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Introduccion

Introduccidn general

El tracto gastrointestinal de los mamiferos se encuentra colonizado por miriadas de especies
bacterianas diferentes que constituyen la microbiota. La misma tiene representantes de los tres
dominios de la vida (Archaea, Bacteria y Eukarya y sus virus) y juega un rol central en el
mantenimiento de la homeostasis intestinal’. La importancia de los microorganismos comensales
en el correcto mantenimiento de las funciones metabdlicas, absortivas e incluso en el desarrollo de
las estructuras del epitelio intestinal ha conducido a que muchos autores consideren a la
microbiota como un érgano mas del individuo®.

La presencia de microorganismos comensales complementa las funciones metabdlicas del
huésped. Son ejemplo de esto la digestion de fibras de la dieta, la modificacion de xenobidticos’ v
la generacion de vitaminas como la K, que es sintetizada por bact*erias anaerdbicas del colon. Esta
vitamina es indispensable en procesos de coagulacion, modificacion postraduccional de proteinas y
otras vias metabolicas de mamiferos y se ha descripto una patologia conocida como
hipoprotrombinemia asociada a antibidticos*™®, debido a la baja de niveles de vitamina K que
produce la disminucion de microorganismos comensales por el tratamiento antimicrobiano. Otro
ejemplo es la produccion de &cidos grasos de cadena corta, como el butirato, que constituye la
principal fuente energética de los colonocitos y es producido en su mayoria por microorganismos
anaerobios del lumen intestinal’.

Con respecto a otras interacciones descriptas entre los microorganismos y el huésped en el
entorno intestinal, se ha demostrado que la modificacion de la microbiota en ratas genera
diferencias histoldgicas en el intestino, en cuanto a la cantidad de criptas, longitud de vellosidades
e incluso la composicion de la capa de mucus®. La interaccion entre microbiota y huésped es
sumamente estrecha, teniendo los microorganismos influencia incluso en el sistema nervioso.
Algunos ejemplos incluyen la modificacion del comportamiento de apareamiento de Drosophila
melanogaster por Lactobacillus plantarum®, diferencias en la atraccion de mosquitos debidas a
variabilidad en la composicion de la microbiota de la piel entre individuos®® v la influencia de los
microorganismos en las hormonas, quimogquinas y neuropéptidcs responsables de la sefalizacion a

11,12

través del eje cerebro-intestino , que modifican el comportamiento en ratones.
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La composicién de la microbiota varia en un individuo a lo largo de su desarrollo. Asi, en la etapa
del nacimiento/lactancia las primeras especies que colonizan el intestino son pertenecientes a los
géneros Bifidobacterium y Lactobacillus con presencia variable de anaerobios obligados como
Clostriduim y Bacteroides, que aumentan con el tiempo para convertirse en predominantes. La
sucesion de especies depende de factores como la dieta, variabilidad genética, sexo y eventos
inflamatorios entre otros, generando diversidad en la microbiota de diferentes individuos****.

Gracias a los ultimos adelantos en tecnologia de secuenciacion de ADN ha sido posible estudiar la

15-17 .
>17 Los estudios basados en la

influencia de estos factores en la composicion de la micobiota
pirosecuenciacion del ARN 16s permiten conocer la distribucién de los principales géneros de
microorganismos comensales que colonizan el tracto gastrointestinal independientemente de la
capacidad de cultivar esos microorganismos. El uso de este tipo de herramientas han llevado a la
conclusion de que la dieta es un factor determinante en la composicion de la microbiota, la cual
parece estar vinculada a la incidencia de ciertos tipos de enfermedades'®. Asi por ejemplo, la dieta
occidental, rica en carbohidratos, proteinas y grasa animal y baja en vegetales, esta asociada con
enfermedades tales como sindrome metabdlico, cancer de colon y enfermedades inflamatorias
intestinales' .

Las causas del desbalance en la composicion de la microbiota pueden ser de diversos origenes e
incluir a patogenos, antibioticos o incluso una respuesta inmune del huésped frente a los mismos
microorganismaos.

Un desbalance de la microbiota debido a un tratamiento con antibidticos puede generar una
diarrea asociada a antibidticos, la cual se ha descripto en aproximadamente entre un S a 39% de
pacientes que reciben un tratamiento antimicrobiano®’. La incidencia de esta patologia varia de
acuerdo al antibidtico utilizado y a la susceptibilidad de cada paciente. Los mecanismos por los que
se produce la patologia han sido descriptos en diversos trabajos, entre ellos se pueden encontrar la
pérdida de microbiota que protege contra la colonizacion de patégenos como Clostridium difficile
el cual puede causar enfermedad severa con riesgo de muerte®®, especialmente si la infeccién es
por cepas altamente virulentas que han emergido en los dltimos tiempos en América del Norte y

Europa“.
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En un escenario donde la microbiota se encuentra intacta, la colonizacion del tracto
gastrointestinal por el patégeno se dificulta, ya que existe gran competencia por el espacio, los
nutrientes y las condiciones dptimas de crecimiento para el patégeno.

El hecho de que los microorganismos comensales puedan ser considerados como tales, evidencia
un largo trayecto de evolucion de las poblaciones en la interaccion de los microorganismos vy los
sistemas de defensa del huésped®.

Las bacterias comensales son reconocidas por los receptores de la inmunidad innata, sin embargo
el sistema inmune no genera una respuesta efectora cldsica hacia los mismos. Este
comportamiento puede ser explicado por una gran variedad de factores que actuan en
coordinacion, incluyendo cambios en la expresion de receptores tipo Toll (TLRs) del epitelio
intestinal e interferencia entre vias de senalizacion de los receptores tipo Toll y receptores tipo
NOD (NLRs) y la expresién de citoquinas reguladoras en el epitelio como TGFB1%°. En la mucosa
existen varios factores que actuan como barrera minimizando el contacto entre la microbiota y las
células epiteliales, algunos ejemplos son los péptidos antimicrobianos y la presencia de IgA en la
mucosa. En los ultimos afios se esta prestando especial interés a la influencia de metabolitos y
otros productos microbianos como sefiales inmunomoduladoras para el epitelio?”?®. Se ha
descripto la presencia de receptores en los enterocitos capaces de reconocer los productos
metabdlicos de microorganismos, como los receptores de acidos grasos de cadena corta (SCFAR
por sus siglas en inglés) o receptores de péptidos formilados, responsables en parte del
mantenimiento de la homeostasis intestinal’.

Las epiteliales no son el unico tipo celular responsable de la inmunidad del intestino; las células
dendriticas estan constantemente actuando como centinelas de la composicion microbiana en los
compartimentos mucosos mediante el muestreo directo de antigenos, este muestreo se realiza
mediante extension de las dendritas a través de la capa epitelial’”® y mediante la captacién de
antigenos que atraviesan el epitelio a través de las células M en las placas de Peyer30. En conjunto
con las células epiteliales, las células dendriticas secretan quimoquinas que reclutan y regulan una
diversidad de macrofagos y linfocitos que eventualmente participan en una respuesta

) . 31-33
inflamatoria®' 2.
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El hecho de que los microorganismos presentes en la luz intestinal puedan influenciar en la
generacion de respuesta o tolerancia del sistema inmune permite especular con la manipulacion
de la respuesta inmune a través de la dieta®®.

En los ultimos tiempos se ha incrementado el uso de los llamados alimentos funcionales, los que
pueden definirse como aquellos que, gracias a agregados, poseen una funcién adicional mas alla
de la meramente nutritiva. Por lo general, estas funciones estan asociadas con beneficios para la
salud de los consumidores. Entre los alimentos funcionales, el rubro de los alimentos lacteos es
uno de los mas desarrollados por la industria, siendo destacable el uso de microorganismos
probidticos. Estos son, segun la organizacion mundial para la salud, aquellos microorganismos
vivos, que al ser ingeridos en dosis adecuadas, confieren un beneficio a la salud del consumidor™”.
Algunas de las aplicaciones descriptas para microorganismos probidticos incluyen el uso de ciertas
especies de Lactobacillus y Bifidobacterium para disminuir los niveles de colesterol, propiedad de
relevancia en la prevencion de enfermedades cardiovasculares®-®.

En el tratamiento de la diarrea asociada a antibidticos, se han aplicado exitosamente terapias a
base de bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium®*® y levaduras como
Saccharomyces boulardii®.

En cuanto a las infecciones por patogenos, se ha descripto el uso de probidticos para el
complemento de tratamientos con antibidticos en infecciones de Helicobacter pylori. En estos
estudios, el uso de ciertas especies de lactobacilos ayuda a evitar los efectos colaterales de la
terapia antimicrobiana mas que a erradicar al patégeno de manera directa®®*2.

En infecciones intestinales, Salmonella es uno de los agentes etioldgicos mas ampliamente
distribuidos en el mundo y uno de los principales patogenos responsable de infecciones
alimentarias. Se ha descripto que el uso de ciertas especies de lactobacilos modifica e
comportamiento de la respuesta innata frente al patdégeno, disminuyendo el entorno
proinflamatorio que Salmonella necesita para colonizar el tracto intestinal****.

Entre otras potenciales aplicaciones descriptas para microorganismos probidticos se incluyen el
tratamiento de caries, infecciones virales, cancer de colon y constipacion®>™’.

La aplicacién de microorganismos con capacidad probiética se ha realizado histéricamente de

manera empirica, sin conocerse los mecanismos por los cuales estos ejercen sus efectos. Los

estudios clinicos en personas, son escasos, complejos de llevar a cabo y por lo general no resultan
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concluyentes en cuanto a los beneficios directos sobre la salud de los individuos derivados del
consumo de probidticos ya que la variabilidad en el comportamiento, dieta, actividad, etc. entre
individuos es un obstaculo dificil de sortear en el disefio experimental.

Existen trabajos que estudian los mecanismos de accion de probioticos comunmente utilizados,
desde el reconocimiento del microorganismo por el huésped, la caracterizacion de vias de
sefalizacion intracelular implicadas y los efectos que la administracion de probioticos tiene sobre

. . 48 49
la microbiota """,

En el presente trabajo de tesis, nos centraremos en aquellas aplicaciones en donde los probidticos
son utilizados como moduladores de la respuesta innata. El interés clinico y cientifico por encontrar
microorganismos con capacidad modulatoria de la respuesta inmune intestinal se ha incrementado
ultimamente debido a la acumulacion de evidencia sobre el papel central que juega la microbiota
intestinal en el inicio y la perpetuacion de las enfermedades inflamatorias intestinales (IBD por
Inflammatory Bowel Diseases)™. A pesar de que se han atribuido efectos benéficos al consumo de
diferentes microorganismos, los mecanismos por los cuales estos ejercen su efecto no son
comprendidos aun en su totalidad®’. Existe evidencia de la capacidad de ciertas especies
bacterianas (mayoritariamente de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium) de modular la
produccion de citoquinas pro- o antiinflamatorias en células dendriticas®?, macréfagos>® vy células
epiteliales intestinales™.

Puede observarse que en la mayoria de las aplicaciones de microorganismos probioticos en
alimentos funcionales se utilizan bacterias acido-lacticas. Esto tiene origen en que,
tradicionalmente, la mayoria de los productos fermentados se generan mediante el uso de estas
bacterias por las caracteristicas organolépticas que confieren al alimento. Los géneros
Bifidobacterium y Lactobacillus son los mas cominmente empleados en el desarrollo de estos
alimentos y coinciden con el hecho de ser los principales representantes de |la microbiota de los
lactantes.

A pesar de que las levaduras han sido utilizadas tradicionalmente en la manufactura de alimentos
tales como pan y bebidas fermentadas como vino y cerveza desde tiempos remotos, la asociacion
del consumo de estos microorganismos con beneficios en la salud es relativamente reciente y mas

55-58

reciente aun es el estudio cientifico de estos efectos . Estos estudios se centran principalmente
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en el uso de la levadura Saccharomyces boulardii y en menor medida de Kluyveromyces marxianus
como probidticos.

Nuestro grupo de trabajo cuenta con una amplia trayectoria en microbiologia alimentaria,
particularmente con la microbiologia de productos lacteos, entre ellos el Kefir.

El kefir se obtiene mediante la fermentacidon de leche con “granulos de kefir”, que consisten en una
comunidad de microorganismos diversos confinados en una matriz de polisacaridos y proteinas.
Entre los microorganismos presentes se han descripto bacterias acido-lacticas de los géneros
Lactobacillus, Lactococcus y Leuconostoc, bacterias acido-acéticas y levaduras de los géneros

. 59,60
Saccharomyces, Kluyveromyces e Issatchenkia )

Granulos de kefir - Fotografia de A. Kniesel utilizado bajo licencia Creative Commons

El consumo de kefir se ha asociado a propiedades promotoras de la salud como efectos
antimicrobianos, antitumorales e hipocolesterolémicos entre otros y es utilizado de manera
empirica en el Este europeo para el tratamiento de desérdenes gastrointestinales® ™ .

