reaccion, las células se incubaron con SFB y
se lavaron dos veces con medio de cultivo RPMI completo (470 g, 5 min.).

Después, los linfocitos T virgenes marcados con CFSE se cultivaron con las
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CDmo en una proporcion 1 CDmo : 5 linfocitos T virgenes en 200 ul finales de

medio RPMI completo durante 5 dias.

Tras el periodo de cultivo, las células marcadas con CFSE se lavaron con el
tampo6n de tincion y se analizaron mediante citometria de flujo utilizando el
citometro Beckman Coulter FC500 y el software CXP. El andlisis se realiz6 sobre
la regién linfocitaria segun tamafo y complejidad celular utilizando el software
Kaluza ®. Los resultados fueron analizados mediante el test no paramétrico de

Kruskal-Wallis y la correcciéon de Dunn.

El CFSE en esta forma no es fluorescente y es capaz de introducirse en el
interior de las células porque es permeable a la membrana. Una vez dentro de la
célula, las esterasas enddgenas actuan sobre el CFSE eliminando los grupos
acetato, adquiriendo la fluorescencia y haciéndolo no permeable a la membrana,
por lo que, de esta manera ya no puede salir de la célula. Ademas, mediante los
grupos succinimidil éster, el CFSE se une covalentemente con los grupos aminos
libres de las proteinas. De este modo, cuando se produce la division celular el
CFSE se reparte entre las células hijas sin degradarse. EI CFSE permite identificar
las nuevas generaciones celulares porque las células hijas van teniendo cada vez
menos CFSE. Estas caracteristicas convierten al CFSE en un método adecuado
para estudiar la proliferacion celular in vitro mediante citometria de flujo, ya que

posee el mismo espectro de excitacion y emision que FITC (Lyons, 2000).

7.4. Marcaje de <citocinas intracelulares en 1los

linfocitos.

Medios de cultivo y soluciones:

- Solucion PIM: RPMI completo suplementado con acetato de forbol
miristato (PMA) 10 ng/ml (Sigma, EEUU), ionomicina 2 uM (Merck Millipore,
EEUU) y monensina 3 yM (Merck Millipore, EEUU).

- Soluciéon de saponina: saponina 0,1% (Sigma, EEUU) diluida en el
tampon de tincién para citometria.

- Tampon de tincion para citometria: PBS con SFB al 1%.
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Anticuerpos citometria:

- IFNy (Clon: 25723.11) (BD, EEUU).

- IL-10 (Clon: JES3-19F1) (BD, EEUU).
- IL-13 (Clon: JES10-5A2) (BD, EEUU).

Para el estudio de la expresion de citocinas intracelulares, las células se
resuspendieron en una solucién PIM durante 4 horas. Tras este periodo, las
células se lavaron con el tamp6n de tincién (409 g, 5 min.) y las células se fijaron
con PFA al 2% (gota a gota en agitacién, 10 min., TA). Tras la fijacion, se realizé
un primer lavado con el tampén de tincién y un segundo lavado con una solucién
de saponina para permeabilizar las células. Posteriormente, se realiz6 la tincién de
las citocinas intracelulares en 100ul de la solucién de saponina con una dilucién
1:20 de los anticuerpos anti-IFNy, anti-IL10 y anti-IL13, durante 30 minutos, TA y
en agitacion suave. Tras la incubacion, las células se lavaron con la solucion de
saponina y se procedié a analizarlas mediante el citometro Beckman Coulter
FC500 con el software CXP. Para el posterior andlisis se utilizd el software Kaluza

®. Los resultados fueron analizados mediante un t test paramétrico.

La PMA y lonomicina son utilizadas para inducir la expresion de citocinas
mediante la activacion de la proteina quinasa C (PKC) y el incremento de la
liberacion de calcio. La monensina es un inhibidor del transporte de proteinas. La
saponina es un detergente cuya accion es reversible, por lo que es importante que
una vez que se realiza la permeabilizacion, se incluya la saponina en todos los

lavados posteriores.

Mantenimiento de la linea celular Caco-2.

Medios de cultivo:

- DMEM completo: DMEM con alto contenido en glucosa (Fisher Scientific,
EEUU) suplementado con HEPES 10mM (Fisher Scientific, EEUU), aminoacidos
no esenciales 1% (Termo Scientific Hyclone, EEUU), Penicilina (100 U/ml)-
Estreptomicina (0,1 mg/ml) y SFB al 15%.

- Solucioén de tripsina Tryple Express (Gibco, EEUU).
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- DMEM 2%: DMEM completo pero con SFB al 2% en vez de al 15%.

Las células Caco-2 proceden de un adenocarcinoma de colon humano vy
fueron obtenidas de Health Protection Agency Culture Collections (Reino Unido). Las
células Caco-2 se caracterizan por diferenciarse espontdneamente in vivo, crecer
formando monocapa, y por presentar caracteristicas similares a los enterocitos como
el borde en cepillo, morfologia cilindrica, uniones estrechas y determinadas enzimas

presentes en los enterocitos intestinales (Sambuy et al., 2005).

Para el mantenimiento de la linea celular, las células Caco-2 se cultivaron en
placas de 100 mm de diametro (BD, EEUU) en medio DMEM completo. EI medio se
cambié cada dos dias y cuando las células alcanzaron el 80% de confluencia se
realiz6 un pase. Las células Caco-2 son adherentes, por lo que para despegarlas del
pléstico fueron tratadas con la solucion de tripsina Tryple Express durante 2 minutos a
37 °C. Tras este periodo, la tripsina se inactivdo con SFB utilizando el medio DMEM
completo. Mientras no se utilizaban, las células Caco-2 se mantuvieron congeladas en

el medio de congelacién Bambanker (Lymphotec, Japén) a -80 °C.

Las células Caco-2 fueron estimuladas en dos momentos de su diferenciacién,

alos 7 dias y a los 21 dias.

7 dias. Las células Caco-2 se sembraron a una concentracién de 50.000
células/ml en placas de 24 pocillos y se cultivaron durante 7 dias cambiando el
medio de cultivo cada 2 dias. Antes de realizar los estimulos las células fueron
lavadas con PBS y se afiadi6 medio DMEM 2%.

21 dias. Para los estudios con células Caco-2 de 21 dias, las células se
sembraron en DMEM completo a una concentracién de 50.000 células/ml en
insertos de cultivo (Corning, Japon). Estos insertos estdn compuestos por una
membrana de poliestireno con un tamafo de poro de 0,4 um y una superficie de
0,33 cm®. Al igual que con otros cultivos con Caco-2, el medio de cultivo se
cambi6 cada dos dias y antes de realizar el estimulo con las bacterias el medio
completo se sustituyé por DMEM 2%.
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Las propiedades de las células Caco-2 pueden variar de acuerdo con el
ndamero de pases que se hagan a las células (Sambuy et al., 2005), por lo que los
experimentos se realizaron dentro del mismo rango de pases evitando llegar a pases

muy altos.

9. Andlisis de la expresién de genes que codifican
para quimiocinas en células Caco-2 estimuladas con

bacterias.

Medios de cultivo y soluciones:
- DMEM completo y al 2%.
- Trizol ®.
- Cloroformo.
- 2- Propanol.
- Etanol.
- Hy0 libre de ARNasa.

Estos estudios se realizaron con células Caco-2 de 7 dias y de 21 dias. Las
células Caco-2 de 7 dias se estimularon con las bacterias a 3 concentraciones: 10°
ufe/ml, 10" ufc/mly 10° ufe/ml. En cambio, para las células de 21 dias solo se utiliz6 la
concentracion de 10% ufc/ml. Las bacterias se crecieron en su medio liquido
correspondiente hasta que alcanzaron la fase exponencial, se lavaron con PBS, se
resuspendieron en DMEM 2% a la concentracién deseada y se anadieron al cultivo de
las células Caco-2 durante 4 horas. Antes de anadir los estimulos, se cambié el medio
de cultivo completo de las Caco-2 por DMEM 2%. Transcurrido este tiempo, las
células se lavaron con PBS, se resuspendieron en Trizol ® y se mantuvieron a -80 °C
hasta la extraccion de su ARN. La extraccién del ARN, RT-PCR, gPCR y andlisis,
fueron realizados como se explica en el apartado 4. Antes de estimular las células
Caco-2 de 21 dias crecidas sobre los insertos se comprob6, mediante el voltimetro,

gue la monocapa tenia la resistencia adecuada.

Los experimentos se realizaron en triplicado y los resultados fueron analizados

mediante el t test de Mann-Whitney.
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Los cebadores utilizados para este ensayo fueron los siguientes:

Gen Forward (5’- 3’) Reverse (5’ - 3°) NCBI Locus
CXCL10 TGAGCCTACAGCAGAGGAA TACTCCTTGAATGCCACTTAGA NM_001565

IL8 TCTGCAGCTCTGTGTGAAGG ACTTCTCCACAACCCTCTGC NM_000584

CCL20  AGCAAGCAACTTTGACTGCTGTC GGATTTGCGCACACAGACAAC NM_001130

Tabla 4. Secuencia de cebadores utilizados para las células Caco-2 estimuladas con las
bacterias. Los cebadores se disefiaron mediante el Primer Blast. Se muestra la secuencia 5-3’

de cada cebador. También se indica el nimero de la secuencia de referencia para ese gen en
el NCBI.

10. Medida de la resistencia transepitelial eléctrica
en la monocapa creada por las células Caco-2.

Medios de cultivo:

- DMEM completo y al 2%.

Las células Caco-2, cultivadas sobre insertos durante 21 dias, se estimularon
con las bacterias a 2 concentraciones (107 ufc/ml y 108 ufc/ml) durante 48 horas. Para
la medicién de la resistencia transepitelial eléctrica (RTE) se utiliz6 un voltimetro
Millicell ERS-2 (Merck Millipore, EEUU) que mide la resistencia (Ohm) que ofrece la
monocapa celular al paso de la corriente eléctrica. Para los célculos de la RTE hay
que tener en cuenta la superficie del inserto.

RTE = Ohm x Area inserto (0,33cm?)
Los experimentos se hicieron por duplicado y la RTE se midi6 en intervalos de 12

horas durante un total de 48 horas. Debido a que la temperatura puede afectar a la

medicion de la RTE (Hubatsch et al., 2007), todas las lecturas se hicieron a TA.
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11. Inmunofluorescencia de la proteina Zonula
Occludens-1 en 1la monocapa creada por las células
Caco-2.

Medios de cultivo y soluciones:

- DMEM completo y al 2%.

- Metanol (Panreac, Espafa).

- Acetona (Panreac, Espana).

- PBS

- Solucién de bloqueo: PBS con BSA al 5%.

- Solucion de lavado: PBS con Tritén X-100 al 0,25%.

Anticuerpos fluorescencia:

- Primario: conejo anti-ZO-1 humano 0,2 pg/ml (Abcam, Reino Unido).

- Secundario: cabra anti-conejo (1: 1500) marcado con Alexa 594 (Abcam,
Reino Unido).

- Nucleos: DAPI (1:1000).

En las mismas monocapas en las que se midié la RTE, se analizé la proteina
Z0O-1. Tras 48 horas de estimulo con las bacterias, las células Caco-2 se lavaron, se
fijaron y se permeabilizaron con metanol durante 10 minutos a -20 °C, afiadiendo
después acetona durante 30 segundos a -20 °C. Las células se lavaron 3 veces con
PBS durante 5 minutos y se bloquearon con la solucion de bloqueo durante 30
minutos a TA. Posteriormente, las membranas de poliestireno con las células se
retiraron del soporte del inserto y se incubaron con el anticuerpo primario de conejo
anti-ZO-1 humano a una concentracion de 0,2 pg/ml durante toda la noche a 4 °C.
Tras este periodo, las células se lavaron 3 veces con PBS durante 10 minutos y se
incubaron con el anticuerpo secundario de cabra anti-conejo (Abcam, Reino Unido)
marcado con Alexa 594 y con el marcador de nucleos DAPI a una dilucién 1:500 y
1:1000 respectivamente, durante 2 horas a TA y en oscuridad. Las membranas con
las células se lavaron 3 veces con una solucién de PBS con Tritén X-100 al 0,25%
durante 10 minutos, se realiz6 un ultimo lavado con H,O destilada para eliminar las
sales del PBS y se montaron sobre los portaobjetos con el liqguido de montaje
Vectashield.
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Las muestras fueron analizadas con un microscopio confocal Leica sp5 con el
objetivo de 40x. Se tomaron imagenes secuenciales a lo largo del eje Z a las que se
les aplicé la proyeccion maxima con el software Leica Application Suite Advanced

Fluorescente (LAS AF) Lite. Se realizaron dos secuencias de fotos por cada duplicado.

12. Ensayos de adherencia de 1las bacterias a las

células Caco-2.

Medios de cultivo y soluciones:

- DMEM completo.

- DMEM al 2% sin antibioticos.

- Tampon de lisis: PBS con Tritén X-100 al 0,1% a 4 °C.

Para estos experimentos, se utilizaron Caco-2 de 21 dias que se crecieron en
placas de 24 pocillos (BD, EEUU). Las bacterias se crecieron hasta que alcanzaron la
fase exponencial y se utilizaron a una concentracién de 10° ufc/ml. Antes de afadir los
estimulos, las células se lavaron con PBS y el medio completo se sustituyé por DMEM
2% sin antibiéticos. Se afadieron las bacterias al cultivo y se dejé durante 1 hora a 37
°C y 5% CO,. Tras este periodo, se realizaron 3 lavados con PBS y se lisaron las
células Caco-2 con una solucién de PBS con Triton X-100 al 0,1% a 4 °C durante 3
minutos. El lisado celular se resuspendié y se realizaron diluciones seriadas que se
sembraron en placas de medio de cultivo agar. Las bacterias se mantuvieron en
cultivo durante el tiempo necesario a 37 °C y 5% CO, o en condiciones anaerobias a
37 °C. Se cuantifcaron las ufc y se determiné la concentracion de bacterias de acuerdo
con la dilucién y el volumen de lisado sembrado.
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13. Cocultivo de las células dendriticas derivadas de

monocitos con células Caco-2.

Medios de cultivo y soluciones:
- DMEM completo.

- DMEM al 2%.

- RPMI completo.

Marcadores citometria:

- CD40-FITC.

- CD14-PE.

- HLA-(DR, DP, DQ)-FITC.

- CD80-PE.

- CD86-PE.

- CD103-FITC (Clon: Ber-ACT8) (BD, EEUU).

- CD83-PE (Clon: HB15¢) (BD, EEUU).

- CCR7-FITC (Clon: 150503) (R&D Systems, EEUU).
- CD11c-APC.

Por un lado, se obtuvieron los monocitos como previamente se ha descrito en
el apartado 1, y se cultivaron 1x10° células/ml en RPMI completo con IL-4 y GM-CSF
en la parte basolateral del inserto. En la parte apical del inserto, se cultivaron las
células Caco-2 en DMEM completo hasta 16 dias. Al igual que como se hizo por
separado, a las células Caco-2 se les cambi6 el medio de cultivo cada dos dias, y en
la parte basolateral del inserto se afadié6 un extra de citocinas al tercer dia de
diferenciacion de las CDmo. Una vez que los monocitos se diferenciaron en CDmo, se
anadieron las bacterias (esta vez se utilizaron C. perfringens, B. lactis Bb12, B. lactis
BI07: a una concentracion de 1x10° ucf/ml) en fase exponencial en la parte apical del
inserto, cambiando previamente el medio completo a DMEM 2%. Tras 4 horas de
estimulo, se retir6 el medio de la parte apical con las bacterias, se realizé un lavado y
se afadié DMEM 2% suplementado con Gentamicina (100 pg/ml). El cultivo se dejo6 24
horas a 37 °C, 5% CO,. Tras este periodo, se recogieron las CDmo de la parte

basolateral y se analizaron mediante citometria de flujo los siguientes marcadores:
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CD40-FITC, CD14-PE, HLA-(DR, DP, DQ)-FITC, CD80-PE, CD86-PE, CD103-FITC,
CD83-PE, CCR7-FITC y CD11c-APC. Para comprobar que las bacterias no habian
traspasado la membrana, se sembraron alicuotas del medio de cultivo basolateral en

placas de cultivo de bacterias y se comprobd que no creciera ninguna colonia.

En ofro tipo de ensayo, los monocitos se diferenciaron utilizando
sobrenadantes de 24 horas de células Caco-2 sin estimular y estimuladas con S.
typhimurium. Para estos ensayos, las células Caco-2 se crecieron sobre los insertos
durante 16 dias, momento en el que se cambié el medio apical por DMEM 2% vy el
basolateral por RPMI completo. Las células Caco-2 se estimularon con S. typhimurium
a una concentracion de 10° ufc/ml durante 4 horas. Tras este tiempo, se retird el
medio de la parte apical con las bacterias, se realiz6 un lavado y se afadi6 DMEM 2%
suplementado con Gentamicina (100 pg/ml). El cultivo se dejé 24 horas a 37 °C, 5%
CO.,. El sobrenadante de la parte basolateral se recogio6 y se filtr6 con un filtro de un
tamafio de poro de 0,2 um y se congelé a -80 °C hasta su uso. Los monocitos se
obtuvieron como ya se ha descrito en el apartado 1 y se sembraron a una
concentracién de 0,5x10° células/ml en el sobrenadante de las células Caco-2
estimuladas, al que afadimos GM-CSF (1000 U/ml) e IL-4 (500 U/ml) a 37 °C, 5%
CO.,. Dejamos las células durante 5 dias y al tercer dia afiadimos un extra de citocinas
(GM-CSF: 500 U/ml; IL-4: 250 U/ml). Tras estos 5 dias, las CDmo fueron lavadas y
marcadas con los siguientes anticuerpos para citometria: CD14-PE, CD40-FITC, HLA-
(DR, DP, DQ)-FITC, CD86-PE, CD80-PE, CD83-FITC, CD11c-APC.

Para analizar la presencia de estos marcadores en las CDmo, se utilizé un

citometro Beckman Coulter FC500 y el software CXP. La regién a analizar se

determiné segun el tamano y la complejidad celular utilizando el software Kaluza ®.
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Figura 7. Esquema de los cocultivos de células Caco-2 de 21 dias / CD / bacteria. Las
células Caco-2 se crecieron sobre unos insertos hasta 16 dias o 21 dias. Las células Caco-2 de
21 dias fueron estimuladas con las bacterias y el sobrenadante del cultivo se recogi6 a las 24
horas. Este sobrenadante de cultivo se utilizé para diferenciar los monocitos a CDmo anadiendo
IL-4 y GM-CSF. Por otro lado, cuando las células Caco-2 llegaron a los 16 dias de cultivo, se
sembraron en la zona basolateral del inserto los monocitos, los cuales mediante IL-4 y GM-CSF
se diferenciaron a CDmo. Al 5° dia de diferenciacion se afadieron las bacterias en la parte apical
del inserto.
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Resultados.