Nuestro grupo de trabajo ha aislado y caracterizado mas de 120 bacterias y levaduras a partir de
granulos de kefir hasta la fecha y de muchas de ellas se han estudiado las propiedades de
resistencia a sales biliares, bajo pH, capacidad de adhesién a células epiteliales in vitro vy
63,64

caracterizacion de sus componentes de superficie

En el presente trabajo de tesis y proponiendo al kefir como fuente de microorganismos

potencialmente probidticos, se presentaran tres capitulos. En el primero se muestra la

-6-
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caracterizacion de dichos microorganismos en cuanto a su capacidad modulatoria de la respuesta
inmune innata epitelial en un sistema reportero de inflamacién in vitro; en el segundo capitulo se
expondra un estudio comparativo de los mecanismos de sefalizacidn implicados en la modulacion,
de manera comparativa entre bacterias y levaduras. Por ultimo, en el tercer capitulo se analizara la
posibilidad de aplicar microorganismos moduladores de la respuesta innata epitelial in vitro en
modelos murinos de inflamacidn intestinal.

De este modo, se puede resumir la organizacion racional del trabajo en la seleccion de
microorganismos con propiedad inmunomodulatoria, el estudio mecanistico del efecto de
inmunomodulacion y la aplicacion de estos microorganismos a un modelo de inflamacion intestinal

in vivo.
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Capitulo 1

Capitulo 1 - Seleccion de microorganismos potencialmente probiodticos:
analisis de la capacidad modulatoria de la respuesta inmune innata

epitelial

Introduccion

El epitelio intestinal integra una gran cantidad de sefiales moleculares tanto externas como
internas, que funcionan de manera coordinada para mantener la homeostasis de las diferentes
funciones en las que se ve involucrado. Entre las funciones de este epitelio se puede destacar
como principal funcion a la absorcidn de nutrientes' (aminoacidos, glucidos, acidos grasos, hierro,
etc). La funcion secretoria también es importante ya que se liberan al lumen intestinal
componentes del mucus, |gA y péptidos antimicrobianos, que mantienen separada fisicamente a la
microbiota del epitelio. Otra funcidn clave es la evaluacion constante del entorno microbiano como
primera linea de defensa ante la aparicion de microorganismos patdgenos. En los ultimos tiempos
la acumulacion de evidencia a favor de la interaccion entre las diversas funciones del epitelio ha
aumentado exponencialmente™.

El epitelio intestinal interactia asimismo con las células del sistema inmune. Ante un estimulo
proinflamatorio, las células epiteliales responden con senales diversas y de diferente intensidad,
que contribuyen al direccionamiento del tipo de respuesta efectora necesaria para tratar la
amenaza particular6"8. Las quimoquinas son pequenas moléculas peptidicas cuya funcion es
reclutar células efectoras que juegan un papel central en esta interaccion®®*1.

El reconocimiento de los microorganismos comensales en el intestino y en los epitelios en general
se lleva cabo a través de la interaccion de diversos receptores y ligandos. No se conocen receptores
especificos para microorganismos particulares, aunque si se han descripto los llamados receptores
de reconocimiento de patrones moleculares'? (PRRs por sus siglas en inglés), entre los que se
encuentran los receptores tipo Toll (TLRs por sus siglas en inglés). Desde su descubrimiento los
TLRs revolucionaron la forma de entender la interaccion entre el sistema inmune y el entorno
microbioldgico. El primero descripto fue el TLR4, al cual se le adjudico la capacidad de reconocer
lipopolisacarido de bacterias Gram-negativas (LPS). Ratones con mutaciones puntuales en este gen

no respondian a un desafio con LPS pero eran susceptibles a infeccion por microorganismos Gram-
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negativas. Los autores de ese trabajo hipotetizaron que TLR4 no solo era responsable del
reconocimiento del LPS sino que tal vez tenia alguna funcién para la transduccion de sefiales a
través de la membrana para montar la respuesta necesaria al estimulo™>. Hoy, mas de 14 afos
después se conocen 13 TLRs diferentes en mamiferos. Los TLR1 a TLR10 son compartidos entre
humanos y ratones, aunque existe una diferencia estructural entre los homéiogos de TLR10. TLR11,
12 y 13 se han descripto sdlo en ratones. Entre las moléculas que pueden ser reconocidas se
encuentran acidos nucleicos, lipidos, oligosacaridos y proteinas. En los microorganismos
patogenos, las moléculas ampliamente conservadas reconocidas por este tipo de receptores se
denominan Patrones Moleculares Asociados a Patogenos (PAMPs por sus siglas en inglés). El
término PAMP fue progresivamente siendo dejado de lado por la adopcion de término MAMP
(patrones moleculares asociados a microorganismos) al reconocerse que los distintos ligandos no
tienen una distribucion restringida a patogenos sino que se encuentran también en especies
microbianas no patogenas. Actualmente el concepto de MAMP como ligando de los PRRs fue
ampliado mediante la adopcion del concepto de Patrones Moleculares Asociados a Dafios (DAMPs
por sus siglas en inglés), ya que ha sido descripto, que algunos receptores de la inmunidad innata
son capaces de reconocer también moléculas enddgenas, presentes sdlo en situaciones de dano
celular'®. Pueden mencionarse a modo de ejemplo las proteinas de shock térmico o el
reconocimiento B-defensina y miosina cardiaca entre otros por TLR2, 4 u 8 dependiendo del tipo
celular™*®.

Entre las distintas moléculas reconocidas por los TLRs, la flagelina, reconocida por TLR5, es de
especial interés para el desarrollo del presente trabajo. Esta proteina es el principal componente
de los flagelos bacterianos. En la figura 1.1 se muestra un modelo estructural de una molécula de
flagelina en donde se diferencian cuatro dominios!’. Los primeros dominios DO y D1, se
encuentran ampliamente conservados en las flagelinas de distintos microorganismos. D2 y D3 son
dominios hipervariables en tamafo y secuencia, lo que genera una gran diversidad de flagelinas
entre especies e incluso entre cepas dentro de la misma especie. Los flagelos bacterianos estan
conformados por filamentos compuestos de mondmeros de flagelina unidos por los dominios DO y
D1, que exponen a la superficie los dominios variables. Todo el filamento de flagelina se encuentra

anclado a la pared bacteriana por una estructura proteica conocida como “gancho” (hook).
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Figura 1.1 - Vias de senalizacion a través de ios receptores tipo toll y estructura y distintos dominios de
la flagelina. A estructura del flagelo y de la flagelina (recuadro). B Via de sefializacion clasica de TLRS.
Esquema adaptado de Ramos et al. d0i:10.1016/j.tim.2004.09.002

En el lumen del tracto digestivo hay grandes cantidades de flagelina, debido a que esta molécula
esta presente en una amplia cantidad de organismos, no necesariamente patdgenos. La expresion
de TLRS en el epitelio gastrointestinal esta localizada tanto en el lado apical como basolateral de las
células epiteliales. Durante un proceso inflamatorio disminuyen los niveles de expresion y la
distribucion se torna netamente basolateral, disminuyendo la probabilidad de responder frente a

1819 | 3 sefalizacion a través de TLRS comienza cuando la

flagelina de microorganismos comensales
flagelina, el ligando, se une a la regidon extracelular del receptor. Este cuenta con un dominio
tirosina quinasa en la region intracelular, similar al del receptor de IL-1, que dispara una cascada
de fosforilaciones a través de la proteina adaptadora MyD88 (por Myeloid differentiation primary
response gene 88) e IRAK (interleukin — 1 receptor associated kinase). La via de sefalizacion
prosigue con la fosforilacion de IKK-y/NEMO (inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit
gamma/NF-kappa-B essential modulator) que fosforila al inhibidor del factor de transcripcion NF-

kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) el inhibidor es degradado en el

proteasoma luego de su ubiquitinacion y el factor de transcripcidn trasloca al nucleo y promueve la
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expresion de genes de la respuesta proinflamatoria, entre ellos el de la quimoquina Ccl20.

En nuestro laboratorio contamos con un sistema reportero basado en la linea Caco 2, una linea
ampliamente aceptada como modelo de epitelio intestinal humano®®. El sistema reportero,
obtenido por transfeccion en estable, se compone del gen reportero luciferasa (luc) de luciérnaga
(Lampyris noctiluca) bajo el dominio del promotor de la quimoquina Ccl20?'. Este sistema permite
evaluar de manera sencilla la respuesta proinflamatoria en diversas condiciones, por lo que lo
hemos utilizado ampliamente como sistema de screening. En repuesta al estimulo con flagelina,
las células en cultivo responden con alta sensibilidad mediante la produccion de la quimoquina
Ccl20, haciendo de este gen un buen marcador a medir para evaluar la respuesta proinflamatoria22
(figura 1.2). La actividad luciferasa del sistema es proporcional a la expresion del gen de Ccl20. La
medida de dicha actividad se lleva a cabo mediante una reaccion bioluminiscente, que es
cuantificada utilizando un lumindmetro. En la figura 1.2 C y D se muestra un esquema del ensayo

de screening y la forma en que los datos son normalizados para su comparacion respectivamente.

A B

5
“ o~
L > > |
P-Cci20 Lampyris noctiluca luc cl
E
F

0,5h - Estimulacion
C con flagelina

l

] Incubacion a 37 °C
Oh — Agregado de 5% CO,
MICroorganismo

[Basal

riic
Microorganismo
Microorganismo + FliC

] T(h)

6h — Lisis celular
Luminometria

D . ) ) luminiscencia enla fosa
Luminiscencia normalizada =

luminiscencia promedic del contro! FiiC

Figura 1.2 - Esquemna del sistema reportero Caco-ccl20:luc y del farmato del ensayo de screening. A
Esquema de la construccion del sistema reportero. B Ejemplo de distribucion de una placa de cultivo en
un ensayo. C Linea de tiempo del desarrolio de los ensayos. D Definicion de la luminiscencia normalizada
utilizada para la comparacion de resultados de normalizacion entre ensayos.

El gran interés que las industrias alimentaria y farmacéutica han mostrado por los microorganismos
probioticos ha fomentado los estudios en busca de los mismos. Una de las estrategias es buscar
microorganismos de diversos origenes con propiedades especificas para una potencial aplicacion

en la mejora de algun aspecto de la salud del consumidor. Se han publicado diversos trabajos en
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donde se prueba una determinada capacidad para una serie de microorganismos. Algunos
ejemplos son la seleccion de lactobacilos aislados de leche, tomate y productos fermentados con
capacidad antibacteriana utilizando un sistema in vitro de inhibicion del crecimiento de patogenos
como Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Bacillus cereus®’. Otras propiedades utilizadas para
la busqueda de microorganismos probioticos son la resistencia a sales biliares, bajo pH, adherencia
a células epiteliales, asimilacion de colesterol, y resistencia al pasaje por el tracto gastrointestinal,

. .. 23-3
ya sea en modelos simulados o in vivo 2

. Los origenes de los microorganismos utilizados como
probioticos son tan variados como las propiedades descriptas. La mayoria de ellos son aislados de
alimentos lacteos, heces, frutas, etc. La gran variedad de microorganismos presentes en el kefir y el
hecho de que esta leche fermentada se haya consumido durante miles de afios, atribuyéndosele a
su consumo propiedades beneficiosas para la salud, lo convierte en una atractiva fuente de
microorganismos para el desarrollo de alimentos funcionales.

Tal como se ha mencionado en la introduccion general, existen numerosos reportes donde se
describe el uso de microorganismos para el tratamiento de diferentes afecciones de base
inmunologica como las alergias33, enfermedades inflamatorias intestina!e534'35, enfermedad
celiaca’®, etc. En estas patologias podria llegar a ser de utilidad la presencia de microorganismos
que sean capaces de disminuir la respuesta proinflamatoria generada en intestino.

La hipodtesis del presente capitulo es que el kefir es fuente de microorganismos potencialmente
probidticos, con capacidad de modular la respuesta inmune. Para probar dicha hipotesis nos

propusimos realizar un screening de la capacidad modulatoria de la respuesta innata epitelial

mediante el uso del sistema reportero Caco-ccl20:luc.

Objetivo especifico: Seleccionar entre los microorganismos pertenecientes a la coleccion CIDCA,

aquellos con capacidad moduladora de |a respuesta innata en un sistema in vitro.
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Resultados

Seleccién de microorganismos potencialmente probidticos utilizando un sistema reportero Caco
ccl20:luc

Utilizando el sistema reportero Caco ccl20:luc en el formato de ensayo y analisis de resultados
mostrados en la figura 1.2, se analizé la capacidad modulatoria de la respuesta proinflamatoria
disparada por flagelina. En las figura 1.3 y 1.4 se muestran los porcentajes de estimulacion de la
produccion de la citoquina por 33 lactobacilos (23 aislados de kefiry 10 de otras colecciones) y 38
levaduras (27 aisladas de kefir y 11 de otras colecciones). Los origenes de dichos microorganismos
se detallan en la secciéon de materiales y métodos. Se puede apreciar que entre los lactobacilos
ensayados, la mayor capacidad modulatoria se encontrd en los aislados Lactobacillus plantarum
CIDCA 8324, CIDCA 8346, CIDCA 8337, DSMZ 20174 y el aislado de un probidtico comercial,
Lp299v. Las cepas de L. kefir CDICA 8348 y ATCC 8007 también poseen capacidad modulatoria asi
como la cepa de L. brevis JCM 1059. Sin embargo, la capacidad de ninguno de estos
microorganismos resultd superior a la de los aislados de levadura analizados. En las de levaduras
puede observarse una elevada capacidad modulatoria, en comparaciéon con la de las bacterias
ensayadas. Se destaca ademas que no se aprecian diferencias significativas entre la capacidad
modulatoria de Saccharomyces boulardii, aislada de un probidtico comercial y las levaduras
aisladas de kefir.

El estudio de la capacidad modulatoria incluyé levaduras de otras procedencias diferentes al kefir
ampliando la variedad de géneros ensayados, determindndose que todas las levaduras comparten
dicha caracteristica (figura 1.4 C). Entre los aislados incluidos se encuentran 4 de Saccharomyces
spp. aislados de mosto de uva (CIDCA 1011, 1013, 1014 y 1015), las cepas Candida krusei LPSC 719,
Candida tropicalis LPSC 610 y Picchia anomala LPSC 601 que fueron adquiridas del Cepario de
levaduras y hongos filamentosos del Instituto de Botanica Carlos Spegazzini y un aislado ambiental
de Rhodotorula sp. cortesia del Centro de Investigacion y Desarrollo en Fermentaciones
Industriales (CINDEFI).

En futuros ensayos |a inclusién de una mayor cantidad de cepas, con una amplia representacion de

generos, incluyendo levaduras patégenas seria de utilidad para evaluar cuan conservada es la

capacidad modulatoria en estos microorganismos.

-18 -



Capitulo 1

s Lactobacillus plantarum

3 .- T H'F
OB ;{l! | b B
S &S F fo &»\'\"’ 0@ F PSSP

MRV IR AN M XN MR N

Q.0

T

B
Lactobacillus kefir
1.5
g 10
H
3 ..
0.0
N
Qf? <&
C

Otros lactobacilos
1.5-

e e

| =
.y . iif
| |

Figura 1.3 - Screening de la capacidad moduladora de la respuesta innata de bacterias lacticas A y B
aislados de kefir. C cepas de otras colecciones. Lk L. kefir - Lp L. plantarum - La L. acidophilus — Lb L.
brevis — Lc L. casei - Lh L. hilgardii — Ldl L. delbrueckii lactis. Se muestran los promecdios y el desvio
estandar de al menos 3 ensayos independientes con triplicados para cada microorganismo. Diferencias
significativas * p<0,1; ** p<0,05y *** p<0,01 ANOVA + Test de Dunnet vs control FliC.
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La diferencia observada entre los diferentes grupos de microorganismos podria indicar que el

mecanismo de accion de levaduras y bacterias para la modulacion de la respuesta epitelial

disparada por flagelina no es el mismo.
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Figura 1.4 - Screening de la capacidad moduladora de la respuesta innata de levaduras. A y B aislados de
kefir, C cepas de otras colecciones. S Saccharomyces sp. Sc Saccharomyces cerevisiae Su S. unisporus — Km
Kluyveromyces marxianus - Is Issatchenkia sp. - Ck Candida krusei — Pa Picchia anomala- Rdt Rhodotorula
sp. = Ct Candida tropicalis. Se muestran los promedios y el desvio estindar de al menos 3 ensayos
independientes con triplicados para cada microorganismo. Diferencias significativas * p<0,1; ** p<0,05 vy
*** p<0,01 ANOVA + Test de Dunnet vs control FliC. o T
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La capacidad modulatoria de un microorganismo podria depender de variables como el tiempo de
preincubacion, la cantidad de microorganismos presentes en relacion a la cantidad de células
epiteliales, la equivalencia metabdlica de los diferentes tipos de microorganismos, el estado

metabdlico del microorganismo, etc.

Para evaluar el posible efecto de estas variables, se realizaron los ensayos que se presentan en las
siguientes secciones. Se selecciond para los mismos un panel reducido de microorganismos
teniendo en cuenta por un lado su capacidad modulatoria y por otro las caracteristicas descriptas
previamente por nuestro grupo de trabajo, tales como la resistencia a bilis y al pH begjo, la

. . . . . .. 37
supervivencia y permanencia de sus capacidades luego de diferentes procesos de conservacion™.

Efecto del tiempo de pre-incubacion en la modulacién

Se evaluo el efecto del tiempo de interaccion del microorganismo con la célula epitelial previo a |a
estimulacion con la flagelina sobre la capacidad modulatoria de los mismos. Se preincubaron
células reporteras Caco-ccl20:luc con los microorganismos durante diferentes tiempos, luego de

los cuales se estimularon con flagelina (tiempo cero). Los resultados se muestran en la figura 1.5.

1F|iC
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Figura 1.5 — Efecto del tiempo de preincubacidn con el microorganismo previo a la
estimulacion con flagelina (FliC) sobre el sistema reportero caco ccl20:luc. Km Kluyveromyces
marxianus - Lp Lactobacillus plantarum — Sc Saccharomyces cerevisiae — Lk Lactobacillus kefir.
Se muestran los resultados de al menos 2 ensayos independientes.

Se observa que las levaduras (Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154 y Saccharomyces cerevisiae

CIDCA 81102) muestran efecto modulatorio incluso si se enfrentan a las células epiteliales hasta
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una hora después de la estimulacién con flagelina. Sin embargo el mecanismo modulatorio es mas
efectivo si el contacto entre las células epiteliales y el microorganismo se realiza previamente a la
presencia del agonista proinflamatorio. La capacidad modulatoria de las bacterias (Lactobacillus
plantarum CIDCA 83114 y Lactobacillus kefir CIDCA 8348) es inferior a la que demuestran las

levaduras y nula cuando son agregadas luego de la flagelina.

La mejor capacidad modulatoria se observa cuando las levaduras establecen un contacto previo
con las células epiteliales. Esto podria indicar que, al interactuar con la levadura, la célula epitelial

disminuye su respuesta a flagelina.

Efecto de la viabilidad del microorganismo en la modulacién

Para evaluar el efecto de la viabilidad de los microorganismos sobre su capacidad modulatoria,
estos se trataron previamente con calor o radiacién ultravioleta (UV). La pérdida de viabilidad de
los mismos fue confirmada mediante recuento en agar YGC para las levaduras y agar MRS para las
bacterias. En la figura 1.6 se observa que las levaduras tanto muertas mediante calor o radiacidn
UV son incapaces de ejercer el efecto modulador de la respuesta disparada por flagelina en el

sistema reportero. Esto indica que el mecanismo de accién requiere la viabilidad de las levaduras.
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Figura 1.6 - Efecto de la viabilidad de diferentes microorganismos sobre la capacidad
modulatoria. Diferencias significativas ** p<0,01, *** p<0,001 usando ANOVA seguido del test
de comparaciones multiples de Bonferroni. Km Kluyveromyces marxianus - Lp Lactobacillus
plantarum — Sc Saccharomyces cerevisiae — Sb Saccharomyces boulardii. Viva: microorganismo
sin tratar. UV: tratamiento de pérdida de viabilidad mediante radiacion UV. @: tratamiento de
pérdida de viabilidad mediante calor. Se muestran los datos de 3 ensayos independientes.

Efecto de |la dosis de microorganismo en la modulacion

Para evaluar si el efecto modulador es dependiente de la relacion microorganismo-célula, se

preincubaron las células Caco-ccl20:luc con concentraciones crecientes de microorganismos

durante 30 minutos y luego se estimularon con flagelina. Los resultados se muestran en la figura

1.7.
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Figura 1.7 - Efecto de la dosis de diferentes levaduras sobre la capacidad modulatoria.
Diferencias significativas *** p<0,001 usando ANOVA seguido del test de Dunnet comparando
contra el control FliC. Se muestran las relaciones de multiplicidad de incubacion en unidades de
Levaduras/células epiteliales, 50, 5 y 0,5. Km K. marxianus — Sc¢ S. cerevisiae — Sb S. boulardii. Se
muestran los resultados de al menos 3 ensayos independientes.

Se observa que la relacion entre levadura y célula epitelial es un factor influyente en la

modulacién, a menor relacion levadura-célula epitelial, menor es el efecto modulatorio.

Para evaluar si la adherencia de los microorganismos juega un rol importante en la modulacién, se
realizaron ensayos donde luego de la preincubacidn célula epitelial-levadura, se procedié al lavado
con PBS estéril previo a la estimulacion con flagelina para eliminar los microorganismos no

adheridos. Los resultados se muestran en la figura 1.8.
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Figura 1.8 — Las levaduras adheridas son capaces de modular la respuesta disparada por
flagelina. Diferencias significativas ** p<0,01, *** p<0,001 con respecto al control de FlC. -
p<0,05 prueba t de Student.

En las medidas realizadas para las células lavadas se observa una disminucion significativa de la
modulacion () con respecto al control sin lavar, aunque este tratamiento no es suficiente para
revertir completamente la modulacion que permanece con una diferencia significativa (P< 0,0159
para la prueba t de Student) versus el control FliC, indicando que las levaduras que permanecen
adheridas a las células epiteliales serian las principales responsables de la capacidad modulatoria.
La importancia de la proximidad y el contacto entre las levaduras y las células epiteliales para la

modulacion se ampliard y discutird en detalle en el capitulo 2.

Discusion

Considerando como hipotesis la posible presencia de microorganismos con capacidad
inmunomodulatoria en el kefir, se ensayaron en un sistema reportero de inflamacion intestinal
basado en células epiteliales en cultivo mas de 50 aislados incluyendo bacterias y levaduras. Asi,
como para otros lactobacilos se ha estudiado la capacidad de resistir condiciones de cultivo
similares al pasaje por el tracto gastrointestinal como concentraciones altas de sales biliares o bajo
pH**?®, estas propiedades fueron también previamente estudiadas por nuestro grupo de trabajo

37,38

para la mayoria de los microorganismos aislados de kefir utilizados™”". Mediante la estrategia
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seleccionada para encontrar microorganismos con capacidad modulatoria de la respuesta
proinflamatoria, presentamos un enfoque original en cuanto a propiedades probidticas se refiere.
De todos los microorganismos probados, es destacable la mayor capacidad modulatoria que
poseen las levaduras. Esta observacion es interesante ya que la mayoria de los productos
comerciales con agregados probidticos se basan en el uso de bacterias, por lo general acido-
lacticas.

Un analisis de las busquedas en Google Trends (figura 1.9) muestra que en los ultimos afios, el
volumen de busquedas (en inglés) en Internet sobre levaduras probidticas esta alcanzando al de
bacterias. Considerando los resultados desde 2007, cuando el presente trabajo se inicio, el
concepto de “levaduras probidticas”, al menos como tema de busqueda en Internet, era casi nulo,
al dia de hoy se esta alcanzando un punto de inflexion en el estudio de este tipo de
microorganismos para su potencial uso como probiodticos. Sin embargo, su aplicacion concreta se
ve restringida a Saccharomyces boulardii. A pesar de que existen trabajos recientes sobre
K/uyveromyceng'doaL]n no ha sido descripta alguna aplicacion practica como microorganismos

probioticos de levaduras de este género.
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Figura 1.9 - Comparacion de la tendencia de busqueda en Google para los términos “bacterias
probiéticas” y “levaduras probidticas”. Se muestra el volumen de busquedas a nivel global
para el término “bacterias probicticas” (azul) y “levaduras probioticas” (rojo). El idioma de la

busqueda fue el inglés. Las lineas discontinuas indican las proyecciones a futuro. Fuente
trends.google.com. '

Entre los efectos descriptos en bibliografia asociados al consumo de probidticos relacionados con
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el sistema inmune se encuentran la induccion de produccion de las citoquinas proinflamatorias IL-
12, IFN-y, IL-8. En sistemas in vivo se ha demostrado el aumento de la secrecion de IgA en epitelio

41-44 . . .
. Estos trabajos en donde los microorganismos

intestinal y el aumento en la expresion de TLRs
probidticos poseen capacidad inmunoestimulatoria se contraponen parcialmente con los que
describen capacidades inmunomoduladoras. Llas diferencias pueden radicar en el tipo de
microorganismo que se utilizo en el sistema de estudio (tipo celular, si es in vivo o in vitro, etc.),
sugiriendo que se deberian disefar tratamientos con cepas de microorganismos probioticos
acordes a los mecanismos de las patologias a tratar®’.

Se ha demostrado que Ccl20 juega un rol clave en el inicio de la respuesta inflamatoria innata
epitelial®®. El efecto modulatorio en la expresion de esta quimoquina descripto en el presente

capitulo, puede tener aplicaciones en circunstancias en que la respuesta inflamatoria innata se

encuentre exacerbada. Existen reportes del uso de microorganismos probioticos como estrategia

48-50 51-53

para el tratamiento de alergias®’, infecciones y enfermedades inflamatorias intestinales
(IBDs por sus siglas en inglés) tales como la enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa. En este tipo de
patologias se podria aplicar una estrategia disenada en base a la administracion de
microorganismos que moderen la respuesta inflamatoria. Estos podrian actuar de manera directa
sobre el epitelio intestinal o de manera indirecta mediante el reestablecimiento de la microbiota.