1. EFECTO DE LOS PROBIOTICOS Y DOS ESPECIES PATOGENAS
SOBRE LAS CELULAS DENDRITICAS DERIVADAS DE MONOCITOS.

1.1. Moléculas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad y moléculas coestimuladoras.

El proceso de maduracion conlleva varios cambios en las CD, entre los que se
encuentra un incremento en la expresién de moléculas MHC-II (HLA) y de moléculas
coestimuladoras sobre la superficie de la célula. Si se produce Unicamente un
incremento en la expresién del MHC-II, aunque indique una mayor presentacion del
antigeno, no es suficiente para inducir una proliferacién de los linfocitos T. La
expresion reducida de moléculas coestimuladoras se relaciona con procesos de

anergia o la induccién de poblaciones de linfocitos Treg.

Las bacterias utilizadas en los experimentos de maduracién y activacién
fueron los probidticos: L. rhamnosus, L. acidophilus, L. fermentum, L. salivarius, B.
lactis Bb12 y B. lactis BI07; un control patégeno Gram-negativo: S. typhimurium y un
control patdégeno Gram-positivo: C. perfringens. Las CDmo se estimularon con las
bacterias vivas en fase exponencial durante 13 horas con una MDI de 10. Los
marcadores estudiados fueron: CD40, MHC-Il, CD86, CD80, y CD83. Cada condicién
se realizd6 con CDmo procedentes de entre 4 y 6 donantes distintos, y los
experimentos fueron llevados a cabo por triplicado. Los valores estan representados
como la mediana de la intensidad de fluorescencia (MIF), y cada experimento se
analizé de manera pareada con respecto a su basal utilizando un t test no paramétrico
pareado (test de Wilcoxon). Los valores de p < 0,05 fueron considerados significativos.
Los valores representados como porcentaje de células positivas para cada marcador,
con excepcion del MHC-II (el total de la poblacion de CDmo presentaba este

marcador), estan representados en las figura suplementaria S1.

Se observé que, en general, los probidticos eran capaces de inducir la
expresion de moléculas MHC-II y de moléculas coestimuladoras en distinto grado.
Incluso, en algunos casos se observo una disminucion de la expresién con respecto a

los niveles basales.
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S. typhimurium
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Figura 8. Marcadores de maduracion en CDmo estimuladas con S. typhimurium. Se
observd un incremento significativo en la fluorescencia de MHC-Il y de las moléculas
coestimuladoras. Los valores se representan como MIF y fueron analizados mediante el test
pareado no paramétrico de Wilcoxon. * Resultado estadisticamente significativo. * = p < 0,05.

Como se observa, S. typhimurium indujo una expresion significativa en todos
los marcadores. Los valores expresados como porcentajes de células positivas (Fig.
S1A) fueron similares.
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C. perfringens
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Figura 9. Marcadores de maduracion en CDmo estimuladas con C. perfringens. Se
observo un incremento significativo en la fluorescencia de CD86 y CD80. Los valores se
representan como MIF y fueron analizados mediante el test pareado no paramétrico de
Wilcoxon.

* Resultado estadisticamente significativo. * = p < 0,05.

Aunque los valores para el marcador MHC-II no fueron significativos en las
CDmo estimuladas con C. perfringens, se puede observar que en 5 de los 6 donantes
se indujo un aumento en la fluorescencia. Los niveles de fluorescencia de CD83 no
fueron significativos, aunque si lo fueron los porcentajes de CD positivas para este
marcador (Fig. S1B).
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L. rhamnosus
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Figura 10. Marcadores de maduracion en CDmo estimuladas con L. rhamnosus. Se
observé un incremento significativo en la fluorescencia de MHC-II, CD86, CD80 y CD83. Los
valores se representan como MIF y fueron analizados mediante el test pareado no paramétrico

de Wilcoxon.

* Resultado estadisticamente significativo. * = p < 0,05.

El probidtico L. rhamnosus indujo un incremento en la intensidad de la

fluorescencia de todos los marcadores a excepcion de CD40. Sin embargo, aunque la

estadistica no resulté significativa, los resultados fueron bastante heterogéneos,

observandose, en algunos casos, incrementos tanto en el porcentaje de células CD40"

(Fig. S1C), como en la intensidad de la fluorescencia.
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L. acidophilus
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Figura 11. Marcadores de maduracion en CDmo estimuladas con L. acidophilus. Se
observ6 un incremento significativo en la fluorescencia de MHC-1l, CD86 y CD80. Los valores
se representan como MIF y fueron analizados mediante el test pareado no paramétrico de
Wilcoxon.

* Resultado estadisticamente significativo. * = p < 0,05.

Los valores para CD83, aunque no resultaron significativos con respecto al
basal, fueron mayores en 5 de los 6 donantes, observandose ademas, un incremento
en el porcentaje de CDmo CD83" (Fig. S1D). Para CD40, L. acidophilus fue menos
eficiente induciendo su expresion. Para el resto de marcadores se observaron

diferencias significativas con respecto a la condicién basal.
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L. fermentum

MHC-II CD40
110+ 1.00- p=0,0625
100+
90+ *
80+ 0.75+
70+
L 604 L
S 50 S 0.50+
40+ —
30+ = 0.25-
20+
10+
0 T T 0.00: T T
Basal Bacteria Basal Bacteria
CD86 CcD80
35+ 7=
304 6
25+ 5+
w20 w 44
2 454 2 3 *
i = 3 I =
54 1+
0_ c LJ v .
Basal Bacteria Basal Bacteria
CD83
3=
2+
L
=

1

——

L) L]
Basal Bacteria

Figura 12. Marcadores de maduracion en CDmo estimuladas con L. fermentum. L.
fermentum fue menos eficaz induciendo la expresion de marcadores de maduracion sobre las
CDmo, induciendo solo un incremento significativo para MHC-Il y CD80. Los valores se
representan como MIF y fueron analizados mediante el test pareado no paramétrico de
Wilcoxon.

* Resultado estadisticamente significativo. * = p < 0,05.

Se puede observar una tendencia de L. fermentum a incrementar los valores
de CD40, tanto de MIF como porcentaje. Respecto a CD86, se observé una respuesta
bastante irregular, ya que apenas se apreciaron variaciones respecto a la MIF, aunque
en 4 de los 6 donantes, L. fermentum incrementé el porcentaje de CDmo CD86" (Fig.
S1E). No se observaron cambios en la fluorescencia de CD83, pero si en el porcentaje
de CDmo CD83" (Fig. S1E).
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- L. salivarius
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Figura 13. Marcadores de maduracion en CDmo estimuladas con L. salivarius. L.
salivarius apenas indujo la expresién de moléculas coestimuladoras sobre las CDmo,
induciendo solo un incremento significativo para CD80. Los valores se representan como
MIF y fueron analizados mediante el test pareado no paramétrico de Wilcoxon.

* Resultado estadisticamente significativo. * = p < 0,05.

El marcador MHC-II, cuya expresion fue incrementada por el resto de
lactobacilos, solo se vio afectado en 2 de los 6 donantes. Los valores de incremento
de MIF para CD80 con respeto al basal resultaron significativos. Para el resto de
marcadores no se observaron apenas diferencias. En comparacion con el resto de

lactobacilos, L. salivarius indujo menores niveles en los marcadores estudiados.
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- B. lactis Bbl?2
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Figura 14. Marcadores de maduracion en CDmo estimuladas con B. Jactis Bb12. B.
lactis Bb12 apenas indujo variaciones en los marcadores estudiados con respecto a la
condicion basal. Los valores se representan como MIF y fueron analizados mediante el test
pareado no paramétrico de Wilcoxon.

* Resultado estadisticamente significativo. * = p < 0,05.

La bifidobacteria B. lactis Bb12 increment6 los niveles de las moéculas MHC-II

en 4 de los 6 donantes, aunque apenas indujo la expresion de moléculas
coestimuladoras sobre las CDmo.
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Figura 15. Marcadores de maduracion en CDmo estimuladas con B. lactis BI07. B. lactis
BI07 solo incrementé la expresion del MHC-II. Los valores se representan como MIF y fueron
analizados mediante el test pareado no paramétrico de Wilcoxon.

* Resultado estadisticamente significativo. * = p < 0,05.

Las CDmo estimuladas con B. lactis BIO7 presentaron los niveles més bajos

en las moléculas estudiadas. En algunos donantes, disminuyeron incluso los valores
de MIF de CD40, CD86 y CD83. Esta disminucién también se observd en los

porcentajes de células positivas para CD40 y CD83, siendo mas notable el efecto

sobre
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Resultados.

1. 2. Expresién de genes relacionados con la via de

transduccidén activada por TLR.

Dentro de los distintos tipos de PRR que se encuentran presentes en las CD,
se analizaron los genes relacionados con la activacion de los TLR debido a la gran
variedad de antigenos que reconocen como grupo. Se estudié la expresion de los
receptores, adaptadores de la ruta, vias desencadenadas y moléculas cuya expresion
es activada por estos receptores (Tabla S1). Ademads, se analizaron también los
niveles de expresion de otros receptores que pueden estar involucrados en el
reconocimiento de las bacterias (NOD2), intermediarios de otras vias, (SOCS2,
SOCS3, SOCS4y STAT3) y otras moléculas de interés (IL17A, TGFB, TSLP, PPARG
y ALDH1A2).

Para estos ensayos, las CDmo se estimularon durante 6 horas con las
bacterias vivas en fase exponencial a una MDI de 50. Las bacterias usadas para este
experimento fueron: los probidticos L. rhamnosus (LR), L. acidophilus (LA), L.
fermentum (LF), L. salivarius (LS), B. lactis Bb12 (Bb12), B. lactis BI07 (BlI07); el
control patégeno Gram-negativo S. typhimurium (ST); y el control patégeno Gram-
positivo C. perfringens (CP). Las CDmo obtenidas de cada donante se estimularon de
manera independiente y la extracciébn de su ARN se realiz6 también de manera
individual. Una vez que se tuvieron todos los ARN, se mezclé la misma cantidad de
ARN de cada donante para cada condicion. Las qPCR se llevaron a cabo por
duplicado y los resultados se analizaron mediante el método del AACt. Las unidades
de las gréficas estan representadas como Fold Change (FC), normalizadas con el gen
de referencia (RPL13A o GADPH) y con respecto a la condicion basal (CDmo sin
estimular). Como umbral para determinar si habia diferencias con respecto a la

condicion basal se tomo +/- 3 FC.

En conjunto, los probidticos fueron capaces de modificar los niveles de
expresion del ARNm de varios de los genes estudiados. Sin embargo, los efectos
sobre la expresion de IFNG, IL2, IFNB1 y CXCL10 fueron mas especificos para

algunos tipos de bacterias.
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1.2.1. Receptores de reconocimiento de patrones.

Se representan los PRR en los que se observé algin cambio en los niveles de
expresién de su ARNm correspondiente.
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Figura 16. Cambios en los niveles de expresion de ARNm de TLR2, TLR4, TLR7, TLR9 y
NOD2 en CDmo estimuladas con bacterias. Los valores estan representados como FC con

respecto a la condicion basal. El gen de referencia utilizado para la normalizacion fue el gen
ribosomal RPL13A.

ST: S. typhimurium; CP: C. perfringens; LR: L. rhamnosus; LA: L. acidophilus; LF: L.
fermentum; LS: L. salivarius; Bb12: B. lactis Bb12; BI07: B. lactis BI07.
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Con respecto a los TLR, se observaron pocas diferencias en los niveles de
expresion de sus ARNm en comparacion con la condicién basal. Los niveles de
expresion del TLR2, cuyo principal ligando es el PGN (componente mayoritario de las
bacterias Gram-positivas), fueron ligeramente superiores en las CDmo estimuladas
por L. fermentum (3,09 FC), mientras que el resto de bacterias apenas modificaron su
expresién, a excepcion de C. perfringens que indujo unos niveles de ARNm por debajo
de la condicién basal. Los niveles de expresion del TLR4, principal receptor del LPS,
apenas se vieron modificados, a excepcion de CDmo estimuladas con C. perfringens
(-11,76 FC), L. rhamnosus (-3,11 FC) y B. lactis Bb12 (-4,17 FC) que presentaron
unos niveles de expresion del ARNm por debajo de la condicién basal. Las CDmo
estimuladas con L. acidophilus y S. typhimurium presentaron unos niveles ligeramente
superiores en la expresion de TLR7 de 3,54 FC y 4,51 FC respectivamente. Las
CDmo estimuladas con las dos bifidobacterias presentaron unos niveles de TLR9 de
3,47 FC (Bb12) y 3,5 FC (BI07). Respecto al efecto de las diferentes especies de
bacterias sobre los niveles de expresion del ARNm de NOD2, las variaciones fueron
mas notables, observandose unos niveles por debajo de la condiciéon basal en las
CDmo estimuladas por C. perfringens (-8,84 FC), L. acidophilus (-4,57 FC), L.
salivarius (-7,34 FC), B. lactis Bb12 (-8,94 FC) y B. lactis BI07 (-6,61 FC).
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1.2.2. Intermediarios y adaptadores de la ruta

IRAK2
MYD88
T 2-
141 o
0 ;
T BB
T T e =3
T o X
3 3 B 1
R +
-4+ XA
ST CP LR LA LF LS Bbi2BIO7 51 ST CP LR LA LF LS Bb12BI07
RIPK2 PELI1
124 61
114 i
104 -I- .T
94 4
84 34
: T
2 o 1 2 2 & 5
5 3 1
44 T 0 B . 6.9,
g: T - -1-
12
0 3 =
ST CP LR LA LF LS Bbi2BI07 ST CP LR LA LF LS Bbl2BI07

Figura 17. Cambios en los niveles de expresion de ARNm de /RAK2, RIPK2, PELI1y MYD88
en CDmo estimuladas con bacterias. Los valores estan representados como FC con respecto
a la condicion basal. El gen de referencia utilizado para la normalizacién fue el gen ribosomal
RPL13A.

ST: S. typhimurium; CP: C. perfringens; LR: L. rhamnosus; LA: L. acidophilus; LF: L. fermentum;
LS: L. salivarius; Bb12: B. lactis Bb12; BI07: B. lactis BI07.

A las 6 horas de estimulo, no se observé ningin cambio en los niveles de
expresion de ARNm de /RAKT, intermediario que interviene muy pronto en la ruta de
los TLR, no obstante, la expresion de IRAK2, que actla més tarde en la ruta, si se vio
modificada por casi todas las bacterias, a excepcion de C. perfringens y B. lactis BI07.
El patron que se encontr6 para RIPK2 fue similiar al observado en IRAK2. Las
bifidobacterias y C. perfringens no modificaron los niveles de expresién de ARNm de
RIPK2, mientras que las CDmo estimuladas con S. typhimurium presentaron los
niveles mas altos (9,39 FC), y los lactobacilos de entre 4,06 FC (L. salivarius) y 6,11
FC (L. acidophilus). La expresion de PELI1, un intermediario del TLR3 y del TLR4 que
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favorece la ruta a través del intermediario TRIF (Chang et al., 2009), solo se vio
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Figura 18. Cambios en los niveles de expresion de ARNm de genes cuyos productos
estan involucrados en las vias desencadenadas por la activacion de los TLR: A. NF-kB
(NFKB1, REL); B. MAPK (MAP3K1, MAP2K3); C. AP-1 (FOS, JUN); D. SOCS (SOCS3y
S0OCS2) en CDmo estimuladas con bacterias. Los valores estan representados como FC
con respecto a la condicién basal. El gen de referencia utilizado para la normalizacién fue el
gen ribosomal RPL13A, excepto para SOCS que se utilizé el GADPH.

ST: S. typhimurium; CP: C. perfringens; LR: L. rhamnosus; LA: L. acidophilus; LF: L.
fermentum; LS: L. salivarius; Bb12: B. lactis Bb12; BI07: B. lactis BI07.

Para las moléculas implicadas en la ruta del NF-kB (Fig. 18.A), factor que
controla la transcripcion de numerosos genes, se observé que todas las bacterias
produjeron ligeros cambios en la expresion de ARNm de NFKBT (gen que codifica
para el precursor de p50). Los incrementos en los niveles de ARNm de REL (C-REL)
fueron mayores en el caso de las CD estimuladas con L. rhamnosus (8,3 FC) y L.
acidophilus (7,6 FC). Se observé, que la via de las MAPK (Fig. 18.B) fue modificada
por las distintas bacterias. Los niveles de expresion de ARNm de MAP2K3 se situaron
por encima de la condicion basal en todos los casos, produciéndose el cambio mas
agudo en las CDmo estimuladas con L. acidophilus (20,15 FC) y L. rhamnosus (12,95
FC). Los niveles de expresion de ARNm de otras MAPK, como MAP3K1 también se
vio modificada con algunos probiéticos como L. rhamnosus (3,51 FC), L. acidophilus
(4,47 FC), L. salivarius (3,11 FC) y B. lactis Bb12 (3,54 FC). Las proteinas C-FOS y C-
JUN pueden constituir el factor de transcripcién AP-1, y como se observa en la figura
18.C, L. rhamnosus (FOS: 4,2 FC; JUN: 5,3 FC) y L. acidophilus (FOS: 3,7 FC; JUN:
5,6 FC) desencadenaron los mayores incrementos en sus niveles de ARNm. La
expresion de la familia de proteinas supresoras de la sefalizacién por citocinas
(SOCS) también puede verse afectada por la activacién de los TLR. Los dos controles
patdgenos y los probidticos L. acidophilus, L. fermentumy L. salivarius, indujeron unos

niveles de expresion de ARNm de SOCS3 por encima de 3 FC, sin embargo ni las
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bifidobacterias ni L. rhamnosus superaron este umbral. En cambio, los niveles de
expresion de ARNm de SOCS2 solo se incrementaron en las CDmo estimuladas con

L. salivarius.
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Figura 19. Cambios en los niveles de expresion de ARNm de IL2, IFNG, CXCL10 y
PTGS2- en CDmo estimuladas con bacterias. Los valores estan representados como FC con
respecto a la condicion basal. El gen de referencia utilizado para la normalizacion fue el gen
ribosomal RPL13A.

ST: S. typhimurium; CP: C. perfringens; LR: L. rhamnosus; LA: L. acidophilus; LF: L.
fermentum; LS: L. salivarius; Bb12: B. lactis Bb12; BI07: B. lactis BI07.