Si bien recientemente se ha acufiado el concepto de “paraprobidtico” o “probiotico fantasma”>’
para referirse a microorganismos inactivados, e incluso para componentes subcelulares de los
mismos, con actividad beneficiosa para la salud, la definicion de microorganismo probiotico
implica que debe estar vivo cuando es consumido. El presente trabajo muestra concordantemente,
que la viabilidad es un factor esencial para la modulacidn de la respuesta proinflamatoria.

Este efecto sigue un comportamiento dosis dependiente por lo que es adjudicable a la presencia
del microorganismo. En este tipo de ensayos se torna mas notoria la mayor capacidad modulatoria
observada para las levaduras, comparativamente en las dosis utilizadas, las bacterias a una
densidad optica (a 590 nm) de 1 equivalen a aproximadamente 1-10° UFC/ml mientras que las
levaduras, la misma densidad optica equivale a aproximadamente 1-10° UFC/m.

El tiempo de preincubacion necesario para una modulacion eficiente, sugiere que el uso de estas

levaduras para modular la respuesta inflamatoria seria mas efectivo si se administrara como un
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tratamiento preventivo, aunque podria actuar también una vez activada la sefalizacion
proinflamatoria.

Se ha reportado que distintas capacidades probidticas, como la adherencia a células epitelialesss,
los perfiles de citoquinas inducidos en intestino>® entre otras*>">°, son dependientes de la cepa
utilizada. En nuestro sistema de screening se observa una variabilidad en la capacidad modulatoria
entre aislados de la misma especie bacteriana, por ejemplo dos aislados de Lactobacillus
plantarum de la coleccion CIDCA Lp 8324 y Lp 8323 (figura 1.3 B). Las diferencias entre cepas de
una misma especie pueden deberse a cambios en los niveles de expresion de proteinas o
diferencias metabolicas.

En cambio, dentro de las levaduras, a pesar de pertenecer a géneros diferentes, la variabilidad
observada es menor; todas poseen una gran capacidad modulatoria con algunas variaciones que
no son estadisticamente significativas en los aislados de S. cerevisiae CIDCA 8111 y 8175. Ensayos
suplementarios con levaduras de diversos origenes (figura 1.4 C) muestran capacidades
modulatorias similares sugiriendo que este fendmeno es ampliamente conservado en este tipo de
microorganismos, también con una ligera diferencia en el aislado de Rhodotorula sp. 12013. Dada
la variabilidad en las caracteristicas probidticas de diferentes cepas de la misma especie, los
estudios de screening como el que se presenta en este capitulo son de gran utilidad para la
busqueda de nuevos microorganismos de interés para la industria alimentaria.

El origen de la diferencia observada entre los microorganismos se tratara de dilucidar en el
siguiente capitulo, donde se muestra el estudio de los mecanismos involucrados en la actividad

modulatoria de manera comparativa entre bacterias y levaduras.
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Resumen de resultados y conclusiones

® Se ensayd la capacidad modulatoria de 33 cepas de bacterias y 38 cepas de levaduras
aisladas de kefir y de colecciones de microorganismos, utilizando un sistema reportero

Ccl20- luciferasa.

® |as levaduras modulan la respuesta proinflamatoria disparada por flagelina a niveles

basales, no asi las bacterias, quienes tienen como maximo un 50% de modulacion.
® |3 viabilidad es un factor esencial para el efecto modulatorio observado.

® |3 capacidad modulatoria depende de la cantidad de microorganismos en relacion a las
células epiteliales, a mayor cantidad de microorganismos, mas marcado es el efecto

modulatorio.
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Capitulo 2

Capitulo 2- Estudio de los mecanismos de senalizacion implicados en la

modulacion de la respuesta proinflamatoria

Introduccion

Como se ha mencionado anteriormente, el epitelio intestinal coexiste con una variada gama de
microorganismos que habitan en interaccion directa e indirecta con el mismo, la microbiota. La
interaccion entre los microorganismos y las células epiteliales se manifiesta a distintos niveles,
desde la senalizacion a través de receptores de superficie y la deteccion de metabolitos
microbianos hasta la regulacion de la expresion génica, tanto en el huésped como en el
microorganismo’ .

Entre los receptores descriptos en este tipo de interaccion se encuentran los agrupados en la
familia de Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRR), que incluye a los receptores tipo Toll
(TLRs) vy a los receptores tipo NOD (NLRs por las siglas en inglés de Dominio de Oligomerizacion de
Nucledtidos) que reconocen componentes de la pared de microorganismos como N-
acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico.

La senalizacion a través de los TLRs y NLRs converge en factores de transcripcion comunes a ambas
vias, uno de los mas importantes es el NF-kB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of
)

. 10 , o -~ . .. . .
activated B cells . En el capitulo 1 se describio la sefalizacion mediante esta via para el receptor

de flagelina, TLRS, sin embargo la familia de factores de transcripcion NF-kB participa en distintos

3 Ena

eventos de senalizacion celular mediante un gran red de genes regutados por los mismos
figura 2.1 se muestra un esquema de esta via. Entre los procesos celulares mas destacables en que
estos factores de transcripcion se involucran, se encuentran el de la supervivencia celular y la

. . . .. 4-
inmunidad, tanto innata como adqumda1 e
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Figura 2.1 - Seializacién a través de la via de NF-kB — La familia de factores de transcripcion NF-kB actua
como vinculo entre diversos tipos de receptores en la membrana plasmatica. Tienen en comun una
cascada de fosforilaciones que llevan a la fosforilacion y ubiquitinacion del inhibidor 1kB. Una vez
degradado el inhibidor, se produce la traslocacion al nucleo del factor de transcripcion conformado por
dimeros vy la consiguiente expresion de genes como respuesta al estimulo. Los factores de’transcripcidn
de la familia de NF-kB estan conformados por dimeros, en este caso se muestra el heterodimero RelA-
p50, las combinaciones de mondmeros dependen del tipo celular y la vias de sefalizacion activadas y
tienen diferencias de afinidad por distintos promotores, variando la respuesta de expresion génica con los
estimulos. Imagen de dominio publico creada por Boghog?2.

La variedad de respuestas que se pueden generar se debe en parte a la conformacion de los
promotores de los diferentes genes de respuesta y su afinidad por los diferentes factores de
transcripcion, la posibilidad que tienen los factores de la familia NF-kB de formar distintas

combinaciones de heterodimeros y la sefializacion coordinada con otras vias como las de

MAPKinasas'®"18,

Las fallas en la regulacion de estas vias de sefalizacion han sido asociadas con el desarrollo

|19,20

tumora g4

, enfermedades asociadas a la longevida y, de mayor interés para el presente

trabajo, enfermedades inflamatorias como las alergiaszz, psoriasis®® y enfermedades inflamatorias
intestinales®*. Dado el papel clave que esta via juega en la respuesta proinflamatoria han surgido
estrategias basadas en el bloqueo de la misma para el tratamiento de patologias en las que el
componente inflamatorio tiene un rol clave®®.

Los microorganismos comensales que se encuentran en el lumen intestinal son reconocidos por el

sistema inmune del huésped y podrian desencadenar respuestas efectoras inflamatorias, sin
)
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embargo en condiciones normales existe un estado de homeostasis en donde no hay respuesta
inmune contra los microorganismos. Este estado es generado a partir de la modulacion de la
expresion génica, tanto en la célula epitelial como en la bacteriana.

El sistema inmune no posee receptores especificos para comensales, las respuestas se articulan en
base a la integracion de multiples sefales. En los ultimos anos se han comenzado a describir
distintos circuitos moleculares que participan en la interaccion huésped-comensal. Una forma de
interaccion descripta recientemente es que ciertas bacterias, en especial del género Lactobacillus,
son capaces de inducir en las células del epitelio intestinal la produccion de especies reactivas de
oxigeno tales como H,0, o el radical superdxido®. Las funciones de estas moléculas en la respuesta
innata se hallan muy conservadas evolutivamente. La funcion mas estudiada de las especies
reactivas de oxigeno es la efectora, habiéndose descripto la produccion de H,0, como respuesta a
agentes nocivos en organismos tan distantes como plantas y vertebrados superiores. Un ejemplo
clasico de la produccion de ROS como mecanismo efector es en macrofagos®®. Las ROS participan

27 . . -~ . ..
y principalmente en la sefnalizacion intracelular.

también en procesos de cicatrizacion de tejidos**
En el epitelio intestinal, se ha descripto recientemente que las bacterias comensales o los
productos de fermentacion que las mismas generan, son capaces de bloquear las vias
proinflamatorias dependientes de NF-kB mediante la inhibicion de |la ubiquitinacion del inhibidor

, . . . . 28-30
kB, molécula que mantiene al factor de transcripcion secuestrado en el citoplasma . En el

esquema de la figura 2.2 se muestra una posible via de senalizacion descripta.
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Figura 2.2 - Modelo propuesto para la modulacion de la respuesta proinflamatoria mediada por especies
reactivas de oxigeno. Adaptado de Lee 2008, Bacterial-Modulated Signaling Pathways in Gut
Homeostasis, DOI: 10.1126/stke.121pe24.

La ubiquitinacion de IkB es llevada a cabo por un complejo multienzimatico llamado SCF-ligasa (de
las siglas de sus componentes en inglés £3 Skp1, Cullin1, F-box protein (SCF)-ligase complex). El
correcto ensamblado del complejo, depende de 3 componentes: E1 enzima de activacion
(responsable de la Neddylacion de Ubcl2, no mostrado en la figura), E2 enzima de conjugacion
(Ubc12 en la figura) y E3 ligasa (complejo SCF en la figura), lo que lleva a una cascada de tres pasos
que terminan en la adicion de ubiquitina a residuos laterales de lisina de la proteina sustrato.
Ademas, la activacion del complejo E3 SCF-ligasa depende de la modificacion covalente, similar a la
ubiquitinacion, mediante la adicion a la proteina Cul-1 (Cullin-1) de NEDDS8 (Neural-precursor-cell-
expressed developmentally down-regulated 8) una proteina originalmente descripta como
involucrada en el crecimiento, desarrollo y viabilidad celular® . La presencia de especies reactivas

de oxigeno enddgenas, inhiben la cascada de neddilacién (adicién de NEDDS8) evitando la

-38-



Capitulo 2

formacion del complejo, estabilizando a IkB y por ende a NF-kB en el citosol*2.

Neish y colaboradores han descripto que la induccion de la produccion de ROS en células de
epitelio intestinal, no sélo son inducidas por bacterias comensales, lactobacilos®® y productos de
fermentacion®®, sino que en trabajos posteriores han profundizado el estudio mecanistico del
fendmeno, encontrando como una de las moléculas de reconocimiento de las bacterias

, . . a4
comensales al receptor de péptidos formilados®*?

. Esta serie de trabajos es hasta la fecha, el
estudio mas detallado de los mecanismos de modulacion de la sefalizacion en la interaccion entre
las bacterias acido-lacticas reconocidas comunmente como probiodticos y el epitelio intestinal, sin
embargo, los estudios sobre los mecanismos en levaduras son mas reducidos.

Se ha descripto que Saccharomyces boulardii, produce un factor hidrosoluble y termoestable de
bajo peso molecular (< 1kDa) que disminuye la expresion de IL-8 a nivel transcripcional en células
de epitelio intestinal HT29 estimuladas con IL—lB35. Otros trabajos describen que los mananos
derivados de la pared de Saccharomyces son capaces de modular la respuesta inflamatoria en

. . . .. 7
modelos in vivo de infeccion®?’.

Como se presento en el capitulo anterior, la capacidad modulatoria de la respuesta proinflamatoria
de las levaduras es muy superior a la de las bacterias probadas.

El objetivo del presente capitulo es estudiar de manera comparativa entre bacterias y levaduras los
mecanismos de interaccion microorganismo-célula epitelial profundizando el estudio sobre las

levaduras, particularmente Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154.
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Resultados

Estudio de la presencia de factores solubles de modulacion

Se ha descripto que diversos microorganismos probiéticos, entre ellos Saccharomyces boulardii
son capaces de liberar factores solubles como forma de interaccion con el epitelio35. Para estudiar
si el efecto modulatorio que ejercen los microorganismos aislados de kefir es dependierte de este
tipo de factores se plantearon dos aproximaciones. Por un lado estudiar la capacidad moduladora
de sobrenadantes libres de microorganismos resultantes del cultivo de los microorganismos, o del
co-cultivo de los microorganismos con células epiteliales y por otro lado el estudio de la
modulacion en un sistema de cultivd de células epiteliales polarizado (transwells), en donde se
pueden separar los compartimientos apical y basolateral (Figura 2.3) de las células y evaluar la

necesidad de contacto entre los microorganismos y las células epiteliales.

apical

Figura 2.3 - Esquema del sistema “Transwell” para la separacién de los compartimentos
basolateral y apical. Adaptado de Lipschutz et al 2001 Current Protocols.