Algunos lactobacilos indujeron un ligero cambio en los niveles de expresion de
ARNm de IFNG (L. rhamnosus: 3,17 FC; L. acidophilus: 4,86 FC y L. salivarius: 3,06
FC), aunque muy por debajo del producido por los controles S. typhimurium'y C.
perfringens (92 FC y 49,4 FC respectivamente). Para el gen de la IL-2, citocina que

favorece la proliferacion de los linfocitos, no se observaron variaciones en los niveles
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de expresion de su ARNm en CDmo estimuladas con los probiéticos, en cambio, los
controles patégenos si que desencadenaron un cambio importante (S. typhimurium:
25,48 FC y C. perfringens: 14,88 FC). Para la quimiocina CXCL10, los mayores
cambios se encontraron en las CDmo estimuladas con C. perfringens, B. lactis Bb12 y
B. lactis BI07, presentando unos niveles de expresion por debajo de los observados
en la condicion basal (-12,86 FC, -79,52 FC, -34,87 FC respectivamente). Los niveles
de expresion de ARNm de PTGS2 se vieron afectados por todas las bacterias, aunque
el mayor incremento se encontré en las CDmo estimuladas con el control patégeno S.
typhimurium (509 FC) y el menor con las bifidobacterias (23 FC).

1.2.5. Citocinas relacionadas con el perfil Th2 y

linfocitos T reguladores.
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Figura 20. Cambios en los niveles de expresion de ARNm de CCL2, TSLP e IL10 en
CDmo estimuladas con bacterias. Los valores estan representados como FC con respecto a
la condicion basal. El gen de referencia utilizado para la normalizacién fue el gen ribosomal
RPL13A, excepto para TSLP que su utilizé el GADPH.

ST: S. typhimurium; CP: C. perfringens; LR: L. rhamnosus; LA: L. acidophilus; LF: L.
fermentum; LS: L. salivarius; Bb12: B. lactis Bb12; BI07: B. lactis BI07.
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Algunos de los lactobacilos utilizados, como L. acidophilus (21,08 FC), L.
fermentum (29,07 FC) y L. salivarius (18,64 FC), incrementaron los niveles de
expresion de ARNm de /L70 en las CDmo, sin embargo este incremento también se
encontr6 en las CDmo estimuladas con el control patégeno Gram-negativo S.
typhimurium (26,92 FC). En relacién a la quimiocina CCL2, todas las bacterias, con
excepcion de C. perfringens, afectaron de manera similar a los niveles de expresion
de su ARNm. Los niveles de ARNm de TSLP se incrementaron de manera notable en
las CDmo estimuladas con S. typhimurium (43,72 FC). El resto de las bacterias
indujeron también un aumento en su expresion, pero en menor grado y con un rango
similar, entre 4,69 FC (B. lactis Bb12) y 18,61 FC (L. salivarius).

91



Resultados.

1.2.6. Citocinas proinflamatorias
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Figura 21. Cambios en los niveles de expresion de ARNm de IL1A, IL1B, IL6, IL8 y TNFA
en CDmo estimuladas con bacterias. Los valores estan representados como FC con
respecto a la condicion basal. El gen de referencia utilizado para la normalizacién fue el gen

ribosomal RPL13A.

ST: S. typhimurium; CP: C. perfringens; LR: L. rhamnosus; LA: L. acidophilus; LF: L.
fermentum; LS: L. salivarius; Bb12: B. lactis Bb12; BI07: B. lactis BI07.
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Respecto a IL1A e IL1B, el control patégeno S. typhimurium indujo el mayor
incremento en los niveles de expresion de sus ARNm (/IL1A: 168,41 FC; IL1B:
508,71FC), sin embargo, los lactobacilos también incrementaron los niveles de
expresibn de manera notable, y las bifidobacterias, junto con C. perfringens,
desencadenaron los niveles mas bajos (IL1A: B. lactis Bb12 = 14,26 FC, B. lactis BI07
= 12,94 FC, C. perfringens = 10,03 FC; IL1B: B. lactis Bb12 = 25,59 FC, B. lactis BI07
= 37,27 FC, C. perfringens = 44,12 FC). Con respecto a /L6, los cambios en los
niveles de su ARNm fueron mas especificos. Las CDmo estimuladas con lactobacilos
L. acidophilus, L. fermentum y L. salivarius mostraron unos niveles expresién de
ARNm de /L6 por encima de la condicién basal (51,07 FC, 108,26 FC y 43,46 FC
respectivamente). No obstante, los mayores incrementos para este gen se observaron
con el control patogeno S. typhimurium (337,64 FC). El resto de bacterias también
indujeron cambios en los niveles de expresién, pero en menor grado. Para la IL-8,
todas las bacterias utilizadas incrementaron los niveles de expresién de su ARNm,
aunque de una manera mas moderada que el observado con la ILTA/B y la IL6. El
control patégeno Gram-negativo S. typhimurium desencaden6 el mayor incremento en
los niveles de expresién de ARNm de /L8 (35,14 FC), mientras que los lactobacilos
indujeron un incremento similar entre ellos, en torno a 20 FC. Las CDmo estimuladas
con las bifidobacterias y C. perfringens se comportaron con respecto a la /L8 de la
misma manera que para IL1A/By la IL6, induciendo pocos cambios con respecto a la
condicion basal que se situaron entre los 6-8 FC. Todas las bacterias tuvieron también
un efecto sobre los niveles de expresion de ARNm de TNFA. Sin embargo, en este
caso, observamos que L. salivarius y C. perfringens desencadenaron el mayor

incremento (48,98 FC y 49,03 FC respectivamente).
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1.2.7. Factores de crecimiento
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Figura 22. Cambios en los niveles de expresion de ARNm de CSF2y CSF3 en CDmo
estimuladas con bacterias. Los valores estan representados como FC con respecto a la
condicion basal. El gen de referencia utilizado para la normalizacion fue el gen ribosomal
RPL13A.

ST: S. typhimurium; CP: C. perfringens; LR: L. rhamnosus; LA: L. acidophilus; LF: L.
fermentum; LS: L. salivarius; Bb12: B. lactis Bb12; BI07: B. lactis BI0O7.

Todas las bacterias utilizadas desencadenaron en las CDmo un incremento en
los niveles de expresion de ARNm de CSF2 con respecto a la condicién basal, que
varié desde los 46 FC (BI07) hasta los 906 FC (S. typhimurium). Sin embargo, los
efectos sobre el otro factor estimulador de colonias (CSF3) fueron mas especificos, ya
que las bifidobacterias (Bb12 = 5,2 FC; BI07 = 6,2 FC), L. rhamnosus (14,6 FC), L.
salivarius (20,9 FC) y C. perfringens (13,3 FC) indujeron un incremento bastante

menor que el desencadenado por el resto de bacterias que superaron los 90 FC.
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1.2.8. Citocinas antivirales
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Figura 23. Cambios en los niveles de expresion de ARNm de IFNB1y EIF2AK2 en CDmo
estimuladas con bacterias. Los valores estan representados como FC con respecto a la
condicion basal. El gen de referencia utilizado para la normalizacion fue el gen ribosomal
RPL13A.

ST: S. typhimurium; CP: C. perfringens; LR: L. rhamnosus; LA: L. acidophilus; LF: L.
fermentum; LS: L. salivarius; Bb12: B. lactis Bb12; BIO7: B. lactis BI07.

Los probiéticos afectaron a los niveles de expresién de ARNm de algunas
moléculas antivirales disminuyendo su expresién. En el caso de IFNB1, L. rhamnosus
(-9,78 FC) y las bifidobacterias desencadenaron un mayor descenso (Bb12 = -10,92
FC; BI0O7 = -15,93 FC) en las CDmo, seguido de L. acidophilus (-5,46 FC), y por dltimo
de L. fermentum (-5,09 FC) y L. salivarius (-3,71 FC). En cambio, S. typhimurium
incrementd los niveles de expresién de su ARNm en 5,26 FC, y C. perfringens no tuvo
ningun efecto. Para el gen EIF2AK2, el lactobacilo L. salivarius (-4,64 FC), las
bifidobacterias (Bb12 = -6,17 FC; BI07 = -7,5 FC) y C. perfringens (-7,6 FC)

disminuyeron los niveles de expresion de su ARNm.
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Figura 24. Clustergram de los genes pertenecientes a
la ruta de los TLR. La expresién de los genes se muestra
como un heatmap, mientras que, a través de los
dendrogramas se muestran agrupados los genes y las
bacterias que presentan mayor afinidad.
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1.3. Activacién del NF-kB y andlisis de la capacidad

fagocitica.

El NF-kB es uno de los principales factores que se puede activar en la ruta de
los TLR, desencadenando la transcripcion de numerosos genes involucrados en la
respuesta inmunoldgica (Tripathi and Aggarwal, 2006). Por un lado, se analiz6 la
activacion del NF-kB en las CDmo y por otro, si las CDmo eran capaces de fagocitar

todas las especies de bacterias por igual.
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Figura 25. Marcaje del NF-kB (p65) en CDmo estimuladas con las diferentes especies de
bacterias. A) Las CDmo fueron incubadas con las bacterias a una MDI de 50 durante 90
minutos. Se muestra una foto representativa de tres experimentos independientes llevados a
cabo por duplicado. En cada experimento se tom6 un total de 4 fotos de campos seleccionados
de manera aleatoria. Los asteriscos blancos muestran las CDmo que presentan la unidad p65
dentro del nucleo. B) Porcentaje de CDmo que presentaban la subunidad p65 del NF-kB en el
nucleo. Los datos fueron analizados mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis y la
correccion de Dunn. * Resultados estadisticamente significativos con respecto a las CDmo
estimuladas con ST (* £ 0,05; ** < 0,01; ** < 0,001).

ST: S. typhimurium; CP: C. perfringens; LR: L. rhamnosus; LA: L. acidophilus; LF: L.
fermentum; LS: L. salivarius; Bb12: B. lactis Bb12; BI07: B. lactis BI0O7.

Los probiéticos indujeron la traslocacion del NF-kB al nucleo, aunque en una

menor proporcion que en el caso de las CDmo estimuladas con S. typhimurium. Con
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respecto al patégeno C. perfringens, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas con respeto a las CDmo estimuladas con los probiéticos.

Posteriormente, se planted si esta diferencia en la activacion del NF-kB,
maduracién y expresion de citocinas tendria algo que ver con la capacidad de las CD
de fagocitar bacterias no patégenas. Para lo cual, se marcaron las bacterias con FITC
y se cultivaron junto con las CDmo, y se analizé también la traslocacion de la

subunidad p65 al nucleo.

S. typhimurium T T o

-

-

C. perfringe/ls e ; T

L. rhamnosus
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L. acidophilus

L. fermentum

L. salivarius

B. lactis Bb12
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B. lactis BI0O7

Figura 26. CDmo estimuladas con bacterias marcadas con FITC en las que se estudio la
activacion del NF-kB (p65). Las CDmo se incubaron con las bacterias a una MDI de 50
durante 90 minutos. Se realizaron fotografias en cortes secuenciales a lo largo del eje Z para
analizar la presencia de las bacterias en el interior celular. Se muestras 3 cortes de una
secuencia representativa. Los experimentos se llevaron a cabo por duplicado a partir de sangre
de dos donantes.

El control Gram-negativo S. typhimurium y los probidticos presentaron una
localizacion intracelular. Sin embargo, el control patégeno Gram-positivo C.
perfringens, aunque si que indujo la activacion del NF-kB, no se encontrd dentro de las
CDmo. Entre los probioticos, se observd que L. acidophilus formaba estructuras
alargadas que eran mas dificiles de localizar intracelularmente que otros probioticos
como las bifidobacterias.

102



Resultados.

1.4. Proliferacién de 1linfocitos T virgenes y su
produccién de IFNy en un cultivo alogénico.

El ensayo alogénico, o reaccion linfocitaria mixta (RLM), se realizd
estimulando previamente las CDmo con las bacterias a una MDI de 10 durante 13
horas. Posteriormente, las CDmo se lavaron con medio de cultivo suplementado con
gentamicina para eliminar las bacterias tanto extracelulares como intracelulares. Se
aislaron los linfocitos T virgenes, de un donante distinto del que provenian las CDmo
(reaccion alogénica), y se cocultivaron con las CDmo estimuladas en una proporcion 1
CDmo : 5 T virgenes durante 5 dias. Al término del cultivo se analizé la proliferacion
de los linfocitos T virgenes mediante CFSE y la presencia intracelular de IFNy, IL-13 e
IL-10.
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Figura 27. A) Porcentaje de linfoproliferacion en un ensayo alogénico con CDmo
estimuladas con las diferentes especies bacterianas. Los resultados estan representados
como la media + SD de los porcentajes de células CFSE™ a los cuales se les ha restado los
porcentajes de proliferacion de su condicién basal. Los resultados se analizaron mediante el
test no paramétrico Kruskal-Wallis y se aplicé el post test de Dunn. B) Porcentaje de
linfocitos que expresan IFNy. Los resultados estan representados como la media = SD de los
porcentajes de células IFNy*. Cada condicibn va acompafada de sus basales
correspondientes. Los resultados se analizaron mediante un t test. C) MLR con L. fermentum
y L. rhamnosus. Las condiciones basales para L. rhamnosus y L. fermentum fueron las
mismas, sin embargo, las CDmo estimuladas con L. rhamnosus desencadenaron una mayor
produccion de IFNy en comparacién con L. fermentum. Ademas, en el experimento en el que
los linfocitos T presentaban unos mayores niveles basales de IFNy, las CDmo estimuladas con
L. fermentum modularon la expresion de IFNy disminuyéndola, efecto que no se observé con L.
rhamnosus.

Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado. Las repeticiones dentro del
mismo experimento se analizaron de manera conjunta. * Resultados estadisticamente
significativos (* p < 0,05).

ST: S. Typhimurium; CP: C. perfringens; LR: L. rhamnosus; LA: L. acidophilus; LF: L.
fermentum; LS: L. salivarius; Bb12: B. lactis Bb12; BI07: B. lactis BI07.
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Como se observa en la figura 27.A, cuando se estimularon las CDmo con L.
acidophilus, éstas disminuyeron la capacidad de proliferacién de los linfocitos T
virgenes alogénicos de manera notable con respecto a su condicion basal. No
obstante, los linfocitos que proliferaron también expresaron IFNy (Fig. 26B). En el caso
de L. acidophilus y B. lactis Bb12 las diferencias de proliferacion con respecto al
control patégeno S. typhimurium resultaron significativas. Ademas de la proliferacion,
se determino el perfil que presentaban los linfocitos T. Aunque se analiz6 la presencia
intracelular de IFNy, IL-10 e IL-13, solo se observaron células productoras de IFNy. En
el caso de S. typhimurium'y B. lactis Bb12, la produccion de IFNy resulté significativa

con respecto a su correspondiente condicion basal (Fig. 26.B).

Al igual que en los experimentos de maduracién de las CDmo (apartado 1.1),
la expresion de IFNy en los linfocitos T varié dependiendo de las condiciones basales
en que se encontraran las CDmo cuando fueron estimuladas. De este modo, aunque
en una vision global se observé que la produccidon de IFNy es incrementada por la
mayoria de las bacterias, analizando los experimentos de manera individual, se
observaron distintos comportamientos de los probidticos partiendo de las mismas

condiciones basales (Fig. 26.C).
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2. EFECTO DE LOS PROBIOTICOS Y DOS ESPECIES PATOGENAS
SOBRE LAS CELULAS CACO-2.

2.1. Efectos sobre la expresién de IL8, CXCL10O y
CCL20.

Las células Caco-2 se utilizaron como modelo de cultivo para analizar cual
seria el efecto de los probiéticos sobre el epitelio intestinal. Se utilizaron células Caco-
2 cultivadas durante 7 dias (placas de cultivo de 24 pocillos) y 21 dias (insertos)
simulando el estado en el que se encontrarian los enterocitos en las criptas y en las

vellosidades.

Figura 28. En el proceso de
renovacioén del epitelio intestinal, los
21 dias enterocitos comienzan como células
madre localizadas en las criptas,
que van perdiendo su capacidad de
proliferacién y se van diferenciando
a medida que van migrando hacia la
punta de la vellosidad. Al inicio del
cultivo, las células Caco-2 presentan
un estado indiferenciado no
polarizado, similar al encontrado en
las criptas. La diferenciacién
empieza una vez que entran en
7 dias contacto unas células con otras, y
finaliza a los 21 dias de cultivo.

CRIPTA

Las células fueron estimuladas con S. typhimurium (ST), C. perfringens (CP),
L. rhamnosus (LR), L. acidophilus (LA), L. fermentum (LF), L. salivarius (LS), B. lactis
Bb12 (Bb12) y B. lactis BI0O7 (BI07). Los resultados se muestran como numero de
incrementos (FC) normalizados con respecto a la condicion basal y al gen de
referencia GADPH.
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2.1.1. Células Caco-2 no polarizadas
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Figura 29. Efecto de las distintas especies bacterianas sobre los niveles de expresion
de ARNm de /L8, CXCL10 y CCL20 en células Caco-2 no polarizadas. Las bacterias se
afadieron vivas en fase exponencial a 3 concentraciones: 10° ufc/ml (A), 10 ufc/ml (B), 108
ufc/ml (C) durante 4 horas. Los resultados se muestran como FC normalizados con respecto
a la condicion basal y al gen de referencia GADPH. Los valores se representan como media
+ SD. D) Algunos probiéticos como ST, LS, LF, Bb12 muestran un efecto dosis dependiente
sobre la expresion de estos genes. Los resultados fueron analizados comparando los dCt de
los cultivos estimulados con los dCt de su correspondiente basal mediante el t test no
paramétrico Mann-Whitney. * Resultados estadisticamente significativos (* p < 0,05; ** p <
0,01; *** p <0,001).

ST: S. typhimurium; CP: C. perfringens; LR: L. rhamnosus; LA: L. acidophilus; LF: L.