En la figura 2.4A se muestran los resultados correspondientes a la preincubacién de células
reporteras Caco-ccl20:luc con sobrenadantes de cultivo de |a levadura Kluyveromyces marxianus
CIDCA 8154 en presencia (w/caco) o en ausencia (w/o caco) de células epiteliales. Se puede

apreciar que no existe ningun componente presente en el medio de cultivo capaz de modular la

respuesta pro-inflamatoria inducida por flagelina.
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Figura 2.4- Estudio de la presencia de factores solubles de modulacion. A efecto de la
utilizacién de sobrenadantes de cultivo (SM) de Km 8154 generados en presencia (w/Caco) o en
ausencia (w/o Caco) de celulas epiteliales. B Efecto de la incubacion con Km 8154 en la cara
apical (A) o en la basolateral (BL) previo al la estimulacion con FliC en el compartimento
basolateral. Diferencias significativas (* p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001) ANOVA seguido de la
prueba de Dunnet comparado contra el control FliC. Se muestran los resultados de al menos 3
ensayos independientes con triplicados cada uno.

En los epitelios, muchas de las interacciones microorganismo-huésped se realizan mediante

interaccion directa entre un ligando y un receptor, ambos expuestos en los dos organismos.

Para evaluar la necesidad de contacto entre el microorganismo y las células epiteliales, se
preincubaron células reporteras caco-ccl20:luc con la levadura K. marxianus CIDCA 8154 en la
region apical o en la basolateral durante 30 minutos y luego se estimularon las células con
flagelina en la region basolateral. En la figura 2.4B se muestran los resultados de la actividad
luciferasa 5 horas después de la estimulacién. Cuando la levadura y las células epiteliales se hallan
en contacto directo por la cara apical de estas ultimas, el efecto modulatorio es marcado. En esta
condicion, es de resaltar la completa separacion fisica entre los microorganismos y la flagelina,
descartando una posible interaccion entre los mismos como mecanismo de disminucion de la
respuesta proinflamatoria en el sistema. La incubacion con la levadura en la cara basolateral, sin
contacto directo con las células epiteliales, no es suficiente para generar un efecto modulatorio v,
en concordancia con lo demostrado con los sobrenadantes de cultivo, permite descartar la

presencia de un factor soluble producido por la levadura como responsable del efecto.
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Modulaciéon de la respuesta proinflamatoria de diversos genes provocada por diferen

agonistas

Para estudiar cuiles de los mecanismos de sefializacion estdn implicados en el efecto
inmunomodulatorio de las levaduras se generaron diversas situaciones pro-inflamatorias en el
entorno celular mediante el uso de diferentes agonistas de la respuesta inmune. En esas
condiciones se evalud la respuesta de las células mediante la medida de los niveles de ARNm en
las células epiteliales. Los genes seleccionados para la caracterizacion de la respuesta fueron
Ccl20, quimioatractante de linfocitos y células dendriticas a través del epitelio®®; Cxcl2,
quimioatractante de neutréfilos y monocitos®; Cxcl8 conocida también como IL-8,
quimioatractante de neutrdfilos®®*! y Cx3cll, quimioatractante de linfocitos T vy monocitos*?:
todos estos genes son inducidos frente a estimulos proinflamatorios®®. En la figura 2.5 se observa
que la expresion de los ARN mensajeros de las quimoquinas CCL20, CXCL2 y CXCL8 se ven
aumentadas al menos 100 veces con respecto a la condicién basal por la estimulacion con flagelina
Y que esta respuesta se ve disminuida cuando las células epiteliales son previamente incubadas
con la levadura K marxianus CIDCA 8154. La variabilidad experimental en la medida de los niveles
de ARN mensajero de CX3CL1 no permite observar una diferencia significativa en la modulacion
ejercida por la levadura, sin embargo existe una tendencia de comportamiento similar al
observado para las demas citoquinas. Se observa un efecto similar al estimular las células con

otros inductores diferentes como lo son IL-1B o TNF-a.
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Figura 2.5 — Niveles transcripcionales de los genes proinflamatorios CCL20, CXCL2, CXL8 y CX3CL1 en
células de epitelio intestinal y el efecto de la preincubacion de la levadura Kluyveromyces marxianus
CIDCA 8154 sobre los mismos. Diferencias significativas * p< 0.05, *** p<0.001, ANOVA + test de
comparaciones multiples de Bonferroni para las columnas indicadas. £En todos los casos los valores son
re'ativos a la condicion basal, 1a que por definicion toma el valor promedio de 1. Se muestran los valores
aromedio ce expresion t errcr estandar de al menos 2 ensayos independientes por triplicado.

Para estudiar si el efecto de la levadura sobre las células epiteliales se debe a una regulacion
especifica de genes responsables de la funcion inmunoldgica de los enterocitos, se evaluo el efecto
de los microorganismos sobre la expresion de genes de otras funciones no inmunologicas,
habitualmente expresadas en entericitos, tales como CDX2, una proteina involucrada en el
proceso de diferenciacion celular; LPH (Lactase Phlorizin Hydrolase), un enzima involucrada en la
funcion digestiva de los enterocitos; ITF (Intestinal Trefoil Factor), que participa en la reparacion
del epitelio intestinal y MIF, una quimoquina constitutiva. La expresion de ninguno de estos genes
se ve modificada de manera significativa ya sea por efecto de la preincubacion de las células

epiteliales con las levaduras, la estimulacion con flagelina o la combinacion de ambas (figura 2.6).
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En ningun caso se observaron cambios en los niveles de expresion de B-actina, el gen utilizado

como referencia.
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Figura 2.6 — Niveles de expresion relativa de ARN mensajero de funciones no relacionadas
directamente con la respuesta inmune de enterocitos. Resultados representaivos de 2
experimentos independientes. Se muestra el valor promedio * error estandar.

Estos resultados indican que el efecto modulatorio de la levadura Kluyveromyces marxianus CIDCA

8154 es especifico para la respuesta inmune innata.

Para elucidar si el efecto modulatorio observado es especifico de la respuesta inducida por
flagelina se estimularon las células con diferentes agonistas pro-inflamatorios, tales como IL-1, en
cultivos celulares de la linea Caco-2 y para la linea celular HT29, también de epitelio intestinal,
lipopolisacarido de Escherichia coli (LPS) y se midieron los niveles de ARNm de Ccl20 mediante
gPCR. La pre-incubacion con la levadura disminuyd significativamente en todos los casos la
expresion de Ccl20 a nivel transcripcional (figura 2.7), indicando que el efecto observado se

produce mediante un mecanismo de accion enfocado en algun punto compartido entre las vias de

sefalizacion de los agonistas utilizados.
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Figura 2.7 — Expresion de ARNm de Ccl20 en lineas celulares de epitelio intestinal Caco 2 y
HT29 frente a distintos estimulos. Diferencia significativa * p<0,05, ** p<0,01 y *** p<0,001
ANQVA + test de Bonferroni para las columnas seleccionadas. Se muestran los valores promedio
+ error estandar de 2 ensayos independientes por triplicado.

Los receptores TLR4 (receptor de LPS), TLRS (flagelina) e IL-1 poseen un dominio tirosina kinasa y
comparten gran parte de los efectores y segundos mensajeros en sus vias de transduccion de
sefales. La mayoria de estas vias convergen hacia la cascada de fosforilaciones que incluyen a
MyD88, IRAK e IKK, que conllevan a la fosforilacion y ulterior ubiquitinacion y degradacion
proteasomica de IkB, que retiene en el citoplasma al factor de transcripcion NF-kB, perteneciente
a la familia Rel-A de factores de transcripcion. Los resultados obtenidos en los ensayos con

diferentes estimulos indican que esta via podria estar implicada en el efecto modulatorio.

Estudio de las vias intracelulares de sefializacion implicadas en el efecto modulatorio de la

respuesta innata

Para evaluar si la via de NF-kB estd involucrada en sefializacion se generaron células Caco 2
reporteras mediante transfeccion transiente con liposomas utilizando dos construcciones, la
primera con el gen reportero luciferasa de luciérnaga bajo el dominio del promotor 3kB, un
promotor artificial que posee tres sitios de union a NF-kB en tandem; la segunda construccion
consiste en el gen reportero luciferasa de Renilla spp. bajo el dominio del promotor constitutivo

Timidina quinasa de herpesvirus (HSV-Tk). Este sistema reportero generado, permite evaluar la
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unién del factor de transcripcion NF-kB y a su vez provee de una herramienta para normalizar las

medidas de acuerdo al éxito de transfeccion en cada fosa de cultivo.

En la figura 2.7 se puede apreciar que la estimulacion de las células por flagelina conlleva a un
aumento significativo de la actividad relativa de luciferasa de luciérnaga (dependiente de NF-kB) y
que la preincubacién con K marxianus CIDCA 8154 conlleva a una modulacidn de esta respuesta tal

y como se habia observado en otros sistemas. Esto permite concluir que la via de NF-kB es

modulada por accion de la levadura.

> 3

P- 3kB Lampyris noctiluca luc g

P- HSV-Tk Renilla spp. luc

Figura 2.8 - Sistema reportero 3kB:luc. (A) Esquema de las construcciones utilizadas para la
transfeccion de la linea celular de epitelio intestinal. (B) Valores de luciferasa relativos
(Lnluc/Rluc) en células transfectadas. Diferencia significativa *** p<0.001 utilizando la prueba t
de Student. Se muestran los resultados de al menos 3 ensayos independientes por triplicado.

La disminucion de la union del factor de transcripcion NF-kB a su promotor en el nicleo observada
podria explicarse mediante diferentes procesos. Uno de ellos podria ser que se impida la

fosforilacion o la ubiquitinacidn del inhibidor I-kB, estabilizando a p65 en el citoplasma.

Para evaluar esta hipotesis se realizaron ensayos de localizacién nuclear de NF-kB por

inmunofluorescencia.

Estudio de la localizacién celular de NF-kB (p65) mediante inmunofluorescencia

Se estudio la localizacidn celular del factor de transcripcion NF-kB mediante inmunofluorescencia

empleando un anticuerpo especifico contra p65 conjugado con el fluoréforo FITC. Como colorante
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de nucleos se utilizd loduro de propidio (IP). Se puede apreciar la traslocacion al nucleo de NF-kB
cuando las células son estimuladas con flagelina durante 45 minutos. En la figura 2.9 se observa
que la preincubacion con la levadura genera un patréon de localizacion de p65 similar al del estado
basal, predominando la ubicacion citoplasmatica del factor de transcripcion, aunque la
cuantificaciécn de este fenomeno no resultd estadisticamente significativa. El estudio de
colocalizacion de fluorescencia podria completarse mediante la utilizacion de microscopia
confocal, técnica que permite una mejor compartamentalizacion de las intensidades de

fluorescencia que la microscopia de epifluorescencia.
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Figura 2.9 — Traslocacion de NF-kB al nicleo mediante inmunofluorescencia. En rojo se tifieron
los nucleos con loduro de propidio, en verde se utilizé un anticuerpo anti p65-FITC. A la derecha
se muestra una semicuantificacion de la colocalizacion nuclear de FITC-IP. Diferencia
significativa test de Mann-Whitney. Las imagenes son representativas de 2 ensayos
independientes con captura de 5 campos por condicién en cada uno.

Estudio de la interrelacion entre las vias de NF-kB, MAPK y STAT3

Las vias de sefalizacion de NF-kB (del inglés Nuclear Factor Kappa B) y de MAPKs (del inglés
Mitogen Activated Protein Kinase) se encuentran relacionadas de manera que se regulan
mutuamente y son capaces de establecer un amplio rango de respuestas frente a diferentes
estimulos. Las moléculas principales de estas vias interactian de manera sinérgica frente a

’ . 0 44 g 5 .
estimulos proinflamatorios™ . Para evaluar si la levadura K. marxianus CIDCA 8154 ejerce su efecto
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. - . . .
modulador de manera dependiente de la interaccion entre estas vias sé realizaron ensayo

Sgi ifi i 5 s, tales
utilizando inhibidores farmacoldgicos especificos de las diferentes moléculas de las cascada

como Sulfasalazina para la via de p65, SB203580 para p38 MAPK, S31-201 para Stat3 y U0126 para

erkl/2.

1
RHiC -+ + 4+ + + + + + +
Km81%4 - - + - + - + - + - +
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Figura 2.10 — Efecto de inhibidores farmacoldgicos de las vias de MAPKinasas y NF-kB sobre la
modulacion de la respuesta proinflamatoria disparada por flagelina. Diferencia significativa
*p<0,05, ** p<0.01y ***p<0,001, ANOVA + test de comparaciones multiples de Bonferroni.

Inhibidores: p65 sulfasalazina, p38 sb203580, Stat3 (S31-201), erk1/2 (U0126 )

Se puede observar en las figura 2.10 que independientemente de la via inhibida, K. marxianus
CIDCA 8154 es capaz de modular la respuesta proinflamatoria. Se observa ademas un efecto
sinérgico en la modulacién cuando se utilizan inhibidores especificos para las vias de p38 y p65. Se
ha descripto que la via de MAPK esta involucrada en la activacién de la via de NF-kB p6545. Se
puede inferir a partir de estos resultados que |a inhibicidn de las vias de NF-kB mediada por la

levadura es independiente de la activacidon de las otras cascadas.