FC
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—— C. perfringens
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fermentum: LS: L. salivarius: Bb12: B. lactis Bb12: BI07: B. lactis BI07.
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ST vs. CP ++ ST vs. CP +++ ST vs. CP +
ST vs. LA ++ ST vs. LA ++ ST vs. LA +++
ST vs. BI07 + ST vs. BI07 +++ ST vs. BIO7 ++
CPvs. LR NS CPvs. LR NS CPvs. LR ++
CPvs. LF NS CPvs. LF + CPvs. LF NS
CPvs. LS +++ CPvs. LS +++ CPvs. LS NS
CP vs. Bb12 + CP vs. Bb12 NS CP vs. Bb12 NS
LR vs. LA NS LR vs. LA NS LR vs. LA +++
LR vs. BIO7 NS LR vs. BIO7 NS LR vs. BIO7 +++
LAvs. LS +++ LAvs. LS + LAvs. LS NS
LS vs. BI07 ++ LS vs. BI07 ++ LS vs. BI07 NS
ST vs. CP +++ ST vs. CP +++ ST vs. CP +++
STvs. LR ++ STvs. LR NS STvs. LR NS
ST vs. LA +++ ST vs. LA +++ ST vs. LA +++
STvs. LS NS STvs. LS NS STvs. LS +
ST vs. BIO7 NS ST vs. BI07 ++ ST vs. BIO7 NS
CPvs. LF ++ CPyvs. LF + CPyvs. LF NS
CPvs. LR NS CPvs. LR NS CPvs. LR +++
CPvs. LS + CPvs. LS ++ CPvs. LS NS
CP vs. Bb12 NS CP vs. Bb12 NS CP vs. Bb12 +
LR vs. LA NS LR vs. LA NS LR vs. LA ++
LAvs. LF ++ LAvs. LF + LAvs. LF NS
LA vs. LS NS LA vs. LS ++ LA vs. LS NS
ST vs. CP NS ST vs. CP +++ ST vs. CP +++
STvs. LR + STvs. LR NS STvs. LR +
CPyvs. LF NS CPuvs. LF ++ CPyvs. LF ++
CPvs. LS ++4+ CPvs. LS +++ CPvs. LS ++4+
CP vs. Bb12 + CP vs. Bb12 NS CP vs. Bb12 NS
LR vs. LS +++ LR vs. LS ++ LR vs. LS ++
LR vs. Bb12 ++ LR vs. Bb12 NS LR vs. Bb12 NS
LA vs. LS +++ LAvs. LS ++ LAvs. LS NS
LS vs. BI07 NS LS vs. BI07 + LS vs. BI07 NS

Tabla 5. Analisis estadistico de los niveles de expresion de ARNm de /L8, CXCL10 y
CCL20 en células Caco-2 no polarizadas estimuladas con
bacterias, agrupando los resultados por concentraciones bacterianas.
,para cada concentracion bacteriana, fueron analizados mediante el ANOVA test no
paramétrico de Kruskal-Wallis y la correccién de Dunn. Se observan como van variando las
relaciones entre las especies de bacterias dependiendo de la concentracion utilizada. +
Resultados estadisticamente significativos (+ p < 0,05; ++ p < 0,01; +++ p < 0,001).

ST: S. typhimurium; CP: C. perfringens; LR: L. rhamnosus; LA: L. acidophilus; LF: L.
fermentum; LS: L. salivarius; Bb12: B. lactis Bb12; BI07: B. lactis BI07.

las distintas especies de
Los resultados
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Como se observa en la figura 28, el control patégeno Gram-negativo S.
typhimurium desencadend los mayores niveles de expresion de ARNm en los 3 genes
estudiados. En cambio, C. perfringens, utilizado como control Gram-positivo, indujo
una respuesta mucho mas débil. Como se observa en la figura 28D, L. fermentumy B.
lactis Bb12 tuvieron un efecto directamente proporcional a la concentracién de
bacterias utilizada. Sin embargo L. salivarius, que incrementé de manera notable los
niveles de expresién de ARNm a una concentracién de 10’ ufc/ml, indujo una
disminucién de los niveles de expresién de /L8 y CCL20 a la concentracién de 10°
ufc/ml (/L8 107 ufc/ml: 43,5 FC; 10° ufc/ml: 29,4 FC / CCL20 107 ufc/ml: 33,9 FC; 10°
ufc/ml: 21,4 FC). Con el resto de probidticos no se observaron cambios a la
concentracién de 107 ufc/ml, sin embargo, si indujeron ligeros cambios de expresion a
la concentracién de 10° ufc/ml. El probiético L. rhamnosus 10® ufc/ml desencadend un
aumento brusco en los niveles de expresion de ARNm de /L8 y CCL20, en cambio,

apenas se observaron diferencias para CXCL10 con respecto a la condicidn basal.
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2.1.2. Células Caco-2 polarizadas (21 dias de cultivo).
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Figura 30. Efecto de las distintas especies bacterianas sobre los niveles de expresion de
ARNmM de /L8, CXCL10 y CCL20 en células Caco-2 polarizadas. Las células Caco-2 se
cultivaron durante 21 dias sobre los insertos. Las bacterias se afadieron vivas en fase
exponencial a la concentracion de 108 ufc/ml durante 4 horas. Los valores estan representados
como FC con respecto a la condicion basal y normalizados con el gen de referencia GADPH.
Los resultados se analizaron mediante el test de anova no paramétrico Kruskal-Wallis y
posteriormente, se analizaron los dCt de cada estimulo con respecto al dCt de su
correspondiente basal utilizando con el t test no paramétrico de Mann Whitney. Los valores
estan representados como media = SD. * Resultado significativo con respecto al basal: ** p <
0,01

ST: S. typhimurium; CP: C. perfringens; LR: L. rhamnosus; LA: L. acidophilus; LF: L.
fermentum; LS: L. salivarius; Bb12: B. lactis Bb12; BI07: B. lactis BI07.
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ST vs. CP NS ST vs. CP NS ST vs. CP ++
STvs. LR NS STvs. LR ++ STvs. LR ++
STvs. LA NS ST vs. LA ++ ST vs. LA ++
STvs. LF NS ST vs. LF + ST vs. LF ++
STvs. LS ++ ST vs. LS NS STvs. LS ++
ST vs. Bb12 + ST vs. Bb12 + ST vs. Bb12 ++
ST vs. BI07 NS ST vs. BI07 ++ ST vs. BIO7 ++
CPvs. LR + CPvs. LR ++ CPvs. LR +
CPvs. LA + CPvs. LA ++ CPvs. LA ++
CPvs. LF NS CPvs. LF ++ CPvs. LF ++
CPvs. LS ++ CPvs. LS ++ CPvs. LS ++
CPvs. Bb12 + CP vs. Bb12 ++ CP vs. Bb12 ++
CP vs. BI07 NS CP vs. BI07 ++ CP vs. BI07 ++
LR vs. LA NS LRvs. LA ++ LRvs. LA ++
LR vs. LF ++4 LR vs. LF ++ LR vs. LF ++
LR vs. LS ++ LR vs. LS ++ LR vs. LS ++
LR vs. Bb12 ++ LR vs. Bb12 ++ LR vs. Bb12 ++
LR vs. BIO7 NS LR vs. BIO7 ++ LR vs. BIO7 ++
LAvs. LF ++ LAvs. LF + LAvs. LF ++
LAvs. LS ++ LAvs. LS + LAvs. LS ++
LA vs. Bb12 ++ LA vs. Bb12 ++ LA vs. Bb12 NS
LA vs. BI07 NS LA vs. BI07 NS LA vs. BI07 NS
LFvs. LS ++ LFvs. LS NS LFvs. LS NS
LF vs. Bb12 NS LF vs. Bb12 NS LF vs. Bb12 ++
LF vs. BIO7 ++ LF vs. BIO7 ++ LF vs. BIO7 ++
LS vs. Bb12 NS LS vs. Bb12 NS LS vs. Bb12 ++
LS vs. BIO7 ++ LS vs. BI07 ++ LS vs. BIO7 ++
Bb12 vs. BI07 ++ Bb12 vs. BI07 ++ Bb12 vs. BI07 NS

Tabla 6. Analisis estadistico de los niveles de expresion de ARNm de /L8, CXCL10 y
CCL20 en células Caco-2 polarizadas estimuladas con las distintas especies de
bacterias a una concentracion de 10° ufc/ml. Los resultados fueron analizados mediante el t
test no paramétrico de Mann Whitney para analizar las diferencias entre los distintos estimulos.
+ Resultados estadisticamente significativos (+ p < 0,05; ++ p £ 0,01; +++ p £0,001).

ST: S. typhimurium; CP: C. perfringens; LR: L. rhamnosus; LA: L. acidophilus; LF: L.
fermentum: LS: L. salivarius: Bb12: B. lactis Bb12: BI07: B. lactis BI07.

Las células Caco-2 polarizadas son menos sensibles a la estimulacion por las
bacterias. Para IL8, los probiéticos L. salivarius y B. lactis Bb12 incrementaron sus
niveles de expresion de ARNm por encima incluso del control patégeno S.
typhimurium. En el caso de CXCL10, el control S. typhimurium desencaden6 el mayor
incremento (47,4 FC), seguido por L. fermentum (23,5 FC) y L. salivarius (20,8 FC).
Para CCL20, los dos controles patégenos desencadenaron los mayores incrementos
en los niveles de expresion de su ARNm (S. typhimurium: 36,2 FC; C. perfringens:

46,6 FC) aunque, las bacterias probioticas indujeron también un incremento de su
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expresion. El lactobacillus L. rhamnosus fue la bacteria que desencadend los niveles
de expresién de ARNm mas bajos de estas quimiocinas (/L8: 2,6 FC; CCL20: 4,1 FC;
CXCL10: 2,9 FC).

7 dias M 21 dias

IL8: 7 dias vs.21 dias CXCL10: 7 dias vs. 21 dias
4501 150
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300 I 130-
300-T 110- T
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CCL20: 7 dias vs. 21 dias
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Figura 31. Las células Caco-2 polarizadas responden de una manera mas débil frente a
los mismos estimulos y en las mismas condiciones. Con algunos probiéticos como L.
fermentum, L. salivarius 'y B. lactis Bb12 no se encontraron diferencias entre 7 y 21 dias en los
niveles de ARNm de /L8. Tampoco se encontraron diferencias para CCL20 para L. acidophilus
y B. lactis Bb12. Los valores estan representados como FC con respecto a la condicion basal,
y normalizados con el gen de referencia GADPH. Los resultados fueron analizados mediante el
t test no paramétrico de Mann Whitney para analizar las diferencias entre los distintos
estimulos. * Resultados estadisticamente significativos (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).
ST: S. typhimurium; CP: C. perfringens; LR: L. rhamnosus; LA: L. acidophilus; LF: L.
fermentum; LS: L. salivarius; Bb12: B. lactis Bb12; BI07: B. lactis BI07.

Cuando se compararon los resultados obtenidos en células Caco-2 no
polarizadas (7 dias) con células Caco-2 polarizadas (21 dias), se observé que los

niveles de ARNm de /L8 eran los que menos variaban entre las dos condiciones de
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cultivo. Solo en caso de C. perfringens se observd un incremento significativo en los
niveles de expresion de ARNm de CCL20 en las células Caco-2 polarizadas con

respecto a las no polarizadas.

2.2. Efectos sobre 1la estabilidad de 1la monocapa
epitelial.

Una de las caracteristicas de las células Caco-2 es su capacidad de
diferenciarse hasta alcanzar un estado con las mismas propiedades que un enterocito
funcional. Entre estas caracteristicas, se encuentra la formaciéon de uniones estrechas
entre las células que estabilizan la monocapa que forman estas células al crecer. En
su estabilidad, participan proteinas como la ZO-1, que forma parte de las proteinas de
uniéon. La medida de la RTE indica la permeabilidad de la monocapa epitelial. Para
medir los efectos de las bacterias, tanto sobre la ZO-1 como sobre la RTE, se
utilizaron células Caco-2 crecidas sobre los insertos durante 21 dias. Las bacterias se
afiadieron a dos concentraciones de 10" ufc/ml y 10° ufc/ml. Con la ayuda de un
voltimetro se midi6 la RTE a intervalos de 12 horas durante un total de 48 horas.
Transcurrido el tiempo total, las monocapas celulares se tifieron con el anticuerpo anti-
Z0O-1 y el marcador para nucleos DAPI. Los estimulos se realizaron para cada
concentracién en duplicado con las bacterias S. typhimurium, C. perfringens, L.
rhamnosus, L. acidophilus, L. fermentum, L. salivarius, B. lactis Bb12 y B. lactis BI07.

Como condicién basal se consideré los cultivos sin estimular.
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2.2.1. Medicién de la Resistencia Transepitelial Eléctrica

durante 48 horas.
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Figura 32. Medida de la RTE en células Caco-2 de 21 dias estimuladas con diferentes
especies bacterianas. Las células Caco-2 se crecieron sobre los insertos durante 21 dias y se
estimularon con las bacterias a dos concentraciones (107 ufc/ml y 10 ufc/ml). En las graficas
se representa la resistencia (ohm: Q) - superficie (cmz), expresada como media + SD, en
funcién del tiempo Los experimentos se realizaron por duplicado con su propio control basal
que presenta una RTE aproximadamente de 1000 Ohm-cm?.

Como se observa en la figura 32.A y 32.B, los dos controles patégenos, S.
typhimurium y C. perfringens indujeron una disminucién de la RTE, que indica un
incremento en la permeabilidad de la monocapa epitelial, que permitiria la entrada de
las bacterias al espacio basolateral. El efecto de L. rhamnosus y L. fermentum (Fig.
32.C y 32.E) sobre la RTE dependi6 de la concentracién utilizada. De esta manera, la
concentracién mas alta, 10° ufc/ml, desencadend una caida brusca en la RTE de la
monocapa. Aunque, en las primeras 24 horas se observo un incremento de la RTE en
las células estimuladas con L. rhamnosus y L. fermentum, un crecimiento excesivo en
las siguientes horas, que provocd un marcado viraje en el color del medio del cultivo,
podria ser el responsable de la pérdida de la integridad de la monocapa. En cambio, L.
acidophilus (Fig. 32.D) a la concentracién de 10° ufc/ml fue incrementando la
resistencia paulatinamente. El mayor incremento de la RTE se encontr6 en las células
Caco-2 estimuladas con L. salivarius (Fig. 32.F), que presentaron un incremento
continuado a lo largo de las 48 horas con las dos concentraciones utilizadas. Con
respecto a las bifidobacterias, B. lactis Bb12 (Fig. 32.G) mantuvo los mismos niveles
de resistencia en las células Caco-2 con respecto a su control. Las células Caco-2
tratadas con la concentracion mas alta de B. lactis BI07 (Fig. 32.H) presentaron un

incremento secuencial de la RTE desde el momento 0 hasta el final del ensayo.
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Al final del ensayo de la RTE, se retiraron las membranas de los insertos y se
tiferon con el anticuerpo anti-ZO1 para determinar qué efecto tendrian las distintas
especies de probidticos y patdgenos sobre la distribucion de esta proteina de

membrana.
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B. lactis Bb12 —— | B. lactis BIO7

Figura 33. Marcaje de la proteina de membrana ZO-1 en células Caco-2 estimuladas con
diferentes especies de bacterias (107 ufc/ml). Las células Caco-2 se cultivaron durante 21
dias sobre los insertos y se estimularon con distintas especies de bacterias a una concentracion
de 10’ ufc/ml durante 48 horas. Se analizo la expresion de ZO-1 a lo largo del eje Z utilizando un
microscopio confocal Leica. Las imagenes fueron tomadas con el objetivo 40x y procesadas
mediante el software Leica realizando la proyeccién maxima de todos los cortes obtenidos. Se
realizaron al menos 2 secuencias de fotografias para cada duplicado. Las flechas muestran
interdigitacidnes observadas entre las células Caco-2 estimuladas con L. rhamnosus y B. lactis
BIO7.

Algunas especies bacterianas provocaron distintos efectos sobre la membrana
celular. Las células Caco-2 estimuladas con C. perfringens (Fig. 33.C) presentaron
una forma mas redondeada y sus membranas un aspecto mas liso con respecto a la
condicién basal. Sin embargo, con L. acidophilus y B. lactis BI07 se observé también
un alisamiento de la membrana. No obstante, no se observaron cambios en la RTE de
las monocapas estimuladas con estas bacterias. Ademas del aspecto de las
membranas, se observo que las células Caco-2 estimuladas con L. rhamnosus y B.
lactis Bl07 presentaban interdigitaciones celulares, las cuales podrian contribuir al
mantenimiento de estabilidad de la monocapa.

Las células Caco-2 estimuladas con una concentracién bacteriana de 10°
ufc/ml mostraron, en general, unas membranas mas lisas (Fig. S2). Las células Caco-
2 estimuladas con L. rhamnosus 10° ufc/ml presentaron un aspecto mas redondeado
(Fig. S2).
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2.3. Adherencia de las bacterias sobre la superficie
de las células Caco-2.

Una de las propiedades que deben poseer los probidticos es la capacidad de
adhesion a la superficie del epitelio intestinal y colonizarlo. Se realizaron ensayos de
adherencia para determinar si hubiera alguna relacién entre las respuestas
observadas en las células Caco-2 y la capacidad de adherencia al epitelio. Para estos
experimentos se utilizaron células Caco-2 polarizadas (21 dias) a las que se afadi6
una concentracién de 10° ufc/ml de cada bacteria durante una hora. Se lisaron las
células Caco-2 y el lisado se cultivd en placas de medio de cultivo agar para

cuantificar el nUmero de ucf.
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Figura 34. Concentracion de bacterias adheridas a las células Caco-2. Se afadieron los
probidticos a las células Caco-2 durante una hora y posteriormente se lisaron con una solucién
de Triton X-100 y se sembraron a distintas concentraciones en placas de cultivo agar. Los
valores estan representados como media + SD de tres experimentos independientes llevados a
cabo por duplicado. Los valores fueron analizados mediante el Anova test de Kruskal-Wallis, y
posteriormente por el t test no paramétrico Mann Whitney. * Resultado estadisticamente
significativo, * = p < 0,05; ** = p < 0,01.

ST: S. Typhimurium; CP: C. perfringens; LR: L. rhamnosus; LA: L. acidophilus; LF: L.
fermentum; LS: L. salivarius; Bb12: B. lactis Bb12; BI07: B. lactis BI07.

Como se observa en la figura 34, las bifidobacterias y L. rhamnosus
presentaron una mayor capacidad de adherencia al epitelio que el resto de bacterias,
incluso que el control S. typhimurium. Curiosamente, no se observé ningun

crecimiento de C. perfringens en ninguna de las placas de cultivo.
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3. Efecto del sobrenadante de las células Caco-2
sobre la diferenciacién y maduracién de las células
dendriticas derivadas de monocitos.

Se ha descrito en la literatura que los factores solubles producidos por las
células Caco-2 pueden afectar in vitro a la diferenciacion de las CDmo adquiriendo un
perfil CD103" similar al de las CD intestinales (lliev et al., 2009b). Para llevar a cabo
estos experimentos se utilizaron los sobrenadantes de células Caco-2 polarizadas

cultivadas sobre los insertos.

En primer lugar, se analizaron los posibles cambios en las CDmo que se
diferenciaciaban en los sobrenadantes de los cultivos de las células Caco-2. No se
encontraron diferencias en cuanto al marcador CD103 caracteristico de las CD
intestinales tolerogénicas. Se observd un ligero incremento en la MIF de moléculas

MHC-I1I, CD86 y CD83, aunque no en todos los donantes.
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Figura 35. Expresion de CD40, CD14, CD103, MHC-II, CD86, CD83 y CD80 en CDmo
diferenciadas en el sobrenadante de células Caco-2 o diferenciadas en medio RPMI
completo. La linea negra representa las CDmo diferenciadas en medio RPMI completo y el
histograma gris representa las CDmo diferenciadas en el sobrenadante de las células Caco-
2. Se muestra un experimento representativo de 5 ensayos realizados.

En otros experimentos, se sembraron monocitos en la parte basolateral de los

insertos donde hay cultivadas células Caco-2, y al término de la diferenciacion de las

CDmo se anadieron las bacterias en la parte apical del inserto. Las bacterias elegidas

para el ensayo fueron S. typhimurium, C. perfringens, B. lactis Bb12 y B. lactis BI07.