Estabilidad de plkB en fraccién citoplasmatica de lisados de Caco?

Se ha descripto que ciertos lactobacilos utilizados como probidticos son capaces de estabilizar a

NF-kB en el citoplasma mediante la inhibicion de |a ubiguitinacion de del inhibidor 1kB fosforilado.
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Para evaluar la estabilidad de plKB en células epiteliales, se realizaron ensayos de western-blot.
Células Caco 2 fueron pre-incubadas con un lactobacilo de control (Lactobacillus plantarum CIDCA
83114) y la levadura Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154 y estimuladas con flagelina. Para el

revelado se utilizaron anticuerpos especificos para plkB y B-actina como normalizador.

En la figura 2.11 se puede observar que |a preincubacion con el L plantarum CIDCA 83114 produce
un aumento aparente en la estabilidad de plkB en extractos citoplasmaticos, no asi cuando se
preincuba con la levadura. Este hecho podria sugerir diferentes mecanismos de senalizacion entre
las especies, sin embargo, el elevado nivel basal de activacion de la via (las Caco 2, como la
mayoria de las lineas celulares son tumorales) no permite realizar una afirmacion concluyente al

respecto.
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Figura 2.11 - Ensayo de Western blot para la deteccion de plkB en extractos citoplasmaticos
de células de epitelio intestinal Caco2. Como control de carga se utilizo B-Actina. A la dercina
se muestra una cuantificacion relativa de las intensidades de las bandas. La lisis celular se llevo a
cabo luego de 30 minutos de estimulo con flagelina.

Modulacion de la respuesta innata epitelial mediante la induccion de especies reactivas de

oxigeno (ROS)

27,30,46,47
Kumar y colaboradores

han descripto que ciertas especies de bacterias acido lacticas o sus
productos metabdlicos, en particular acidos grasos de cadena corta como el butirico, inducen en

las células epiteliales |a generacion de ROS, que son capaces de inhibir la ubiquitinacion de 1kB,
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estabilizando en el citosol a NF-kB*2. En la introduccién del presente capitulo se mostré un
esquema adaptado de uno de sus trabajos en donde se explica el mecanismo propuesto. El
aumento de plkB en el citoplasma en las células preincubadas con el lactobacilo podria explicarse
mediante la inhibicidn de la maquinaria de ubiquitinacién/degradacion de IkB mediada por la

induccion de la generacion de especies reactivas de oxigeno endogenas en las células epiteliales.

Para evaluar la capacidad de producciéon de ROS de los distintos microorganismos se realizaron
ensayos de fluorescencia con un colorante sensible a la presencia de ROS en las células epiteliales,

el 5,6-diclorometil-2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato acetil ester (DCFDA).

Previamente se realizd una puesta a punto del sistema de deteccion de ROS, utilizando distintos
controles positivos como H,0, exdogena o acido butirico. Los resultados se muestran en la figura
2.12. La presencia de acido butirico, un producto comun del metabolismo de ciertas bacterias
comensales induce la produccion de ROS en las células epiteliales. La adicién de perdxido de
hidrogeno exdgeno también induce la fluorescencia. La cuantificacion de la intensidad de la
fluorescencia puede hacerse mediante métodos informaticos de andlisis de imagenes. En
particular, para estos ensayos se desarrolld un método de cuantificacién de fluorescencia, cuyo

desarrollo y optimizacion se describen en el anexo de este trabajo.
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Figura 2.12 - Sistema de deteccién de especies reactivas de oxigeno mediante microscopia de
fluorescencia. Como inductor de ROS se utilizo butirato en las concentraciones indicadas
Diferencias significativas *p<0,05 **p<0,01y ***p<0,001 ANOVA + test de Dunnet comparandol
contra la columna control Basal. Se muestra |Ia cuantificacion de al menos 10 campos diferentes

Para cada condicion. A la derecha se muestran § campos correspondientes a cada condicion
indicada en el grafico.
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Con el sistema puesto a punto, se estudid la capacidad de diferentes microorganismos para
inducir ROS enddgenas en células epiteliales. De 37 microorganismos utilizados para los ensayos
se probaron 7 levaduras y 30 bacterias. Todas las levaduras fueron incapaces de inducir ROS
endogenas en las células de epitelio intestinal Caco 2. De los 30 aislados bacterianos ensayados,
solo S (L. brevis JCM 1059, L. plantarum CIDCA 83114, L. plantarum DSMZ 20174, L. delbrueckii
subesp /actis CIDCA 133 y L. brevis ATCC 8287) mostraron una capacidad de induccion de ROS

significativa. En la figura 2.14 se presenta un resumen grafico de estos resultados.

K. marxianus CIDCA 8154

S. boulardii

204

ek *k dedke ok ek

I | 1
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Figura 2.13 Induccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en células epiteliales Caco 2 en
cultivo. A Las imagenes de al menos tres ensayos independientes con al menos 12 campos cada
uno fueron procesadas segun se describe en el anexo Il para cuantificar la fluorescencia, los
resultados de cuantificacion se muestran en B. Aqui se muestran algunas imagenes de ejemplo.
Los valores de fluorescencia se expresan referidos al valor basal, el cual por definicion toma el
valor de 1. Las imagenes fueron obtenidas con el microscopio de epifluorescencia NIKON -Ti-
Eclipse con un aumento de 20X. Diferencia significativa ** p<0,05 ***p<0,001 ANOVA + test de
Dunnet contra el control Basal.
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Bacterias acido lacticas

ROS (+)
ROS (-)
Total de
microorganismos
Levaduras
ROS (-)

Figura 2.14 - Distribucion de capacidad inductora de ROS enddégenos de los distintos
microorganismos ensayados. Se muestran los valores totales de los aislados ensayados.

En la figura 2.15 A se muestran los resultados de induccidn de ROS para los microorganismos mas

representativos de las poblaciones antes mencionadas.

Luego de evaluar la capacidad inductora de ROS, se compararon con la capacidad modulatoria de

la respuesta pro-inflamatoria de los mismos microorganismos en el sistema reportero Caco

Ccl20:luc. En la figura 2.15 B se presentan estos resultados.
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Figura 2.15 — A capacidad inductora de ROS en células epiteliales intestinales y B capacidad
modualtoria de la respuesta proinflamatoria disparada por flagelina de distintos
microorganismos. Diferencias significativas con respecto al control. * p<0,05, ** p<0,01 y ***
p<0,001 ANOVA + test de Dunet comprando contra las columnas control basal en A y con
respecto al control FliC en B. Lp — Lactobacillus plantarum. Lk — L. kefir — Ldl L. delbrueckii
subesp. Lactis — Sc Saccharomyces cerevisiae = Sb S. boulardii - Km Kluyveromyces marxianus.

Es destacable el hecho de que las levaduras (en este caso se muestran K. marxianus CIDCA 8154, S.
cerevisiae CIDCA 8112 de la coleccidon CIDCA y Saccharomyces boulardii aislado de un probidtico
comercial) son las que poseen mayor capacidad modulatoria de la respuesta proinflamatoria
aunque, como ya se habia adelantado, no muestran capacidad inductora de ROS. Entre las
bacterias ensayadas se pueden encontrar aquellas que poseen tanto capacidad modulatoria como
de induccidn de produccion de ROS (como L. plantarum DSMZ 20174, L. acidophillus JCM 1059 y L.
plantarum 83114); L. delbrueckii subesp. lactis CIDCA 133 que es capaz de inducir ROS pero no
modular la respuesta disparada por flagelina y un grupo de moduladoras pero no inductoras de

ROS (que incluye las levaduras y las cepas de Lactobacillus kefir CIDCA 8348 y ATCC 8007).
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Neish y colaboradores, han publicado ampliamente sobre la modulacion de la respuesta inmune
por comensales?’?*3%* aunque sus trabajos no incluyen condiciones proinflamatorias como las
tratadas en el presente trabajo al utilizar el estimulo con flagelina. Para evaluar si existe
correlacion entre la capacidad de induccién de ROS y la capacidad modulatoria de la respuesta a
flagelina se ensay6 una estrategia para el secuestro de las ROS endogena en las células epiteliales
mediante el uso de N-acetil-cisteina (NAC) y se evalud el efecto de dicha estrategia tanto en la
capacidad modulatoria como en la capacidad de inducir ROS. En la figura 2.16 se muestra el efecto
de la adicidn previa de NAC a las células sobre la induccion de ROS (A) y sobre la modulacién de la

respuesta inflamatoria a flagelina en el sistema reportero Caco ccl20:luc (B).

Induccion de ROS

A+ SD

PIEETLER LS B B LY P P
PR

& ¥
Capacidad inmunomodulatoria

Figura 2.16 - Efecto de la preincubacion con N-acetil-cisteina A sobre la generacion de
ROSevaluado mediante fluorescencia A y sobre el efecto modulatorio B en el sistera reportero
Caco ccl20:luc. Se muestran los resultados para un panel reducido de microorganismos. S

muestran los resultados representativos de al menos dos ensayos independientes ¢ -

] . .
os efectos de la NAC tanto sobre Ia capacidad inductora de ROS como sobre |a de modulacion de

| " .

a respuesta innata, al menos en las condiciones de los ensayos observadas, no son absolutos, es

decir que ni inhiben completamente la produccién de ROS ni quitan toda capacidad modulatoria a
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los microorganismos. Esto, podria deberse a |la presencia de varios mecanismos redundantes que
dificilmente puedan ser bloqueados mediante una unica estrategia. Una forma de analizar el
efecto parcial de la incubacidén con NAC en la capacidad inductora de ROS y moduladora de la
respuesta innata es mediante el estudio de la variacion de los valores de los estadisticos de las
pruebas de significancia en las distintas condiciones. En la figura 2.17 se puede apreciar que
Lactobacillus plantarum DSMZ 20174, L. kefir CIDCA 8348 y L. kefir CIDCA 83114 pierden
significancia en su capacidad de inducir ROS (corrimiento hacia la derecha denotado en flechas
azules) cuando se compara la induccion de ROS en ausencia (verde) o presencia (negro) de NAC. Lo
mismo se observa para los primeros dos microorganismos mencionados con respecto a la

capacidad modulatoria (corrimiento hacia arriba).
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menos significativo

Figura 2.17 - Correlacion entre la capacidad modulatoria y la capacidad de inducir ROS de los
diferentes microorganismos y ¢l efecto de la presencia de N-acetil-cisteina (NAC). Se muestra
una correlacidn para los p valores de las pruebas t de Student en donde se comparan contra el
control basal en caso de ROS y contra el control FliC en el caso de la capacidad modulatoria.
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Es de destacar el comportamiento de las levaduras (resaltadas en una elipse azul) como
ampliamente moduladoras de la respuesta proinflamatoria de manera independiente de la

presencia de NAC y de la induccion de ROS.
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Discusion
La diferencia en la capacidad modulatoria de la respuesta innata epitelial descripta en el capitulo 1
para bacterias y levaduras se estudid con mayor detalle en el presente capitulo. El interés

particular en las levaduras se origina tanto en la mayor capacidad modulatoria observada como en

su potencial probiodtico.

Ha sido descripto que la levadura Saccharomyces boulardii es capaz de producir un factor soluble
que disminuye la expresion a nivel transcripcional del gen de IL-8 en células epiteliales colonicas
(HT-29) y monocitos (THP-1) cuando estas son estimuladas con IL-1B, TNF-a o LPS*. En el
presente trabajo se decarta la produccion de un factor similar por parte de la levadura
Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154, sugiriendo que a pesar de que todas las levaduras, incluida
Saccharomyces boulardii, comparten la propiedad de modular la respuesta proinflamatoria,
pueden diferir en sus mecanismos de accion. De esta comparacion surge la necesidad de nuevos
estudios para caracterizar de manera mas profunda la capacidad modulatoria de los diferentes
aislados, ampliando la cantidad de microorganismos en los ensayos de medios condicionados por

el crecimiento del probiotico, estimulacion de células epiteliales crecidas en transwells, etc.

Por otra parte, los resultados obtenidos descartan la presencia de algun componente de las
paredes de las levaduras como responsable del efecto de modulacidn. Los ensayos de viabilidad,
demuestran que los componentes de la pared celular de Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154 no
son capaces de modular la respuesta proinflamatoria disparada por flagelina cuando la levadura es
inactivada por radiacion UV. Badia y colaboradores han descripto que B-galactomananos sintéticos
y Saccharomyces boulardii modulan la expresion de los genes TNF-a, IL-1a IL-6, y GM-CSF (del
inglés granulocyte-macrophage colony-stimulating factor ) y las quimoquinas CCL2, CCL20 y CXCL8
en células de epitelio intestinal porcinas en sistemas in vitro>®. En este trabajo los autores sugieren
que el B-galactomanano confiere a las células epiteliales mayor proteccion contra la adhesion de
Salmonella y modula la expresion de los mencionados genes de manera mas eficiente que
Saccharomyces boulardii misma. Esto puede deberse a una diferencia en la composicion de los
polisacaridos sintéticos y los presentes en la pared de las levaduras o a que al utilizar el B-
galactomanano purificado, la relacion manano-célula epitelial puede ser mayor que al incubar con

la levadura viable. Futuros estudios con las levaduras aisladas de kefir incluiran la purificacion de
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componentes de sus paredes celulares, asi también como el estudio de la capacidad modulatorias

de esferoplastos viables, es decir, levaduras a las cuales se les degrada la pared celular mediante

un tratamiento enzimatico con liticasa.