En las CDmo se evaluaron los cambios en marcadores de diferenciacion (CD14 y
CD103) y de maduracién (MHC-II, CD40, CD86, CD80 y CD83). Ademas de estos

marcadores se analiz6 la expresion de CCR7, un receptor de quimiocinas presente en

las CD maduras con capacidad para migrar a los NLM.
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CD83

CCR7

Figura 36. Expresion de CD14, CD103, CD40, MHC-Il, CD86, CD80, CD83 y CCR7 en
CDmo diferenciadas en el sobrenadante del cultivo de células Caco-2. La linea negra
muestra las condiciones basales y el histograma rojo cuando diferentes especies de
bacterias (S. typhimurium, C. perfringens, B. lactis Bb12 y B. lactis BI07) son afadidas en la
parte apical del inserto. No se observaron cambios en ninguno de los marcadores, ni de
diferenciacion (CD14, CD103), ni de maduracion (MHC-Il, CD86, CD80, CD83), ni de
migracion (CCR7). Se muestra un experimento representativo de 3 experimentos
independientes.

Cuando las CDmo fueron diferenciadas en presencia de células Caco-2, y
posteriormente se afadieron las bacterias en la parte apical del inserto, no se

observaron diferencias en los marcadores estudiados.

Debido a que los monocitos son reclutados a los lugares de inflamacién, se
analizaron los efectos de un sobrenadante epitelial inflamatorio sobre los monocitos al
intentar diferenciarlos a CDmo. Para lo cual, los monocitos fueron cultivados en un

sobrenadante de cultivo de células Caco-2 estimuladas con S. typhimurium.
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Figura 37. Expresion de CD14, MHC-II, CD40, CD86, CD80 y CD83 en CDmo diferenciadas
en el sobrenadante del cultivo de células Caco-2 estimuladas con S. typhimurium.
Cuando las CDmo se diferenciaron en el sobrenadante del cultivo de las células Caco-2
estimuladas con ST, se observo un incremento en el porcentaje de células CD14" con respecto
a la condicién basal. Ademas, también se observé que estas CDmo presentan niveles mas
bajos de MIF del MHC-Il y de algunas moléculas coestimuladoras como CD80 y CD83. Sin
embargo, los niveles de MFCI para CD86 se incrementaron.

SN: sobrenadante; ST: S. typhimurium.
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Resultados.

Cuando se diferenciaron las CDmo en el medio de cultivo donde previamente
se habian estimulado las células Caco-2 con S. typhimurium, si que se observaron
diferencias en cuanto a la diferenciacion y estado de maduracidén con respecto a la
condicién basal. Se observé una tendencia de estas CDmo a presentar niveles
menores de moléculas MHC-1I, CD80 y CD83, y mayores de CD14.
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1. Efecto de los probidéticos sobre la maduracidén de
las células dendriticas derivadas de monocitos.

Al analizar los resultados obtenidos a lo largo de la tesis, uno de los
problemas encontrados fue la gran variedad de probidticos disponibles, cuyos efectos
no son solo dependientes de especie, sino también de la cepa que se esté utilizando.
Ademas, aunque en la definicién de probidtico se incluye el terminé “vivo”, son pocos
los estudios que usan bacterias vivas en lugar de bacterias muertas por calor o
inactivadas por irradiacién. El uso de bacterias no viables asegura que la
concentracion de bacterias que se esté utilizando no varie, pero se elimina del cultivo
los metabolitos sintetizados por el propio probidtico que pueden tener efectos
beneficiosos. En cuanto al tipo de CD utilizado, las CDmo pueden presentar distintas
caracteristicas simplemente por el método utilizado para aislar los monocitos
circulantes CD14", y afectar a posterori a la secrecién de citocinas. De este modo, las
CDmo que proceden de monocitos aislados mediante adherencia secretan mayores
cantidades de citocinas inmunomoduladoras como la IL-10 y TNFa cuando son
estimulados con LPS (Elkord et al., 2005). Los niveles de expresion de los marcadores
de maduracién en las CDmo estimuladas con las bacterias dependen de los niveles
iniciales que presenten esas CDmo en condiciones basales. Los niveles basales de
maduracién que se observaron en las CDmo utilizadas fueron altos, debido
posiblemente al hecho de que la sangre que nos suministraban habia sido extraida al

menos 12 horas antes.

Algunos de los probiéticos que se han utilizado en este proyecto, como L.
fermentum CECT 5716 y L. salivarius CECT 5713, proceden de la leche materna
(Diaz-Ropero et al., 2007), mientras que el resto son cepas comerciales. En la revision
bibliogréfica de estas cepas bacterianas, se observé que tenian un efecto beneficioso

sobre el hospedador actuando de diversas maneras, resumidos en la Tabla 7.
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Probidtico
L. rhamnosus
DR20

L. acidophilus
NCFM

L. fermentum
CECT 5716

L. salivarius
CECT 5713

Actividad sistema inmunologico

En individuos sanos, incrementa el
nimero de células PMN con
capacidad fagocitica y de células
NK (Gill and Rutherfurd, 2001).

En CMSP y CD induce la sintesis
de IL-12 (Foligne et al., 2007).

En ratones incrementa de manera
notable los niveles de ARNm de
IFNB1 a través del TLR2 (Weiss et
al., 2010)

Incrementa la activacién de células
NK en CMSP humanas (Perez-
Cano et al., 2010).

Aumenta la respuesta inmunoldgica
cuando se administra la vacuna
contra el virus de la gripe
aumentando el nimero de células
NK, la expresion de IL-12, TNFa y
de inmunoglobulinas (IgA, IgG e
IgM) (Olivares et al., 2007).
Incrementa la activacién de células
NK en CMSP humanas (Perez-
Cano et al., 2010).

Incrementa el nUmero de monocitos
y células NK e incrementa los
niveles en plasma de

Proteccion frente a patégenos

En ratones infectados con E. coli
0157:H7, disminuye su mortalidad,
incrementa la secrecion de IgA en
la mucosa intestinal y la presencia
de leucocitos con  actividad
fagocitica (Shu and Gill, 2002).

Un efecto similar se encontré6 en
ratones infectados con S.
typhimurium (Gill et al., 2001).

Modelos de colitis

Inhibe la colitis desencadenada en
ratones por Citrobacter rodentium
(Chen et al., 2005)

En un modelo murino, protege y
revierte la colitis inducida por TNBS
disminuyendo IL-6 y potenciando la
via TLR-MyD88 (Mane et al., 2009).

Protege a los ratones frente al
desarrollo de la colitis, aunque
cuando la colitis ya se ha inducido
solo el grupo tratado con L.
salivarius vivo muestra una mejoria
(Arribas et al., 2012).



B. lactis Bb12

B. lactis BIO7

inmunoglobulinas (IgG, IgA e IgM) y
de la IL-10 (Sierra et al., 2010).

Incrementa la produccién de IgAs
en el intestino (Holscher et al,
2012).

Incrementa la produccién de
anticuerpos cuando se ingiere
durante un rango de tiempo en el
que se administra la vacuna contra
la gripe (Rizzardini et al., 2012).

En personas ancianas incrementa
la actividad fagocitica de
mononocitos y granulocitos
(Maneerat et al., 2013).

Ejerce un efecto  protector
induciendo la sintesis de IL-10 y
disminuyendo la produccién de
proteinas proinflamatorias como IL-
18 y CXCL2 (Macho Fernandez et
al., 2011).

Un factor secretado por B. animalis
subsp. Jactis Bb12 inhibe Ia
activacion del NF-kB inducida por la
IL-8 (Wang et al., 2011Db).

En ratones IL10'/', que desarrollan
de manera espontanea colitis en
condiciones estandar, acentia el
proceso de inflamacién (Moran et
al., 2009).

Tabla 7. Caracteristicas de las bacterias probiodticas utilizadas a lo largo de la tesis sobre el sistema inmunolégico, frente a
patégenos y en modelos animales de colitis.
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Efecto sobre la expresién de los marcadores de

maduracidn.

En el proceso de maduracion de las CD se produce un incremento de la
expresion de moléculas que intervienen en la presentacién antigénica (MHC-II),
moléculas coestimuladoras (CD80, CD86 y CD40) y de CD83. Como era de esperar,
el control patégeno Gram-negativo S. typhimurium desencadené los mayores
incrementos en la expresion de los marcadores de maduracién, ya que en general, las
bacterias patdogenas Gram-negativas desencadenan unos niveles de maduracion en
las CD mayores que las Gram-positivas y ademas, existe una relacién entre el
incremento del marcador CD83 con la activacién del TLR4 por parte de las bacterias
Gram-negativas (Boele et al.,, 2009). Varios estudios han demostrado que los
probidticos son capaces de incrementar los niveles de expresion de los marcadores de
maduracién en las CD (Foligne et al., 2007, Young et al., 2004, Baba et al., 2008,
Lopez et al., 2010, Mohamadzadeh et al., 2005, Latvala et al., 2008). Las bacterias
probidticas utilizadas en esta tesis afectaron de distinto modo a estos marcadores en
las CDmo. Por un lado, L. rhamnosus y L. acidophilus indujeron los niveles mas altos,
mientras que el resto de probidticos tuvieron un efecto menos notable. Se observé
incluso, una disminucion en los niveles de MIF de CD40, CD86 y CD83 en las CDmo
estimuladas con B. lactis BI07. Este efecto, fue observado también por otros grupos
pero con otras bifidobacterias, las pertenecientes a la mezcla probiética VSL#3 (B.
longum, B. infantis y B. breve), que disminuyeron los niveles de CD80 y CD40 en CD
intestinales (Hart et al., 2004).

Efecto sobre la expresidn de receptores de

reconocimiento de patrones.

Tras analizar la maduracién de las CDmo, nos planteamos estudiar las
moléculas involucradas en la ruta de los TLR, debido a que varios de estos receptores
estan presentes en las CD y en conjunto reconocen un amplio rango de moléculas
bacterianas. Dentro de esta familia, TLR2 y TLR4 son los receptores més estudiados
ya que reconocen componentes tan generales como el PGN o el LPS
respectivamente. Sin embargo, las bacterias estudiadas apenas incrementaron los
niveles de expresién de sus ARNm en las CDmo (Fig. 16). Curiosamente, observamos

que el control patégeno Gram-positivo C. perfringens desencadend una marcada
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disminucién en los niveles de expresion de ARNm de TLR2y TLR4 (Fig. 16). Ademas,
algunas bacterias incrementaron los niveles de expresion del ARNm de TLR7 (S.
typhimurium y L. acidophilus) y TLR9 (Bifidobacterias) (Fig. 16). El TLR7 y TLR9 no
fueron caracterizados en un principio en las CDmo, pero la utilizacion de nuevos
cebadores y anticuerpos ha permitido su identificacion (Makela et al., 2011, Hoene et
al., 2006). Estudios en modelos murinos de colitis demostraron que los efectos
beneficiosos ejercidos por los probidticos eran dependientes del TLR9 (Rachmilewitz
et al., 2004), por lo que este TLR podria ser una via utilizada por las bifidobacterias en
las CDmo.

Aparte de los TLR, analizamos la expresion de otros PRR como NOD2, que
reconoce una pequefia porcién del PGN, el MDP, que forma parte de la pared
bacteriana de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Grimes et al., 2012). NOD2
puede inducir junto con los TLR distintas respuestas inmunolodgicas. Por un lado, se ha
demostrado que actla sinérgicamente junto con el TLR3, TLR4 y TLR9 incrementando
la sintesis de proteinas proinflamatorias como la IL-12, IL-8 o TNFa (Tada et al.,
2005), y por otro, NOD2 es responsable, junto con el TLR2, de la produccion de IL-10
y de la regulacién de la activacion del perfil Th1 desencadenado por el TLR2 (Moreira
et al,, 2008). RIPK2, es una quinasa que en un principio se pensé que era un
intermediario de la ruta de los TLR (Kobayashi et al., 2002), pero pertenece a la ruta
de NOD2 (Park et al., 2007). La activacion de RIPK2, al igual que NOD2,
desencadena la sintesis de IL-10. Las CDmo estimuladas con las distintas bacterias
presentaron un perfil similar entre MYD88 (figura 17) y NODZ2 (figura 16). El control
Gram-positivo C. perfringens, el lactobacilo L. salivarius y las dos bifidobacterias
disminuyeron los niveles de expresion de ARNm de ambos genes, lo que podria evitar
una estimulacién excesiva de estas vias. Sin embargo, NOD2 también esta implicado
en el efecto protector de algunos probiéticos, como demostré Macho Fernandez et al
(2011) al observar que el probiotico L. salivarius Ls33 y su PGN ejercian un efecto
protector en ratones que desarrollaban colitis gracias a la sintesis de IL-10, y este
efecto era dependiente de NOD2 (Macho Fernandez et al., 2011). Por lo tanto, aunque
en las primeras horas tras el estimulo un control en la sintesis de novo de NOD2
podria servir para controlar la respuesta proinflamatoria, una inhibiciéon prolongada de
su sintesis podria tener efectos negativos sobre el hospedador.
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Efecto sobre la expresidén de intermediarios de la ruta

del NF-xB.

Las principales rutas que se activan a través de los TLR son la del NF-kB, a
través del complejo IKK, y la de AP-1, a través de las MAPK. Como se ha mencionado
en la introduccién, el NF-kB esta formado por dos proteinas que dan lugar a un
homodimero o un heterodimero, y puede tener distintas funciones en funcién de las
proteinas que lo formen. De este modo, los homodimeros formados por p50 o p52
tienen funcién represora, y los dimeros que contienen RelA o c-Rel son activadores
transcripcionales (Bonizzi and Karin, 2004). La activacién del NF-kB se produce de
manera rapida gracias a los complejos inactivos presentes en el citoplasma, y en los
experimentos de inmunofuorescencia se puede observar, de una manera similar para
todos los probioticos, como la subunidad p65 se transloca al nucleo de las CDmo tras
90 minutos de estimulacién (Fig. 25). Sin embargo, para que la activacion del NF-kB
se produzca de manera continuada, es necesario una estimulacién prolongada en el
tiempo y la sintesis de novo de proteinas. Por lo tanto, los incrementos observados en
los niveles de ARNm a las 6 horas podrian ser un reflejo de esta sintesis de novo
desencadenada por la presencia de determinadas citocinas como el TNFa. Tras 6
horas de estimulacion se observaron cambios en los ARNm de NFKB1 (que dara lugar
a la subunidad p50) y REL (c-Rel). Entre los lactobacilos, L. fermentum fue el Unico
gue no modificé la expresion de estos dos genes, encontrandose las diferencias mas
notables en los niveles de expresion de ARNm de REL (Fig. 18.A). La ausencia de c-
Rel en macrofagos murinos provoca que estas células, cuando son estimuladas con
LPS, sinteticen mayores cantidades de G-CSF, IL-6 y GM-CSF, mientras que la
produccion de TNFa, en cambio, se encuentre inhibida (Grigoriadis et al., 1996). Por
tanto, los efectos de L. fermentum observados sobre c-Rel (Fig. 18A) podrian
promover el incremento en la sintesis de G-CSF, como muestran los niveles de ARNm
para CSF3 en las CD estimuladas con este probiotico (Fig. 22). La subunidad c-Rel
esta también involucrada en la maduracién de las CD y en la induccion de un perfil Th

sobre los linfocitos (Boffa et al., 2003).
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Efecto sobre la expresidén de intermediarios de la ruta

de AP-1.

El término de proteina activadora AP-1 se aplica de manera genérica a
factores de transcripcion diméricos formados por proteinas pertenecientes las familias
Jun, Fos o factor de transcripcion activador (ATF). AP-1 se activa en situaciones de
estrés y puede desencadenar la apoptosis celular (Karin et al., 1997). Al analizar los
cambios desencadenados por las distintas bacterias sobre los niveles de expresion de
ARNm de FOS (C-FOS) y JUN (C-JUN) se observd que, de entre los lactobacilos
estudiados, L. rhamnosus y L. acidophilus desencadenaron los niveles mas altos (Fig.
18.C). Ante un estimulo se desencadena de manera inmediata la transcripcién de
estos dos genes, independientemente de la necesidad de proteina (Karin et al., 1997).
Ademéds de un incremento a nivel transcripcional, el aumento de la produccién de AP-
1 depende de la estabilizacion de las proteinas que forman el dimero mediante
fosforilaciones llevadas a cabo por MAPK (Karin et al., 1997). Existen quinasas
encargadas de activar a estas MAPK para incrementar la estabilidad de AP-1, entre
las que se encuentran MAP2K3 (MEKS3) y la MAP3K1 (MEKK1) (Efimova et al., 1998,
Balasubramanian et al., 2002). Como observamos en la figura 18B, los niveles de
expresion de ARNm de los genes que codifican para estas enzimas coincidieron con
los niveles de FOS y JUN observados. Ademas, observamos un patrén muy similar
entre REL, perteneciente al NF-kB, y FOS 'y JUN, pertenecientes a AP-1 (Fig. 18). Por
tanto, una segunda activacion de NF-kB en las CD estimuladas con L. rhamnosusy L.
acidophilus podria desencadenar la sintesis de novo de AP-1, incrementando de este

modo la respuesta.

Efecto sobre la expresidén de citocinas.

Los niveles de expresién de los ARNm de /L2 e IFNG (Fig. 19) marcaron
claramente una diferencia entre las bacterias probidticas y las patégenas. Se ha
demostrado que bacterias Gram-negativas, como E. coli, inducen en las CD la
produccion de IL-2 de manera temprana (4 - 8 horas) y tardia (14 - 16 horas)
(Granucci et al., 2001). Esta sintesis de IL-2 es especifica de las CD, ya que en otras
células presentadoras, como los macréfagos, no ocurre. De este modo, la sintesis
temprana de IL-2 favorece la presentacion antigénica de las CD a los linfocitos CD4*

de manera rapida, aunque en las CD todavia haya poca presencia de moléculas MHC,
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moléculas de superficie coestimuladoras o incluso, en el ambiente esté presente la IL-
10, que inhibe la proliferacion de los linfocitos T (Granucci et al.,, 2001). Como
observamos en los ensayos de proliferacion alogénicos, las CD estimuladas con S.
typhimurium incrementaron la proliferacién de los linfocitos T virgenes, mientras que
en el caso de C. perfringens observamos una proliferacion similar a la encontrada con
los probiéticos (Fig. 27.A). Esta diferencia podria deberse a que al realizar el lavado
tras la estimulacion de las CD, eliminamos del medio de cultivo la IL-2 sintetizada de
manera temprana, y en el caso de C. perfringens, que desencadena una respuesta
inmunoldgica débil, la sintesis temprana de IL-2 podria ser de suma importancia para

la proliferacion linfocitaria.

Los lactobacilos utilizados en este proyecto desencadenaron una mayor
respuesta proinflamatoria que las bifidobacterias, caracterizada por un incremento en
los niveles de expresion de ARNm de IL1A, IL1B (Fig. 21) y PTGS2 (Fig. 19). La
enzima COX-2 (PTGS2) es una enzima inducible ante diversos estimulos
proinflamatorios o factores de crecimiento. Ante estos estimulos, COX-2 es la principal
enzima que sintetiza prostaglandina E2 (PGE2). Por su parte, la PGE2 posee varias
funciones como: favorecer la expresién de CCR7 en CDmo estimuladas con citocinas
proinflamatorias (Scandella et al., 2002), inhibir la accién presentadora de las CD a
través de la IL10 (Harizi et al., 2002) o favorecer la maduracion de las CD vy la
presentacion antigénica a los linfocitos T induciendo un perfil Th1 y Th17 (Chizzolini
and Brembilla, 2009).

Los lactobacilos L. acidophilus, L. fermentum y L. salivarius incrementaron los
niveles del ARNm de /IL710 e IL6 (Fig. 20 y Fig. 21) en distinto grado. Sin embargo, solo
L. fermentum y L. acidophilus incrementaron, ademas de manera notable, los niveles
de ARNm de CSF3 (G-CSF) (Fig. 22). Estos 3 factores —IL-10, G-CSF e IL-6— activan
al factor de transcripcién STAT3, que regula de manera negativa a las CD (Melillo et
al., 2010). La proteina de SOCS3 es capaz de unirse a los receptores de varias
citocinas (IL-6R, G-CSFR) bloqueando esas rutas (Lang et al., 2003, Hortner et al.,
2002) e impidiendo la activacion de STAT3. Sin embargo, SOCS3 no es capaz de
unirse al receptor de la IL-10 (IL-10R), que ejerce su accién antiinflamatoria gracias a
la activacién prolongada de STAT3 (Murray, 2006). Aunque el bloqueo del IL-6R por

SOCSS, y por lo tanto la inhibicion de STATS3, tiene un efecto proinflamatorio, en el
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caso de la ruta del G-CSF no esta tan claro que el resultado final sea el mismo que
con la IL-6. Estudios con monocitos demostraron, que cuando eran estimulados con
G-CSF se inhibia la produccién de TNFa inducida por LPS a través de la fosforilacion
de STATS (Nishiki et al., 2004). Sin embargo, la concentracién de G-CSF necesaria
para inducir la fosforilacion de STAT3 era mucho menor que la necesaria para inhibir
la produccion de TNFa, por lo que otros mecanismos, ademas de STAT3, tendrian
que estar involucrados en las funciones antiinflamatorias del G-CSF (Nishiki et al.,
2004). En macréfagos, se ha observado que el probidtico L. rhamnosus es capaz de
inhibir la produccién de TNFa desencadenada por LPS o E. coli mediante la
produccion de G-CSF que, a su vez, permite la activacién de STAT3 y la inhibicion de
las quinasas C-Jun N terminal (JNK) (Kim et al., 2006). Al analizar los cambios en los
niveles de expresion de ARNm de TNFA, observamos que L. fermentum fue el
lactobacilo que desencadené los incrementos mas bajos (Fig. 21), mientras que L.
salivarius fue responsable de los mas altos (Fig. 21) y ademds incrementd también la
expresion de IL10 (Fig. 20) y de /L6 (Fig. 21) pero no de CSF3 (Fig. 22). Estos datos

estarian en consonancia con lo observado por Kim et al (2006) con L. rhamnosus.

La produccion de SOCS3 se puede inducir por ligandos de TLR o citocinas
como IL-6, IL-10 (Hortner et al., 2002) y G-CSF (Murray, 2006). Sin embargo, cuando
se analizé la expresion de SOCS3, los niveles que desencadenaron estas 3 bacterias,
L. acidophilus, L. fermentum'y L. salivarius, fueron los mismos.

Las dos bifidobacterias utilizadas desencadenaron una débil respuesta
inmunolégica en las CD a nivel transcripcional, sin embargo las CD estimuladas con B.
lactis BI07 presentaron unos niveles de marcadores de maduracion més bajos que la
condicion basal (Fig. 15). También es destacable el efecto de estos dos probidticos
sobre los niveles de CXCL10 (Fig. 19). Su sintesis puede ser desencadenada por
citocinas proinflamatorias como el TNFa o el IFNy y depende de los factores de
transcripcion NF-kB y STAT1. CXCL10 participa en procesos de apoptosis y
proliferacion celular y su produccién se encuentra incrementada en varias situaciones
patolégicas como infecciones por diversos agentes, infecciones crénicas o
enfermedades autoinmunes (Liu et al., 2011). Ademas, en ratones CXCL10" se ha
descrito una menor proliferacién alogénica y una menor produccién de IFNy en

respuesta a antigenos (Dufour et al., 2002).
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Un posible candidato capaz de explicar los resultados obtenidos en los
experimentos de maduracién y expresién génica en las CD estimuladas con estas
bifidobacterias podria ser el PPARy. La activacién de PPARYy en las CD tiene efectos
negativos sobre su maduracion, ya que estas CD presentan niveles mas bajos de
CD40, CD80, CD83 y de CCR7, y reprime la expresién de CXCL10 (Straus and Glass,
2007). Ademas, su activacién inhibe la presencia de c-Rel en el nucleo (Appel et al.,
2005) e incrementa la expresion de CD36, marcador de la actividad fagocitica, en las
CD (Gosset et al., 2001). Todos estos factores repercuten en las funciones de las CD
como CPA, disminuyendo su capacicad presentadora sobre los linfocitos que, a su
vez, presentan una menor capacidad de proliferacion y de sintesis de IFNy (Nencioni
et al., 2002). Como podemos observar en los resultados obtenidos con B. lactis BI07
respecto a los marcadores de maduracion (Fig. 15), andlisis de expresidén génica de
CXCL10 (Fig. 19) y REL (Fig. 18.A), los experimentos de fagocitosis (Fig. 26) y en los
ensayos alogénicos (Fig. 27A y B), B. lactis BI07 podria activar principalmente la ruta
del PPARYy. Se ha demostrado que uno de los ligandos de PPARYy podria ser el acido
linoleico producido por los probioticos (Bassaganya-Riera et al., 2012). Por lo tanto,
estudios de otros posibles marcadores como CCR7 y CD36, y el estudio de los
sobrenadantes de cultivo de este probidticos serian necesarios para validar esta

hipétesis.

El efecto inmunomodulador de algunos probidticos se refleja también en la
expresion de moléculas tipicamente antivirales como el IFNB1 y EIF2AK2. El IFNB
actla en la respuesta inmunoldgica contra patdgenos intracelulares que posean un
metabolismo activo dentro de la célula (Decker et al., 2005) y ademas, actia como
adyuvante en la maduraciéon de CDmo (Wiesemann et al., 2002). En las CDmo
estimuladas con L. rhamnosus, L. acidophilus, B. lactis Bb12 y B. lactis BI07
observamos unos niveles de ARNm de /IFNB por debajo de la condicién basal (Fig.
23). Sin embargo, en CD murinas se ha demostrado que L. acidophilus NCFM
incrementa de manera notable los niveles de ARNm de /fnb1 a través del TLR2 (Weiss
et al., 2011).
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Figura 38. Diagrama de Venn en el que se muestra la modulacién por parte de
las diferentes bacterias de los niveles de expresion de ARNm en las CDmo. En
rojo se muestra los genes que presentaron unos niveles por encima de la condicion
basal, y en verde los genes que mostraron unos niveles por debajo. En el diagrama
gris se muestran los genes cuyos niveles de expresion de ARNm fueron
incrementados de manera comun por todas las bacterias. Se observé que un
incremento en los niveles de expresion de ARNm de /L2 e IFNG es comun a los dos
controles patdgenos, mientras que, un nivel de expresion de ARNm de IFNB por
debajo de la condicidn basal es comun a todos los probioticos utilizados en el ensayo.
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Efectos sobre la translocacidén de la subunidad p65 del

NF-xB al nucleo.

Los probidticos utilizados durante esta tesis fueron capaces de inducir la
translocacion del NF-kB al nicleo de manera temprana. Las bacterias presentaron una
localizacion intracelular en todos los casos, excepto C. perfringens. El patogeno C.
perfringens indujo un perfil molecular en las CDmo similar al desencadenado por las
bifidobacterias, sin embargo las bifidobacterias fueron fagocitadas por las CDmo sin
ningun problema. Entre las bacterias Gram-positivas hubo una activaciéon del NF-kB
similar, pero esta similitud no se observé en los niveles de ARNm de moléculas cuya
expresién esta controlada por el NF-kB, como el IFNy, IL-1a/B, IL-6, IL-8, TNFa, IL-10,
CD40, CD86, CD83, NOD2, TLR9, PTGS2, GM-CSF, G-CSF, RIPK2, etc
(http://www.bu.edu/nf-kb/gene-resources/target-genes/). Se ha descrito que la unién
del LPS al TLR4 desencadena una activacion del complejo IKK de manera bifasica.
De este modo, se produce una primera activacién desencadenada por el LPS, y una
segunda mas tardia inducida por el TNFa sintetizado de novo, que crea un circuito de
retroalimentacion positivo (Werner et al., 2005). Al igual que el TNFa, otras citocinas,
como IL-2, IL-12 e IL-1, son capaces de inducir la activacion del NF-«xB
(http://'www.bu.edu/nf-kb/physiological-mediators/inducers/). El intermediario IRAK2
(perteneciente a la familia IRAK cuyos componentes IRAK1 e IRAK4 participan en las
primeras fases de la ruta de los TLR) es necesario para una activacién prolongada en
el tiempo (horas) del NF-kB. En los andlisis mediante gPCR, no observamos grandes
diferencias en los niveles de expresion del ARNm de /IRAK2 entre los probidticos
utilizados, aunque las CDmo estimuladas con B. lactis BIO7 y C. perfringens
presentaron los niveles mas bajos (Fig. 17), indicando que serian las bacterias menos

eficaces en la activacion posterior del NF-kB por esta via.

Ademas, desde hace tiempo se conoce que la activacién del NF-kB es
necesaria para el proceso de maduracién de las CD, ya que al bloquear la
translocacion del NF-kB al nucleo se inhibe el aumento de la expresion en superficie

de moléculas MHC-II y de las moléculas coestimuladoras (Rescigno et al., 1998).
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Efectos sobre la reaccién alogénica de células
dendriticas estimuladas con Dbacterias vy linfocitos T

virgenes.

Para corrobar los datos obtenidos con un ensayo funcional, se realizé un
ensayo alogénico con CD estimuladas con las distintas bacterias y linfocitos T
virgenes. Varios estudios han demostrado que los probidticos pueden tener efectos
diversos sobre la proliferacién de los linfocitos. Lactobacilos como L. johnsonii, L.
reuteri y L. gasseri, inducen una maduracion eficiente sobre las CD, las cuales
inducen un perfil Th1 de linfocitos (Mohamadzadeh et al., 2005), en cambio, CD
estimuladas con L. casei y B. animalis inducen células T CD4" hiporespondedoras
(Baba et al., 2008). Ademas, ciertos probidticos pueden modular la respuesta
inmunolégica ya establecida. De este modo, las bifidobacterias que pertenecen a la
mezcla probidtica VSL#3 (B. infantis Y1 y B. longum Y10), son capaces de inhibir la
produccion de IFNy que se produce de manera basal en un ensayo alogénico (Hart et
al., 2004).

Como se observa en los resultados de esta tesis, las CD estimuladas con L.
acidophilus NCFM inhibieron la proliferacion de los linfocitos T alogénicos. Sin
embargo, estos resultados no cuadran con la expresion de los marcadores de
maduracién, ni se asemejaron a los datos obtenidos con los otros probidticos. Por lo
tanto, otros mecanismos tendrian que ser los responsables de este hecho.
Marcadores como CTLA4 o B7-H1 también participan en el proceso de
tolerancia/anergia (Fife and Bluestone, 2008), por lo que seria interesante conocer su
expresién en las CD estimuladas con L. acidophilus, asi como estudiar los efectos en
un ensayo autélogo. El resto de probiéticos no disminuyeron la proliferacion de los
linfocitos T virgenes, pero si se observd que L. rhamnosus y L. fermentum
condicionaron a las CDmo de una manera distinta (Fig. 27C). Las CDmo estimuladas
con L. fermentum tuvieron un efecto mas inmunomodulador sobre la produccion de
IFNy por parte de los linfocitos T, y junto con B. lactis BI07, fueron las Unicas bacterias
que disminuyeron la produccién de IFNy en algin caso. En este contexto, seria
también interesante evaluar el potencial modulador de estos dos probiéticos bajo

condiciones de inflamacién.
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2. Efecto de los probidéticos sobre las células Caco-
2.

El epitelio intestinal constituye una barrera celular selectiva que permite el
paso de nutrientes pero impide que los microorganismos del lumen alcancen la ldmina
propia, donde desencadenarian una fuerte respuesta inflamatoria. La linea celular
Caco-2 se empez6 a utilizar como modelo epitelial del intestino delgado a partir de
1983 (Pinto and Zweibaum, 1983) y desde entonces, ha sido ampliamente utilizada en
estudios de interaccion epitelio-bacterias. Los enterocitos también participan
activamente en la respuesta inmunologica frente a los agentes invasores. Estas
células son sensibles a la estimulacion mediante citocinas inflamatorias, como el TNFa
o la IL-1B, y a la invasién de bacterias enteropatégenas, produciendo distintos tipos de
quimiocinas para atraer a células del sistema inmunolégico. Entre estas quimiocinas
se encuentran CCL20, IL-8 (0 CXCL8) y CXCL10.

Efectos sobre la expresidén de quimiocinas.

La quimiocina IL-8 atrae a neutréfilos al lugar de la inflamacién y su sintesis
estd desencadenada por el NF-kB (Gewirtz et al., 2000). CCL20, que también se
induce por el NF-kB, atrae a CDi y a linfocitos T CD45RO" (linfocitos T de memoria)
que presentan su receptor, CCR6 (Schutyser et al., 2003). Mientras que CXCL10 atrae
linfocitos T activados y monocitos que presentan su receptor CXCR3, y su expresion
puede ser inducida en el epitelio por el IFNy (Dwinell et al., 2001). La expresion de
estas 3 moléculas se encuentra incrementada en situaciones de inflamacién, como en
la Ell, y puede ser modificada por bacterias y por citocinas, como TNFa e IL-1
(Uguccioni et al., 1999, Kaser et al., 2004). Ademas de las funciones atrayentes,

CXCL10, posee también actividad antimicrobiana (Cole et al., 2001).

Varios estudios han demostrado que los probidticos pueden actuar de
diversas maneras sobre el epitelio. Hay probidticos que son capaces de disminuir los
efectos proinflamatorios desencadenados por un estimulo previo, como bacterias
enteropatégenas (Roselli et al., 2006) o quimiocinas proinflamatorias como la IL-8
(Wang et al., 2011b). Sin embargo, también hay bacterias probiéticas cuyo efecto

beneficioso radica en la estimulacion inmunoldgica del epitelio. En ratones SAMP (con
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una ileitis crénica similar a la encontrada en la Enfermedad de Crohn), la mezcla
probiética VSL#3 impide el incremento de la permeabilidad epitelial en los primeros
estadios de la enfermedad a través de la produccion del TNFa, mediada por la
activacion del NF-kB. En este estudio, se demostré que la presencia del TNFa es
necesaria para que se establezca la inflamacién, pero antes de que esta ocurra, el

TNFa puede tener una funcion protectora (Pagnini et al., 2010).

Los cultivos de células Caco-2 no polarizadas, similares a las encontradas en
las criptas de las vellosidades, sirvieron como modelo de un epitelio inflamado, donde
los procesos de proliferacion y renovacion se encuentran alterados y por lo tanto se
incrementa la permeabilidad de la barrera (Vereecke et al., 2011, van der Flier and
Clevers, 2009). Como observamos en la figura 31, las células Caco-2 no polarizadas
fueron mucho mas sensibles a las bacterias que las células Caco-2 polarizadas. En
general L. rhamnosus, L. acidophilus y B. lactis BI07 indujeron una débil respuesta en
comparacion con los otros probidticos, aunque L. rhamnosus, a la concentracion de
10® ufc/ml, desencadend un marcado incremento en los niveles de ARNm de IL8 y
CCL20 (Fig. 29). Por lo tanto, una elevada concentracion de determinados probioticos
puede resultar perjudicial. Como se ha comentado en el apartado de las células
dendriticas, las dos bifidobacterias utilizadas desencadenaron unos niveles de ARNm
de CXCL10 por debajo de la condicion basal (Fig. 19), sin embargo, este efecto no se

observé en las células Caco-2 (Fig. 31).

Efectos sobre la distribucidén de Zonula Occludens-1,

permeabilidad y adherencia.

La proteina ZO-1, que participa en las uniones estrechas entre los enterocitos,
posee una localizacién citosolica y une los filamentos de F-actina con la ocludina, una
proteina localizada en la membrana celular (Ward et al., 2000). El probiético L.
salivarius fue la Unica bacteria capaz de incrementar los niveles de RTE por encima de
los niveles basales. Sin embargo, aunque se ha demostrado que existe una relacion
entre la activacién del TLR2 (receptor para el PGN, componente mayoritario de la
pared celular de las bacterias Gram-positivas) y ZO-1 (Cario et al., 2004), en los
experimentos realizados en esta tesis no se pudo correlacionar el aumento de la RTE

producido por L. salivarius con una redistribucion apical de ZO-1. Como observamos
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en los analisis de expresion para las células Caco-2 polarizadas (Fig. 30), L. salivarius
activé la expresion de las quimiocinas estudiadas sin afectar a la integridad de la
monocapa. Sin embargo, L. rhamnosus, que disminuyé la resistencia de la monocapa
epitelial, no afect6 a los niveles de expresion de ARNm de las mismas quimiocinas.
Por lo tanto los efectos en la permeabilidad intestinal no estarian tan ligados, en un
primer momento, a la produccion de citocinas sino a efectos mas directos de las
bacterias sobre las células como la formacion de poros, desestabilizacién de las
uniones estrechas, etc. En condiciones basales, la membrana plasmatica de las
células Caco-2 presentd un aspecto rugoso, mientras que con algunas bacterias se
observd un alisamiento de las membranas plasmaticas. Aparte de este alisamiento,
los probidticos L. rhamnosus y B. lactis BI07 indujeron la formacién de
interdigitaciones entre las células Caco-2 (Fig. 33D/l); y B. lactis Bb12 (Fig. H) dio a
las membranas plasméticas un aspecto més rugoso, como si ZO-1 tuviera una
localizacion mas interna en la célula. Aunque estas modificaciones no se
correlacionaron con un incremento de la RTE, podrian tener un papel importante en la
estabilidad de la monocapa ante una agresion. Ambas especies patégenas utilizadas
como controles, S. typhimurium y C. perfringens, provocaron una disminucion de la
RTE similar, sin embargo, la distribucién de ZO-1 fue diferente. Las células Caco-2
estimuladas con C. perfringens presentaron un aspecto mas redondeado y liso que las

estimuladas con S. typhimurium.