En cuanto a la diversidad de genes modulados por K. marxianus CIDCA 8154, se demostro que la
levadura es efectiva tanto en la modulacion de la respuesta proinflamatoria disparada por
flagelina como por otros agonistas tales como IL-1B8, LPS o TNFa, sugiriendo que el mecanismo de
accion es sobre algun componente comun a estas vias. Los estudios de expresion genica
demuestran que este efecto es especifico de los genes de la respuesta proinflamatoria (CXCL8,
CXCL2, CXCL10, CCL20 y CX3CL1) y no de los genes de funciones no relacionadas de los
enterocitos, indicando que esta levadura es un potencial candidato para el desarrollo de una

terapia antiinflamatoria basada en probioticos.

Los mecanismos de sefalizacion intracelular en la célula epitelial fueron estudiados tomando
como punto de partida las publicaciones existentes en cuanto a la interaccion entre
microorganismos probioticos y células epiteliales. Se ha descripto que la via de NF-kB es el blanco
de modulacion utilizado por Saccharomyces boulardii y por un suplemento de bacterias
probidticas comercial, VSL#3 compuesto por Bifidobacterium brevis, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium infantis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus **°'. Los resultados obtenidos en
los ensayos con las dobles transfecciones muestran que la via de NF-kB es blanco de modulacion
por la levadura Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154. Ademas, el sistema reportero utilizado para
el screening utiliza el promotor de la quimoguina Ccl20 que tiene dominios de unién a NF-kB como

principal factor de transcripcion®*??

. Como se ha mencionado en la introduccién, las vias de
senalizacion de MAP-quinasas y NF-kB se encuentran estrechamente relacionadas. Al utilizar
inhibidores farmacoldgicos para la via de MAPK, no se pierde el efecto modulatorio de la levadura
K. marxianus CIDCA 8154. Aparentemente la levadura ejerceria su efecto de manera independiente

de esta via de MAPK, aunque se requieren estudios sobre la interaccion con la via de NF-kB, por

ejemplo mediante western-blot o de la transcripcion de genes especificos de esas vias que lo

confirmen.

Se ha vinculado la estabilizacidn del factor de transcripcion en el citoplasma mediante la inhibicién

de la maquinaria de ubiquitinacion y degradacion proteasdmica. Esta inhibicion se lleva a cabo
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mediante un aumento de especies reactivas de oxigeno en el citoplasma de las células epiteliales.
Los primeros trabajos fueron realizados utilizando las bacterias comensales Lactobacillus
rhamnosus, Escherichia coli y Bacteroides thetaiotaomicron en un sistema de deteccion de ROS
por fluorescencia®®, si bien el numero de microorganismos utilizado para los ensayos es bajo, los
mismos pertenecen a géneros filogenéticamente distantes. Entre estas tres bacterias L.
rhamnosus, comunmente utilizada como microoganismo probidtico, tiene un efecto modulatorio
mayor que las demas. Los mismos autores mencionan también que ciertos productos de
fermentacion de los microorganismos comensales, por ejemplo el butirato ejercen el mismo
efecto de induccion de las ROS epiteliales’®. En el presente trabajo, aprovechando la
reproducibilidad de utilizar butirato como control positivo, se optimizo y adaptd el sistema de
deteccion de ROS mediante fluorescencia a nuestra capacidad operativa. Mediante este sistema se
realizé un screening de la capacidad de induccion de ROS en células epiteliales y se demostro que
este efecto es cepa dependiente, es decir, dos microorganismos de la misma especie pueden o no
inducir la generacion de ROS en el epitelio. Las bacterias L. plantarum DSMZ 20174 y L. plantarum
CIDCA 83114 muestran que la capacidad de inducir ROS esta vinculada al efecto modulatorio de la
respuesta proinflamatoria disparada por flagelina, siguiendo los resultados esperados segun lo
descripto en bibliografia. Sin embargo en el presente trabajo se demuestra que existen
comportamientos diversos en cuanto a la relacion entre capacidad modulatoria e induccion de
ROS; por ejemplo L. delbrueckii subesp. lactis CIDCA 133 es capaz de inducir ROS pero no modular
la respuesta disparada por flagelina y por otra parte Lactobacillus kefir CIDCA 8348 y ATCC 8007,

presentan capacidad modulatoria pero no inductora de ROS.

Asimismo, las levaduras utilizadas en este trabajo, de las cuales ya se ha mencionado la mayor
capacidad modulatoria de la respuesta proinflamatoria son completamente independientes de
ROS para ejercer su efecto. Estos resultados una diferencia de mecanismos modulatorios entre
bacterias y levaduras. En ciertos lactobacilos la sefializacion a través de ROS parece ser un
mecanismo esencial para =jercer su efecto modulatorio de la respuesta proinflamatoria. Los
autores que describieron por primera vez la via de interaccion de los microorganismos comensales
y las células epiteliales madiante este sistema, centraron su caracterizacion en el mecanismo
puesto en juego en ausericia de activacion proinflamatoria. En las condiciones utilizadas en el

presente trabajo, es decir, con estimulo de la via de TLR5 mediante flagelina, podrian existir otras
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interacciones aun no estudiadas en profundidad, por lo que el efecto modulador propuesto hasta
el momento podria ser importante para mantener la homeostasis inflamatoria frente a la

microbiota, pero dificilmente pueda ser aplicable en un entorno proinflamatorio.

En trabajos mas recientes, Neish y colaboradores estudiaron con mayor profundidad los
mecanismos de la inducciéon de ROS por L. rhamnosus, vinculando la produccion de ROS con el
receptor para péptidos formilados FPR*!. Este puede ser un mecanismo que explique la induccién
de ROS para ciertas bacterias, sin embargo, dista de ser especifico para microorganismos
probidticos ya que los péptidos formilados estan presentes en todo procariota y las levaduras no

podrian interactuar con las células epiteliales mediante este receptor.

Las tareas proximas a desarrollar en base a los resultados obtenidos en este trabajo de tesis
referentes a la interaccion entre probidtico y célula epitelial incluyen estudios sobre receptores de
acidos organicos de cadena corta y el rol de los receptores especificos para estas moléculas en la

modulacion de la respuesta proinflamatoria.

En cuanto a los mecanismos que median este comportamiento hemos realizado ensayos
exploratorios en cuanto a la capacidad de las levaduras para interferir en la sefializacion via TLR
mediada por especies reactivas de oxigeno, encontrando que K. marxianus CIDCA 8154 es capaz
de disminuir la cantidad de ROS presentes en las células epiteliales. Existen trabajos de mas de una
década, con poca continuidad, donde se describe que los TLRs tienen una via alternativa de

sefializacion dependiente de especies reactivas de oxigeno para su activacion®*™°.

Futuras
estrategias de estudio podrian incluir el uso de levaduras deficientes en catalasa, una enzima que
podria ser responsable de la eliminacion de las ROS epiteliales inducidas por flagelina, y que se
encuentra ampliamente distribuida entre las levaduras. Una busqueda en bases de datos sobre

genes con actividad catalasa para Saccharomyces denota la presencia de al menos cuatro genes

diferentes.

Como se ha mencionado previamente, el interés en microorganismos con capacidad modulatoria
de la respuesta proinflamatoria para su utilizaciéon como probioticos, recae en la potencialidad de

aplicacion en enfermedades inflamatorias intestinales, alergia o cualquier otra patologia en donde

el problema sea una respuesta inflamatoria exacerbada.
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En el siguiente capitulo se estudiara la aplicacion de la levadura Kluyveromyces marxianus CIDCA

8154 a diferentes modelos murinos de inflamacion intestinal in vivo.
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Resumen de resultados y conclusiones

e El efecto modulatorio de la levadura Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154 no depende de
ningun factor soluble que esta puede generar, al menos en las condiciones en los que los
ensayos fueron realizados. La adhesion a las células epiteliales jugaria un papel importante
en el mecanismo de modulacion.

e Lainteraccion de las levaduras con la cara apical de las células epiteliales es necesaria para
la modulacion.

e FEsta levadura es capaz de modular de la expresion de los genes de las quimoquinas
proinflamatorias CCL20, CX3CL1, CXCL2 y CXCL8 inducidos por flagelina, IL-1 o LPS sin
alterar la expresion de genes de otras funciones no relacionadas con la respuesta inmune.

e Fl factor de transcripcion NF-kB juega un papel clave en la sefalizacion y en el efecto
modualtorio.

e las vias de MAPK, ERK1/2 y STAT3 no parecen estar implicadas directamente en la
modulacion, aunque es necesario profundizar al respecto.

e Se requieren estudios en otros sistemas diferentes a las lineas celulares en cultivo para
evaluar el efecto de los microorganismos sobre |la estabilidad del inhibidor 1kB.

e De las 30 bacterias ensayadas, solo L. brevis JCM 1059, L. plantarum CIDCA 83114, L.
plantarum DSMZ 20174, L. delbrueckii subesp lactis CIDCA 133 y L. brevis ATCC 8287 son
capaces de inducir la generacion de especies reactivas de oxigeno en las células epiteliales,
indicando que la induccion de ROS no es un mecanismo general en la interaccién epitelio-
microorganismo.

e Ninguna de las levaduras ensayadas muestra capacidad de inducir la generacién de
especies reactivas de oxigeno en las células epiteliales.

* La bacteria L. plantarum DSMZ 20174 pierde su capacidad modulatoria y la capacidad de
inducir la generacion de ROS en las células epiteliales cuando se agrega el antioxidante N-
acetil-cisteina al medio, lo que podria indicar que para este organismo, ambos fenémenos
estan vinculados. Lactobacilus kefir CIDCA 8348 tiene el mismo comportamiento a pesar de

poseer una menor capacidad inductora de ROS.

® La bacteria L. plantarum CIDCA 83114 pierde su capacidad inductora de ROS en presencia
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de NAC, pero su capacidad modulatoria no se ve afectada, indicando que incluso para
bacterias, el mecanismo de induccion de ROS no puede explicar completamente el

fenomeno de modulacion de la respuesta proinflamatoria disparada por flzgelina.
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Capitulo 3

Capitulo 3: Estudio de la capacidad modulatoria de la respuesta innata

de microorganismos seleccionados empleando modelos in vivo

Introduccion

En los capitulos previos de este trabajo se seleccionaron microorganismos con capacidad
modulatoria de la respuesta inmune innata y se caracterizaron en parte los mecanismos por los
cuales ejercerian su efecto. En el presente capitulo se muestran los resultados de la aplicacion de la
levadura Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154 a distintos modelos in vivo de inflamacion

intestinal.

El uso de microorganismos para el tratamiento de afecciones gastrointestinales es conocido desde
hace tiempo y existe una gran cantidad de reportes en los que se describe su aplicacion en el
tratamiento de diarrea asociada a antibioticos® 3, intolerancia a azucares , metabolismo de |IpldOSS,

‘ 6 e 7-9 . . . . 10-12
enfermedad celiaca”, gastritis” °, diarreas asociadas a infecciones

, etc.; sin embargo la
utilizacion de la mayoria de estos tratamientos es de caracter empirico. En anos recientes, los
intereses clinicos y cientificos en encontrar microorganismos con capacidad para regular la
respuesta inmune intestinal se han incrementado debido a la acumulacion de evidencia que indica
que la flora luminal juega un rol critico en el inicio y la perpetuacion de enfermedades
inflamatorias intestinales’?.

De entre todas las posibles afecciones con un componente inflamatorio, son de particular interés
para el estudio presentado en este capitulo la infeccion por Salmonella y las enfermedades
inflamatorias intestinales.

El interés particular en las infecciones por Salmonella surge del hecho de que la salmonelosis es
una de las principales zoonosis en humanos. Su principal forma de transmision es mediante
alimentos contaminados, aunque se puede producir la transmision entre personas o por
contaminaciones ambientales en situaciones de higiene precaria (Figura 3.1). La Red Global para
Infecciones Alimentarias (GFN por Global Foodborne Infections Network) que asocia laboratorios a

nivel mundial para el seguimiento y control de infecciones alimentarias, bajo la coordinaciéon de la

Organizacion Mundial de la Salud, tiene como una de sus principales actividades el estudio de la
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salmonelosis y provee informacion y estadisticas sobre el tema. Segun los reportes, las especies
mas comunes aisladas en los casos de contaminacién alimentaria son S. enteritidis y .
typhymurium que alternan su incidencia en el tiempo'®. En nuestra region, segin datos de la
Organizacion Pan-Americana de la Salud (PAHO por sus siglas en inglés) S. enteritidis fue en 2001 el
serotipo mas comun. En nuestro pais han existido brotes que afectaron gravemente a una gran
cantidad de personas. Las 5 serovariedades prevalentes, en el periodo 2004-2005 fueron:
Salmonella enteritidis (36.0%), S. typhimurium (20.5%), S. infantis (8.7%), S. newport (5.3%) y S.
)15,

agona (4.9% En la figura 3.2 se muestra el nimero de casos reportados en 2004 y 2005,

ordenados segun la serovariedad aislada y por provincia.