Como observamos en los ensayos de adherencia, C. perfringens no fue capaz
de adherirse a las células Caco-2, sin embargo, el potencial patégeno de esta bacteria
reside en las toxinas que produce. Estas toxinas pueden modificar la distribucién de
las uniones estrechas o formar poros en las membranas dando a las células un
aspecto redondeado (Berkes et al., 2003). Esta morfologia redondeada también se
observé en las células Caco-2 estimuladas con L. rhamnosus a una concentracién de
10® ufc/m (Fig. S2), que presentaron también un descenso brusco en la RTE
(Fig.32.C).

Al analizar la capacidad de adherencia de L. rhamnosus, observamos que era
capaz de adherirse a las células Caco-2 de una manera muy eficiente. Esta
caracteristica, junto con un sobrecrecimiento de las bacterias adheridas a las células

Caco-2, pudo afectar a la estabilidad de la monocapa. El resto de probibticos
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utilizados fueron también capaces de adherirse a las células Caco-2. En el caso de L.
acidophilus NCFM, se han descrito numerosos genes que codifican para proteinas de
unién a mucus y fibronectina, lo que le confiere una gran capacidad de adhesién al
epitelio intestinal humano (Altermann et al., 2005). En el caso de las células Caco-2
cultivadas con las bifidobacterias, se recuper6 un nimero similar de colonias que con
L. rhamnosus (Fig. 34), pero no observamos cambios en la permeabilidad de la
monocapa (Fig. 32), indicando que podria ser una bacteria mas segura a altas

concentraciones.

Efecto de los factores solubles del epitelio sobre las

células dendriticas derivadas de monocitos.

Los factores solubles producidos por las CEl determinan las caracteristicas
que presentan las CD intestinales. Los principales factores que favorecen el desarrollo
de CD con un fenotipo tolerogénico son TGF-B, AR y TSLP. Ademas de las CEl, las

CD poseen la capacidad necesaria para sintetizar estos factores.

Las CEIl producen TSLP de manera constitutiva, y en las células Caco-2 su
sintesis puede ser desencadenada por bacterias a través de la activacién del NF-kB
(Cultrone et al., 2013, Lee and Ziegler, 2007). Sin embargo, solo cuando las células se
encuentran en un estado no polarizado son capaces de sintetizar TSLP ante estimulos
bacterianos (Rimoldi et al., 2005). En la enfermedad de Crohn, las CEIl producen
menos TSLP que los individuos sanos, por lo que el TSLP colabora de algun modo en
el mantenimiento de la homeostasis intestinal (lliev et al., 2009b). En otros tejidos
como el pulmoén, un exceso de TSLP esta asociado con procesos asmaticos por una
respuesta exacerbada de tipo Th2 y una disminucién de la funcion supresora de los
linfocitos Treg (Nguyen et al., 2010). Estudios de condicionamiento en CDmo con
TSLP, demostraron que la inhibicién de la respuesta tipo Th1, solo se producia en un
pequefio rango de concentracién de TSLP, y concentraciones fuera de ese rango
permitian a las CDmo desencadenar una respuesta proinflamatoria (Rimoldi et al.,
2005). Se ha demostrado en ratén, que las CD CD103" intestinales producen unos
niveles de TSLP similares al epitelio (Spadoni et al., 2012), y que las CD derivadas de
la médula ésea producen TSLP cuando son estimuladas por los ligandos de los TLR

(Spadoni et al., 2012). Cuando compararamos los datos obtenidos en las CDmo (Fig.
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20) y en las Caco-2 (Fig. S3) con respecto a la expresién de TSLP, observamos que
las CDmo presentaron una expresion basal mas alta que las células Caco-2, y ante los
mismos estimulos desencadenaron un mayor incremento en los niveles de ARNm de
TSLP. Debido a que la activacion del NF-kB por S. typhimurium en las células Caco-2
(Fig. S4) se desencadena al igual que en las CDmo, las células Caco-2 necesitarian
una estimulacion méas prolongada en el tiempo para incrementar la produccién de
TSLP, y por lo tanto, ante un estimulo proinflamatorio como S. typhimurium, las CD
circulantes que migran a la lamina propia serian las encargadas de producir grandes
cantidades de TSLP para atraer a otras CD (Fernandez et al., 2011) o baséfilos al

lugar de infeccion (Perrigoue et al., 2009).

El AR es otro factor que también participa de manera activa en la creacién de
un ambiente tolerogénico. Estudios en ratones demostraron que las CD CD103" de los
NLM son capaces de convertir el retinol en AR mediante las enzimas aldehido
deshidrogenasa (aldh), miembro A1 y A2 de la famila 1 (adh1al, aldh1a2) (Coombes
et al., 2007). Sin embargo, dependiendo del ambiente en el que se sintetice el AR,
puede desencadenar la expansién de células Th1 y Th17 (Agace and Persson, 2012).
Ademas, el AR tiene un efecto mas directo en la inmunidad innata ya que, como se ha
demostrado en ratones, los ligandos del TLR2 son capaces de incrementar la
expresion de Aldh1a2 (Wang et al., 2011a), e inducir un perfil regulador mediado por
la expresion de Socs3 (Manicassamy et al., 2009). Sin embargo, cuando se
estimularon las CDmo con las bacterias, se observo que las bacterias Gram-positivas,
excepto curiosamente L. fermentum y B. lactis BI07, incrementaron los niveles de
ARNm de ALDH1A2 (Fig. S5).

Varios estudios demostraron que las CD CD103" proceden de los PCD o de
las células pre-CD, y como se coment6 en el apartado de origen de las CD (pagina 19)
estos precursores ya no pueden dar lugar a monocitos (Bogunovic et al., 2009).
Debido a que estos experimentos se realizaron principalmente en ratén, y al hecho de
que en el trabajo de lliev et al (2009) obtuvieran CDmo CD103" utilizando el
sobrenadante de cultivo de las células Caco-2, se propuso analizar los efectos de un

epitelio estimulado con bacterias sobre la diferenciacion y la maduracién de las CDmao.
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En los experimentos de maduracion, no observamos ni expresion de CD103,
ni cambios en la expresion de moléculas coestimuladoras, ni de CCR7 (Fig. 36), lo
que indicé que las CDmo diferenciadas en medio de cultivo de Caco-2 fueron
insensibles a factores proinflamatorios secretados por el epitelio. Recientemente, se
ha demostrado en ratones que las CD 103", al igual que las CX3CR1, eran capaces
de atravesar el epitelio intestinal y fagocitar las bacterias (Farache et al., 2013). Por
tanto, o bien los monocitos no son los precursores mas idéneos para realizar este tipo
de experimentos, o el ambiente proinflamatorio desencadenado por el epitelio no es
suficiente para inducir la maduracion y migracion de estas CD. Debido a que los
monocitos son atraidos a los lugares de inlamacion, se analizaron las caracteristicas
de los monocitos circulantes que acudirian a la mucosa intestinal ante sefales
proinflamatorias desencadenadas por el epitelio y su capacidad para diferenciarse a
CDmo. Las CDmo obtenidas en estos ensayos presentaron niveles menores de CD80,
CD83 y del MHC-II (Fig. 37) y unos niveles mayores de CD14, con respecto a CDmo
diferenciadas bajo condiciones basales. Desde hace afios se conoce que la
diferenciacion de monocitos a CDmo es inhibida en presencia de LPS. Los monocitos
son precursores de CD y de macréfagos, y en presencia de LPS, incluso junto a GM-
CSF e IL-4, tienden a diferenciarse a macrofagos (Rotta et al., 2003, Palucka et al.,
1999). Por lo que una situacién inflamatoria desencadenada por el epitelio intestinal
atraeria a los monocitos circulantes que intentarian destruir el agente causante de la
infeccién de manera directa actuando como macréfagos. En un modelo de raton, se
ha observado que las CD CX3CR1" presentes en la lamina propia expresan los
marcadores CD14" y CD11b", y proceden de monocitos LyC6" (que corresponden a
los monocitos CD14" en humanos) (Varol et al., 2009, Strauss-Ayali et al., 2007), por
lo que en humanos, los monocitos podrian ser una fuente importante de células
CX3CR1™.
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Figura 39. Esquema del hipotético uso de los probidticos estudiados en un intestino
danado, de acuerdo con los resultados obtenidos y a datos de modelos murinos. Ante
estimulos proinflamatorios el epitelo secreta quimiocinas como la IL-8, CXCL10 o CCL20. La
IL-8 atrae neutrofilos al lugar de la inlamacion, que pueden dafar el tejido. CXCL10 atrae a
células que presentan su receptor CXCR3 como linfocitos T efectores como Th1 y CD. En
cambio, CCL20 en las PP atrae a CDi, que expresan su receptor CCR6, desde la zona
subepitelial del domo (SED) hasta el epitelio asociado al foliculo (EAF). Estas CD CCR6+
migraran posteriormente a la zona interfolicular (IFR) de la PP para realizar la presentacion
antigénica. En los resultados obtenidos, B. lactis BI07 y L. acidophilus no desencadenaron la
expresion de estas quimiocinas en células Caco-2 no polarizadas, por tanto, no potenciarian
las sefiales proinflatorias en un intestino dafiado. En condiciones basales, las CD CD103" y
CX3CR1" estan patrullando por el epitelio intestinal, pero solo las CD CD103" son capaces de
migrar a los NLM. Ademas de estas poblaciones de CD, bajo condiciones de inflamacion son
reclutados monocitos y pre-CD desde el torrente sanguineo a la lamina propia. B. lactis BIO7 y
L. fermentum podrian modular la maduracion de las CD presentes en la LP o PP y paliar las
respuestas proinflamatorias de los linfocitos T efectores, mientras que, L. acidophilus podria
limitar el exceso de proliferacion de los linfocitos T. L. salivarius incrementa la RTE en las
células Caco-2, aunque su uso podria estar mas indicado de un modo profilatico que
terapéutico, ya que induce la expresion de varias quimiocinas.

PP: placa de Peyer; LP: lamina propia; EAF: epitelio asociado al foliculo; IFR: zona
interfolicular; SED: zona subepitelial del domo; A RTE: incremento resistencia transepitelial
eléctrica; CD: célula dendritica; CDi: célula dendritica inmadura; Mg: macréfago.

oIinfocito Th17;. linfocito Th1; linfocito Treg; © neutroéfilo; monocito; |~ CD
CX3CR1* (PP); 2’%: CD CCRé6" (PP); #\ CD/Mg CX3CR1™ (LP); : CD 103" (LP); ¥
pre-CD.

Ante estimulos o situaciones proinflamatorias, los enterocitos secretan IL-8,
CXCL10 y CCL20 para atraer a células del sistema inmunitario y acabar con el agente
causante de la infeccion. La IL-8 atrae a neutréfilos que secretan mas IL-8 mediante la
activacion de los TLR, y factores dafinos para el tejido como enzimas metabolitos del
oxigeno citotéxicos. A su vez, CXCL10 atrae a células que presentan su receptor
CXCR3, como linfocitos Th1 y CD de origen mieloide. Mientras que CCL20 es el
ligando para el CCRS6, presente en las CD inmaduras de la zona SED de las placas de
Peyer. Estas CD CCR6" migran a la zona interfolicular y realizan la presentacion
antigénica. En la LP, las CD CD103" son las encargadas de mantener la homeostasis
intestinal ya que en condiciones basales inducen la diferenciacion de linfocitos Treg en
los NLM, sin embargo, bajo condiciones de inflamacion pierden esa capacidad
tolerogenica y son capaces de inducir un perfil Th1/Th17. Células que actian como
precursores de las CD, como monocitos y pre-CD son reclutados desde la corriente

150



Discusion.

sanguinea para favorecer la respuesta inmunoldégica. En la Ell, se ha identificado que
las CD de la mucosa intestinal presentan unos niveles de moléculas coestimuladoras
CD86, CD40 y CD83 elevados (Kelsall and Leon, 2005). Los probidticos estudiados
durante esta tesis podrian actuar en diferentes ambientes intestinales en un hipotético
tratamiento. B. lactis BI0O7 podria limitar la presentacion antigénica y la migracion al
inhibir la maduracién de las CD, mientras que L. acidophilus podria paliar el exceso
de proliferacion linfocitaria en los NLM. El probidtico L. salivarius fue el Unico de los
probiéticos ensayados que incrementd la resistencia en un modelo de monocapa
epitelial de células Caco-2. Aunque, al desencadenar un incremento en la expresion
de ARNm de CXCL10, CCL10 e IL8 en un modelo de epitelio dafiado quiza no sea el
probidtico mas adecuado para revertir la inflamacién. Sin embargo, podria ser de gran
utilidad para prevenir recaidas en la Ell. El efecto protector de L. salivarius CECT
5713 ya se observé en ratones, donde se demostrd que prevenia el desarrollo de la
colitis (Arribas et al., 2012). Otros probidticos como L. acidophilus y L. fermentum
resultaron mas seguros en este modelo. En otros estudios, se ha demostrado que
algunos de los probidticos utilizados en esta tesis, L. rhamnosus y L. salivarius son
capaces de sintetizar sustancias bactericidas (Jimenez et al., 2010, Olivares et al.,
2006, Gopal et al., 2001), lo que podria ser de utilidad en la eliminacién de bacterias

patégenas.

Se necesitan nuevos estudios para determinar si PPARy y STAT3 estan
implicados en las rutas de sefalizacion de B. lactis BIO7 y L. fermentum, y si los
sobrenadantes de B. lactis BI0O7 ejercen alguna funcién. Seria también interesante
determinar como se comportarian las CDmo estimuladas con L. acidophilus en un
ensayo autdlogo y bajo condiciones de inflamacion. L. salivarius es capaz de inducir
una respuesta inmunolégica en un modelo de epitelio y a su vez incrementar la
resistencia, por lo tanto, analizar la resistencia de un epitelio pretratado con L.

salivarius ante posibles patdgenos aportaria datos de interés sobre este probidtico.
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Conclusiones.

Los datos obtenidos durante esta Tesis doctoral permitieron concluir:

l. Los distintos lactobacilos estudiados desencadenaron la maduraciéon de las CDmo
de forma diferente. En cambio, las bifidobacterias apenas indujeron cambios en la

expresion de marcadores de maduracion.

Il. Las bacterias patdégenas, tanto Gram-positivas como Gram-negativas,
incrementaron los niveles de ARNm de /L2 e IFNG. En general, los lactobacilos
desencadenaron una respuesta proinflamatoria mayor sobre las CD que las
bifidobacterias. Entre los lactobacilos, L. fermentum tuvo un efecto mas especifico
sobre los genes relacionados con la ruta del NF-kB, AP-1 y STAT3. Mientras que las

bifidobacterias disminuyeron la expresién de PRR y de genes relacionados con IFN.

lll. Las CDmo fueron capaces de fagocitar todas las especies bacterianas, a

excepcion de C. perfringens, y de activar la translocacion del NF-kB al nucleo.

IV. Las CDmo estimuladas con L. acidophilus indujeron una menor proliferacion sobre
los linfocitos T virgenes. Aunque la produccion de IFNy por estas células fue muy
variable, algunos probioticos, como L. fermentumy B. lactis BI07, indujeron una menor

produccion de IFNy, lo que podria sugerir una posible funcién reguladora.

V. Las células Caco-2 polarizadas fueron menos sensibles a los estimulos
bacterianos. Los probiodticos utilizados desencadenaron perfiles de expresion

diferentes de quimiocinas involucradas en la respuesta inmunolégica intestinal.

VL. Los probidticos, en general, no modificaron la permeabilidad de la monocapa
epitelial, a excepcién de L. salivarius que indujo un incremento en la resistencia de
manera gradual. Este incremento de la resistencia no se correlaciond con un cambio

en la distribucién de ZO-1.

VII. Los distintos probioticos utilizados fueron capaces de adherirse a una linea celular

de epitelio intestinal en distinto grado.

154



Conclusiones.

VIIl. Las CDmo diferenciadas en un cocultivo con células Caco-2 no fueron capaces
de madurar cuando las células Caco-2 cultivadas en el inserto se estimularon con
distintas bacterias. Sin embargo, cuando los monocitos se intentaron diferenciar a
CDmo en presencia de factores proinflamatorios procedentes del epitelio intestinal,
estas células mostraron un perfil diferente de las CDmo diferenciadas en condiciones

basales.
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Conclusions.

The results obtained in this Thesis let me to conclude the following conclusions:

I. Lactobacillus spp. triggered maturation on monocyte-derived dendritic cells (moDCs)
in a different degree, whereas, Bifidobacterium spp. Induced slight changes in the

expression of maturation markers.

Il. Pathogen bacteria, both Gram-negative and Gram-positive, increased mRNA levels
of IL2 and IFNG on moDCs. In general, Lactobacillus spp. induced a greater pro-
inflammatory response than Bifidobacterium spp. Among Lactobacillus spp., L.
fermentum showed a more specific effect on genes related with NF-kB, AP-1 and
STAT3 pathways; whereas Bifidobacterium spp. decreased PRRs and IFN related

genes.

lll. Monocyte-derived dendritic cells were able to carry out phagocytosis of all bacterial
species, with exception of C. perfringens, and to promote translocation of NF-kB to the

nucleus.

IV. L. acidophilus -stimulated moDCs induced lower proliferation of naive T cells than
other bacteria. However the production of IFNy by T cells was heterogeneous, and L.
fermentum and B. lactis BI07 might have a regulatory function.

V. Non-polarized Caco-2 cells, more usual in inflamed epithelium, were more sensitive
to the stimuli than polarized cells. Probiotics triggered different profiles of chemokine

expression.

VL. In general, probiotics did not modify the permeability of Caco-2 cells monolayer,
with the exception of L. salivarius, which gradually increased the resistance of
monolayer. Nevertheless, this increase did not correlate with changes in the Zonula-

Occludens (ZO)-1 distribution.

VII. All probiotics had the ability to adhere to Caco-2 cells surface with different degree.
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Conclusions.

VIIl. Monocyte-derived dendritic cells differentiated in co-culture with Caco-2 cells,
were not able to mature in the presence of pro-inflammatory stimuli from bacteria-
stimulated Caco-2 cells. Nevertheless, when monocytes are induced to differentiate to
moDCs in presence of intestinal epithelial pro-inflammatory factors, these cells showed
different profiles from moDCs differentiated in basal culture medium.
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Figura S1. Expresion de los marcadores de maduracion, expresados como porcentaje, en CDmo estimuladas con las distintas bacterias.
Los resultados fueron analizados mediante el test pareado no paramétrico de Wilcoxon. * Resultado estadisticamente significativo. * = p < 0,05.



Siglas del
gen

BTK
CASP8
CCL2
CD14
CD80
CD86
CHUK
CLECA4E
CSF2
CSF3
CXCL10
EIF2AK2
ELK1
FADD
FOS
HMGB1
HRAS
HSPA1A
HSPD1
IFNA1
IFNB1
IFNG

IKBKB

Secuencia
referencia

NM_000061
NM_001228
NM_002982
NM_000591
NM_005191
NM_006889
NM_001278
NM_014358
NM_000758
NM_000759
NM_001565
NM_002759
NM_005229
NM_003824
NM_005252
NM_002128
NM_005343
NM_005345
NM_002156
NM_024013
NM_002176
NM_000619

NM_001556

Nombre oficial del gen

Tirosina kinasa de Bruton
Caspasa 8
Ligando quimiocina 2
Molécula CD14
Molécula CD80
Molécula CD86
Quinasa ubicua de hélice-bucle-hélice conservado
Dominio tipo C-lectina, familia 4, miembro E
Factor estimulador de colonias granulocito-macrofago
Factor estimulador de colonias granulocito
Ligando quimiocina 10
Quinasa 2 del factor 2 alpha de inicio de la traduccion en eucariotas
Miembro de la familia de oncogenes ETS
Dominio de muerte asociado a Fas
Oncogen homologo al del virus del osteosarcoma murino FBJ
Proteina 1 del grupo de alta movilidad
Oncogén homologo al del virus del sarcoma de las ratas Harvey
Proteina de choque térmico 70kDa
Proteina de choque térmico 70kDa (chaperonina)

Interferon alpha 1

Interfer6n beta 1

Interferon gamma

Quinasa beta del inhibidor del factor nuclear potenciador de las cadenas

ligeras kappa de las células B activadas

Categoria funcional

Proteina de unién a TLR
Proteina efectora
Ruta del NF-kB
Proteina de union a TLR
Regulacién de inmunidad adaptativa
Regulacién de inmunidad adaptativa
Ruta del NF-«kB
Ruta del factor nuclear IL-6
Ruta del NF-«kB
Ruta del NF-«kB
Proteina efectora
Proteina efectora
Ruta del JNK/p38
Proteina efectora
Ruta del JNK/p38
Proteina de union a TLR
Proteina de uniéon a TLR
Proteina de union a TLR
Proteina de uniéon a TLR
Ruta del IRF
Ruta del IRF
Ruta del IRF

Ruta del NF-kB



IL10
IL12A
ILT1A
IL1B
IL2
IL6
IL8
IRAK1
IRAK2
IRF1
IRF3
JUN
LTA
CD180
LY86
LY96
MAP2K3
MAP2K4
MAP3K1

TAK1

TAB1
MAP4K4
MAPKS
MYD88
NFKB1

NM_000572
NM_000882
NM_000575
NM_000576
NM_000586
NM_000600
NM_000584
NM_001569
NM_001570
NM_002198
NM_001571
NM_002228
NM_000595
NM_005582
NM_004271
NM_015364
NM_002756
NM_003010
NM_005921

NM_003188

NM_006116
NM_004834
NM_002750
NM_002468
NM_003998

Interleucina 10
Interleucina 12A
Interleucina 1 alpha
Interleucina 1 beta
Interleucina 2
Interleucina 6
Interleucina 8
Quinasa 1 asociada al receptor de IL-1
Quinasa 2 asociada al receptor de IL-1
Factor 1 regulador del interferén
Factor 3 regulador del interferén
Protooncogén Jun
Linfotoxina alpha
Molécula CD180
Antigeno 86 de linfocito
Antigeno 96 de linfocito
Proteina quinasa quinasa 3 activada por mitégenos
Proteina quinasa quinasa 4 activada por mitégenos
Proteina quinasa quinasa quinasa 1 activada por mitdgenos
Quinasa activada por el TGF
Proteina de unién a la quinasa activada por el TGF(3
Proteina quinasa quinasa quinasa quinasa 4 activada por mitégenos
Proteina quinasa 8 activada por mitégenos
Proteina de respuesta primaria de diferenciacién mieloide 88
Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las

Ruta del NF-«kB
Ruta del NF-kB
Ruta del NF-«kB
Ruta del NF-kB
Ruta del NF-«kB
Ruta del NF-kB
Ruta del NF-«kB
Proteina efectora
Proteina efectora
Ruta del IRF
Ruta del IRF
Ruta del JNK/p38
Ruta del NF-«kB
Homdélogo TLR
Proteina de union a TLR
Proteina de union a TLR
Ruta del JNK/p38
Ruta del JNK/p38
Ruta del JNK/p38

Proteina efectora

Proteina efectora
Ruta del NF-kB
Ruta del JNK/p38
Adaptador de TLR
Ruta del NF-kB



NFKB2

NFKBIA

NFKBIL1

NFRKB
NR2C2
PELI
PPARA
PRKRA
PTGS2
REL
RELA

RIPK2

SARM1
SIGIRR
ECSIT
TBK1
TICAM2

TIRAP

TLR1
TLR10
TLR2

NM_002502
NM_020529

NM_005007

NM_006165
NM_003298
NM_020651
NM_005036
NM_003690
NM_000963
NM_002908
NM_021975

NM_003821

NM_015077
NM_021805
NM_016581
NM_013254
NM_021649

NM_001039
661

NM_003263
NM_030956
NM_003264

células B activadas 1

Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas 2 (p49/p100)

Inhibidor alfa del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas

Inhibidor tipo 1 del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas

Factor nuclear relacionado con la proteina de union a kappaB
Miembro 2, del grupo C, de la subfamilia de receptores nucleares
Homadlogo de Pellino 1
Receptor alfa activado por los proliferadores de los peroxisomas
Proteina quinasa activada por ARN de doble cadena inducida por el IFN
Prostaglandina endoperoxido sintasa 2
Oncogen homélogo al gen v-rel de |a reticuloendoteliosis viral
Oncogen homologo A al gen v-rel de |a reticuloendoteliosis viral

Serina treonina quinasa 2 que interactia con el receptor

Sterile alfa y proteinas que contienen el motivo TIR
Dominio de inmunoglobulina simple y de TIR
Homélogo al gen ECSIT
Quinasa 1 de unién a TANK
Molécula adaptadora 2 de TLR (TRAM)

Proteina adaptadora que contiene el dominio TIR

Receptor tipo Toll 1
Receptor tipo Toll 10
Receptor tipo Toll 2

Ruta del NF-kB
Ruta del NF-kB

Ruta del NF-kB

Ruta del NF-«kB
Proteina efectora
Proteina de union a TLR
Proteina efectora
Proteina efectora
Ruta del factor nuclear IL-6
Ruta del NF-«kB

Ruta del NF-kB

Proteina de union a TLR
Regulacion de la inmunidad innata

Proteina de union a TLR
Inhibidor de TLR
Proteina efectora

Ruta del IRF
Proteina adaptadora

Proteina adaptadora

Receptor tipo Toll
Receptor tipo Toll
Receptor tipo Toll



TLR3 NM_003265 Receptor tipo Toll 3 Receptor tipo Toll
TLR4 NM_138554 Receptor tipo Toll 4 Receptor tipo Toll
TLR5 NM_003268 Receptor tipo Toll 5 Receptor tipo Toll
TLR6 NM_006068 Receptor tipo Toll 6 Receptor tipo Toll
TLR7 NM_016562 Receptor tipo Toll 7 Receptor tipo Toll
TLR8 NM_138636 Receptor tipo Toll 8 Receptor tipo Toll
TLR9 NM_017442 Receptor tipo Toll 9 Receptor tipo Toll
TNF NM_000594 Factor de necrosis tumoral Ruta del NF-kB
TNFRSF1A  NM_001065 Miembro 1A de la superfamilia de receptores del tumor de necrosis tumoral Ruta del NF-«kB
TOLLIP NM_019009 Proteina que interactua con Toll Proteina de unién al TLR
TRAF6 NM_004620 Factor 6 asociado al receptor del TNF Regulaciig:pillﬁvigmunidad
TICAM1 NM_182919 Molécula adaptadora 1 de TLR (TRIF) Proteina adaptadora
UBE2N NM_003348 Enzima E2N conjugada con la ubiquitina Proteina efectora
UBE2V1 NM_021988 Variante 1 de la enzima E2 conjugada con la ubiquitina Proteina efectora
B2M NM_004048 Beta 2 microglobulina Gen de referencia
HPRT1 NM_000194 Hipoxantina fosforibosil transferasa Gen de referencia
RPL13A NM_012423 Proteina ribosolmal L13A Gen de referencia
GAPDH NM_002046 Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa Gen de referencia
ACTB NM_001101 Beta actina Gen de referencia
HGDC SA_00105 _ Control de cgg;aérm?c%cién de ADN
RTC SA_00104 - Control de la transcripcion reversa
PPC PPC - Control positivo de la PCR

Tabla S1. Genes incluidos en el estudio de la ruta de sefalizacion de los TLR humanos (Numero de catalogo: PAHS-018).



Anexo .

Gen ST CP LR LA LF LS BL DN
BTK -0,081 -3,517 1,261 1,811 0,002  -1,168 -1,237 -1,511
CASP8 -2,555  -4,718 7,749  -1,892  -1,522  -1,489 -1,605 -2,137
CCL2 9,156 1,530 9,217 13,667 13,282 6,259 5,043 4,790
CDh14 -1,336  -3,201 -1,220 1,361 1,649  -1,492 -1,616 -1,445
CD8o 2,529  -0,277 2,237 3,409 1,563 2,470 1,431 -1,127
CD86 1,719 1,675 1,533 4,214 1,545 2,838 2,462 1,538
CHUK 1,268 1,036 2,210 2,313 2,046 1,928 1,448 1,458
CLEC4E 4143  -3,382 2,118 5,224 3,953  -1,354 -1,417 -1,125
CSF2 906,615 211,019 155,588 261,937 142,564 194,580 59,503 46,709
CSF3 1088,077 13,304 14,641 178,087 322,615 20,892 5,210 6,265
CXCL10 6,310 -12,859 -2,296  -0,140 2,273  -3,954 -79,521  -34,868
EIF2AK2 -1,554  -7,600 -1,046  -0,201 0,032  -4,639 6,175 -7,497
ELK1 1,795 1,727 2,305 2,951 1,433 2,726 2,150 2,022
FADD -1,734  -1,336 0,322 1,912 -1,136  -1,119 1,326 1,100
FOS 1,444 2,249 4,244 3,695 0,019 1,574 1,912 1,307
HMGB1 -1,071 1,219 1,465 1,881 0,068 1,664 1,970 1,712
HRAS -0,038 1,261 1,959 2,597 1,397 1,930 1,667 1,503
HSPA1A -1,480 2,431 1,196 0,162  -1,433 1,173 2,621 1,698
HSPD1 -1,414 1,218 1,391 1,807 1,101 1,163 1,698 -1,154
IFNA1 3,036 1,594 2,726 -0,107 1,559 2,996 -0,058 1,714
IFNB1 5,255  -1,783 -9,776  -5458  -5,088 -3,706 -10,918 -15,930
IFNG 49,459 92,051 3,179 4,857 1,477 3,062 2,592 1,361
IKBKB -0,004 1,096 2,108 1,651 0,022 1,472 1,226 1,169
IL10 26,923 4,979 9,680 21,085 29,069 18,641 3,205 4,016
IL12A 2,452 2,470 1,793 1,693 1,995 1,423 -1,827 -0,178
IL1A 168,416 10,033 64,924 48,881 56,076 60,055 14,258 12,938
IL1B 508,712 44,124 130,217 174,302 158,706 144,381 25,586 37,267
IL2 25,485 14,876 -1,241 1,843 0,157 1,275 -1,975 1,611
IL6 337,636 7,630 13,787 51,075 108,258 43,456 4,908 6,005
IL8 35,143 7,015 19,872 21,372 18,923 12,511 8,172 6,178
IRAK1 0,035  -1,278 0,186 2,084  -1,105  -1,587 1,897 -1,185
IRAK2 10,122 2,211 8,033 10,637 5,681 5,284 4,147 3,350
IRF1 2,005 0,013 0,041 0,038 1,069  -1,254 -0,048 -1,371
IRF3 -1,550 1,772 2,355 2,289  -1,242 1,985 2,403 2,142
JUN 1,173 1,879 5,344 5,639 1,172 3,197 3,157 1,642
LTA 7,368 5,869 5,154 5,496 1,389 6,821 3,377 2,318
CD180 -1,627  -2,745 -1,664  -1,292  -1,540  -1,926 -1,261 2,112
LY86 -0,010  -1,889 1,349 1,773 1,241 1,545 -1,110 1,063
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LY96
MAP2K3
MAP2K4
MAP3K1
MAP3K?7

TAB1
MAP4K4

MAPKS8
MAPKSIP3
MYD88
NFKB1
NFKB2
NFKBIA
NFKBIL1
NFRKB
NR2C2
PELI1
PPARA
PRKRA
PTGS2
REL
RELA
RIPK2
SARM1
SIGIRR
ECSIT

TBK1

TICAM2
TIRAP
TLR1
TLR10

TLR2

TLR3

TLR4

TLR5

TLR6

TLR7

TLR8

TLR9

1,604
9,274
1,250
-1,120
-1,563
-3,031
2,995
1,173
-2,311
1,302
4,371
1,674
4,821
-0,022
-1,845
-1,745
4,452
-1,171
0,034
509,428
3,549
1,334
9,389
-3,005
1,012
-0,035
1,238
-0,100
-3,605
-1,422
1,803
2,080
-0,167
-2,320
1,276
-2,281
4,508
1,176
1,488

-1,232
5,467
-1,056
2,460
-1,510
-2,094
2,287
1,253
-0,062
-4,071
3,031
0,406
2,893
1,120
-1,817
-1,733
-1,205
-0,019
-1,218
57,795
3,945
-0,044
2,052
-1,203
1,490
-1,191
-1,264
-0,084
-2,958

-17,987

-1,215
-5,151
-2,449
11,760
-2,636
-8,890
-2,830

0,017

2,119

1,833
12,953
1,677
3,516
-0,424
1,242
2,585
1,631
1,254
-1,086
3,328
1,221
4,191
1,163
0,985
-1,337
1,639
1,646
1,413
71,089
8,286
1,516
5,108
1,761
1,006
1,314
1,566
0,241
-0,305
-4,037
2,980
1,780
-0,012
-3,106
1,100
-1,939
0,549
2,565
1,941

2,196
20,153
1,858
4,466
0,104
-1,261
2,773
1,544
-0,056
1,206
3,915
1,763
4,705
1,753
1,271
-0,084
1,739
1,780
1,698
121,389
7,632
1,920
6,109
1,768
2,124
1,826
1,835
0,275
-1,498
-1,466
2,373
2,698
-2,498
-2,775
-0,068
-1,839
3,540
2,955
2,084

0,321
4,896
1,182
1,026
-1,477
-2,013
1,763
1,145
-1,533
0,820
2,324
1,276
3,599
1,305
-1,499
-1,629
1,648
-0,197
0,049
113,904
1,588
1,215
6,012
-3,303
1,179
-1,344
1,070
-1,646
-1,523
1,077
1,754
3,096
-2,076
0,000
1,169
-1,483
0,659
1,599
1,678

1,564
9,503
1,437
3,112
-1,150
-1,800
2,102
1,277
-1,608
-3,231
4,915
1,237
4,293
1,128
0,935
-1,248
1,231
1,284
1,312
68,707
4,718
1,175
4,065
0,066
-1,095
0,019
1,382
-1,067
-2,609
-2,740
-0,125
1,599
-1,735
-2,686
1,388
-2,610
0,156
1,277
2,644

Anexo .

1,232
8,150
1,335
3,541
1,081
0,764
1,844
1,605
1,312
-2,654
2,166
-1,051
2,196
1,562
-0,040
-0,016
0,210
1,463
1,206
23,813
4,216
1,555
2,483
1,866
1,978
1,261
0,141
1,518
-0,320
-4,787
1,539
-1,394
-1,926
-4,171
-1,263
-2,302
1,505
1,377
3,470

1,333
5,304
1,240
2,352
-1,096
0,024
1,693
1,738
1,262
-2,424
2,933
1,605
2,286
1,463
1,041
0,925
0,419
1,226
1,142
26,697
2,367
1,189
1,727
1,414
1,953
1,429
1,166
1,044
1,477
-4,619
1,573
-1,391
-1,683
-2,874
0,081
-1,480
0,023
1,467
3,502
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TNF
TNFRSF1A
TOLLIP
TRAF6
TICAM1
UBE2N
UBE2V1

170

37,953
-3,589
-1,029
-1,167

1,783

1,087
-0,307

49,033
-6,424
-1,137
-1,114
-1,203

1,230

0,049

23,814
-6,930
1,674
2,261
1,995
1,968
2,578

20,090
-2,490
1,854
2,441
2,449
2,274
2,017

12,921
-2,410
1,346
0,971
1,328
1,623
-0,186

48,981
-4,453
1,611
1,764
1,793
1,885
0,175

20,635
-2,006
1,556
1,617
1,453
1,912
0,214

17,017
-2,182
1,214
1,252
1,738
1,637
0,775



Anexo .

S. typhimurium C. perfringens

L. rhamnosus L. acidophilus

L. fermentum L. salivarius

B. lactis Bb12 B. lactis BI07

Figura S2. Marcaje de la proteina de membrana ZO-1 en células Caco-2 estimuladas con
diferentes especies de bacterias a una concentracion de 10° ufc/ml. Se analiz6 la expresion de
Z0O-1 a lo largo del eje Z utilizando un microscopio confocal Leica. Las imagenes fueron tomadas con
el objetivo 40x y procesadas mediante el software Leica realizando la proyeccion maxima de todos los
cortes obtenidos. Los experimentos se realizaron en duplicado y se realizaron al menos 2 secuencias
de fotografias para cada duplicado.
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TSLP
3-
o C110° ufe/ml
]- B 107 ufc/ml
19 T I 108 ufc/ml
o 0
-1
-2
_3-
-4 ST LS Blo7

Figura S3. Efecto de distintas especies bacterianas sobre los niveles de ARNm de
TSLP en células Caco-2 no polarizadas. Los valores estan representados como FC con
respecto a la condicién basal, y normalizados con el gen de referencia GADPH.

ST: S. typhimurium; LS: L. salivarius; BI07: B. lactis BI07.

Fig. S4. Marcaje del NF-kB en células Caco-2 no polarizadas en condiciones basales
(izquierda) y células Caco-2 estimuladas con S. typhimurium (derecha) durante 90 minutos.
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Figura S5. Cambios en la expresion del ARNm de ALDH1A2 en CDmo estimuladas con
bacterias. Los valores estan representados como FC con respecto a la condicién basal. El gen
de referencia utilizado para la normalizacion fue el gen ribosomal GADPH.
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