Animales
enfermos y T Ani

) Heces ‘ ~Olliaitinacia Ingastian e

o portadores, }—————— i ambienta _._Hg-ﬁ-_;,,,# susceptibles
de muchas 7 de alimentos de muchas
gspecies S es

Ingestion de alimentos
de origen animal

Figura 3.1 - Transmision de la salmonelosis Adaptado de Bacteriosis, V. I, Acha, P. N. & Street, T.
Zoonosis y enfermedades transmisibles comunes al hombre y a los animales Tercera edicion. (2001).

La incidencia de cepas de Salmonella aisladas con resistencia multiple a antibiéticos se ha ido
incrementando con los afios. Las causas principales de este fenomeno son el uso de antibioticos ¢n
la alimentaciéon de animales (una practica comun en los paises industrializados) y el uso
indiscriminado de antibidticos (ya sea por parte de profesionales o de particulares).

La infeccion por Salmonella causa una enteritis originada por la infeccion intracelular de células

epiteliales y células dendriticas, que en la mayoria de los casos se limita al intestino aunque puede
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causar enfermedad diseminada. La bacteria expresa distintos factores de virulencia que participan
en diferentes etapas de la infeccion. La enfermedad se manifiesta comunmente por una diarrea
aguda y la diseminacion poblacional de la enfermedad se da por eliminacion de bacterias viables
en las deposicionesls'w. Existen factores de patogenicidad en Sa/monella que juegan un papel clave
en el establecimiento de la infeccion. Uno de los principales es el sistema de secrecidon de tipo 3
(TTSS por sus siglas en inglés), que consta de una estructura proteica compleja en forma de aguja,
que es capaz de “inyectar” proteinas que interfieren en los mecanismos fisioldgicos de senalizacion
en las células eucariotas'’. Este sistema de secrecidn se encuentra en una gran cantidad de
patogenos gram-negativos, al punto de que existe una base de datos internacional para la
informacion generada en el estudio del sistema en distintas especies'®*.

Los mecanismos moleculares de la infeccion por Salmonella implican la generacidon de un entorno
inflamatorio en el intestino que elimina a los microorganismos comensales y disminuye la
competencia por espacio y nutrientes que de otra manera no estarian disponibles para el
patégeno’®. La administracion de un microorganismo probiotico con capacidad antiinflamatoria en

tal escenario podria ser una estrategia Util para interferir con los mecanismos de patogénesis de

Salmonella.
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Figura 3.2 - Salmonelosis en Argentina. A Numero de casos reportados segun las

serovariedades de Salmonella aislada. B Numero de reportes ordenados por provincia.
Adaptado del Boletin epidemiologico Periodico — Ministerio de Salud de la Nacion. 20061,

Para lograr los modelos murinos que permitan el estudio de la infeccion con Salmonella, se trata a
los animales con estreptomicina, que elimina parcialmente la microbiota y genera un entorno

16,20 . i
. En otros modelos se utilizan animales con

favorable para el establecimiento del patogeno
microbiota de baja complejidad (LCF por Low Complexity Microflora). Estos animales poseen
menor cantidad de especies representadas en su microbiota y sufren de alteraciones en el
desarrollo de las estructuras linfoides, que los hace mas susceptibles a las infecciones®’. El uso de

antibidticos o animales con microbiota reducida es necesario ya que los ratones desarrollan colitis

al ser infectados por Salmonella por via oral.

Las infecciones por microorganismos patdgenos no son la unica afeccion susceptible de ser tratada
con microorganismos probidticos con capacidad antiinflamatoria. Existen otras patologias con un
importante componente inflamatorio que no son disparadas por microorganismos patégenos. Tal

es el caso de las llamadas enfermedades inflamatorias intestinales (IBDs por Inflammatory Bowel
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Disease) cuyos principales exponentes son la enfermedad de Crohn (CD) y la colitis ulcerosa (UC).
Las IBDs son enfermedades crénicas, progresivas que pueden llegar a tener un fuerte impacto en la
calidad de vida del paciente. Su incidencia ha aumentado notablemente en las ultimas décadas en
los paises occidentales®”. La enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa tienen sintomas similares y
se diferencian entre si por la distribucion de los focos inflamatorios y por los perfiles de respuesta
inmunoldgicos generados. Los pacientes con enfermedad de Crohn presentan un perfil tipo
Tu1l/Tu17, con incrementos en la produccion de IL-12, TNF e IFN-y, mientras que los que sufren de
colitis ulcerosa tiende a tener un perfil tipo Ty2, con aumento de secrecion de IL-4, IL-5 e IL-132%7%
La enfermedad de Crohn se caracteriza por una distribucion de los focos inflamatorios a lo largo de
todo el tracto gastrointestinal mientras que en la colitis ulcerosa se encuentran localizados
principalmente en el colon.

El mecanismo mas comunmente aceptado como causa de estas patologias es una respuesta
inmune exacerbada ante la microbiota®’. La predisposicion a estas enfermedades depende de

28,29

varios factores, entre los que se incluyen la constitucion genética del paciente™ ", la dieta, la edad

y la composicién de la microbiota®’3% 3%,

Dada la complejidad y la multiplicidad de factores y mecanismos que contribuyen al desarrollo de
estas patologias, los modelos animales para el estudio de las mismas suelen generar una mimica
parcial de los sintomas de la enfermedad. La mayoria de los modelos se establecen por
exacerbacion de algin mecanismo determinado.

Una de las estrategias mas comunes para la implementacion de modelos animales de I1BD es la
modificacion de la permeabilidad de la barrera epitelial. Existen distintos modelos de induccién de
la inflamacion con agentes quimicos. La administracion oral de dextran sulfato de sodio (DSS)
genera un fenotipo de respuesta epitelial similar al de las IBDs y es ampliamente utilizado para la
prueba de concepto de intervenciones terapéuticas. Otro modelo de induccidn de inflamacidn
mediante un agente quimico es la administracion intrarrectal de &cido trinitrobencensulfénico
(TNBS), que genera un dafio epitelial en el colon de los animales, permitiendo la traslocacién de la
microbiota a través del epitelio y generando inflamacién. Los modelos basados en TNBS tienen la
ventaja de compartir gran parte de los mecanismos inflamatorios desarrollados durante una
patologia, ademas de permitir generar modelos de inflamacién aguda o crénica, de acuerdo al

25,35,36

ajuste de dosis y el numero de administraciones . Existen otros modelos animales de IBDs
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tanto quimicos (como los anteriormente mencionados), inmunoldgicos, basados en la transferencia
de células del sistema inmune, o modelos genéticos basados en animales knock-out para genes
como IL-2%, el de células T°® 3 i icacid

mo , el receptor de celulas T™" o IL-10°" entre otros . Sin embargo, |a aplicacion de modelos
basados en la induccidn de la inflamacion por agentes quimicos tiene ventajas en cuanto a costo,

infraestructura y simplicidad de implementacion.

Diversos estudios describen la capacidad de especies bacterianas (principalmente de los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium) de modular la produccion de citoquinas y mediadores pro- o anti-
inflamatorios por células dendriticas®®, macrofagos®® y células de epitelio intestinal***>.

En cuanto a levaduras se refiere, Saccharomyces boulardii ha sido utilizada ampliamente en el
tratamiento de afecciones gastrointestinales humanas**™*°.

Como se menciono en el capitulo 2, Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154, es capaz de modular la
expresion transcripcional in vitro de citoquinas pro-inflamatorias, tales como Ccl20, Cxcl1, Cxcl8 y
Cx3cl1 cuando las células epiteliales son estimuladas con agonistas proinflamatorios como LPS,
Flagelina, IL-1B o TNF-a; este efecto es especifico para los genes mencionados y no se ha visto
afectada la expresion de genes con funciones no inmunoldgicas. Se ha descripto que la flagelina de
las bacterias comensales juega un papel critico en el establecimiento de la respuesta inflamatoria
en la enfermedad de Crohn¥. La capacidad de las levaduras para disminuir la respuesta

proinflamatoria disparada por este agonista en los modelos in vitro indica que podria ser de gran

utilidad en un sistema in vivo.

Dada la importancia de la respuesta inflamatoria innata en las infeccion por Salmonella o en el
inicio y establecimiento de las enfermedades inflamatorias intestinales, es de particular interés el
estudio de la aplicacion de microorganismos con capacidad inmunomodulatoria para el
tratamiento de tales afecciones.

En el presente capitulo se utilizaron estos modelos de inflamacion intestinal para evaluar la
capacidad inmunomodulatoria in vivo de la respuesta epitelial de los microorganismos aislados de
kefir, particularmente la levadura Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154.

Objetivo especifico: Utilizando modelos in vivo, estudiar las propiedades antiinflamatorias

descriptas para los microorganismos previamente seleccionados.
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Resultados

Modelo murino de inflamacidn en asa intestinal ligada

Como primer aproximacion hacia un modelo in vivo de inflamacion intestinal, se desarrollo un
modelo de estimulacion con flagelina en el compartimento luminal del intestino delgado de
ratones Balb-c. La cirugia consiste en la anestesia del animal, apertura de |a capa externa de piel y
exposicion del peritoneo, apertura del mismo por la linea alba, exposicion de la segunda asa
duodenal y ligacion con hilo quirurgico. Esto delimita una seccion del intestino en donde se puede
manipular su contenido y estudiar el efecto local, lo cual seria dificultoso si se mantiene el
peristaltismo y transito intestinal normal. En el asa ligada se inyecto una suspension de flagelina de
manera de tener una dosis final de 22,5 pug 0 450 pg. En los animales control se inyecto PBS. Luego
de 2 horas los animales fueron sacrificados y se extrajo parte del tejido para estudiar la expresion
de la citoquina proinflamatoria Ccl20. En al figura 3.3 se muestra el proceso de ligacion del asa

intestinal y el protocolo de trabajo.

l I Manten.miento en alrmohadilla termica a 37 ¢C I T(h)

C-Anesiesa 0 40 - Inyeccion 240 - Sacrificio y
013 Aperteray | gacion de PBS o FC extraccidn de tejido
de .5 It ava 2.idena para ARN

Inyecc.0r PES L pmBYISA

Figura 3.3 - Cirugia de ligacion de asa intestinal. Imagenes y linea de tiempo del ensayo.

Los primeros ensayos consistieron la puesta a punto del sistema. Como principal variable se ajusto

la dosis de flagelina a inyectar, la dosis 0ptima para la estimulacion fue de 450 ug (Figura 3.4A).
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Figura 3.4 — Expresion de ARNm de la quimogquina Ccl20 en muestras de intestino tomadas de
los ensayos de ligacion de asa duodenal. A Puesta a punto de la dosis de flagelina. B La
administracion de Km8154 intraluminal modula la expresidon de Ccl20. Diferencia significativa *
p<0,05 ANOVA + test de Dunnet comparando contra el control Basal en A y PBS/FIiC en B.
Resultados representativos de 3 ensayos independientes con 3 animales por grupo.

La administracion intraluminal de flagelina en altas concentraciones induce significativamente la
expresion de Ccl20. Cabe destacar que la expresion relativa a actina del ARNm de Ccl20 es mucho
menor en este sistema que |a observada para experimentos in vitro. La baja respuesta a flagelina
observada en los ensayos de asa ligada, en comparacion con los resultados de estimulacion
obtenidos in vitro podrian explicarse por una menor distribucion de TLR5 en el epitelio intestinal,
asi como también a la presencia de mucus, contenido intestinal y microorganismos que mediante
interacciones fisicoquimicas podrian causar una disminucion de la disponibilidad de flagelina para

estimular el epitelio intestinal.

Una vez ajustada la dosis de flagelina a administrar se procedié a ensayar si la levadura
Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154 era capaz de modular la expresion de Ccl20 en este sistema.
Para ello 30 minutos antes de la estimulacién se inyectd una suspension de 10°® UFC/ml de la
levadura y PBS en los animales control. Esta es una simplificacién del modelo que no incluye la
administracion oral de las levaduras que se decidié por cuestiones de infraestructura. Los ensayos
de ligacion del asa intestinal se realizaron en el Laboratorio de Transplante de Organos de la
Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de La Plata con la ayuda de los doctores

Natalia Lausada y Pablo Stringa, especialistas en microcirugia, quienes poseen las instalaciones
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adecuadas para la anestesia y soporte vital de los ratones en dichos ensayos.

En la Figura 3.4B puede observarse que la expresion de Ccl20 en la zona ligada se ve aumentada
frente al estimulo con flagelina y la preincubacion con la levadura la disminuye significativamente,
reproduciendo en este modelo los resultados observados en los capitulos 1 y 2 empleando
sistemas in vitro. Cabe destacar que la administracion de la levadura no causa ningun efecto
adverso en los ratones.

El modelo de estimulacidn intraluminal con flagelina purificada muestra ser util para probar la
capacidad modulatoria in viv,0 sin embargo no es fisioldgico puesto que no considera el efecto del
pasaje por el tracto digestivo de la levadura. Los resultados alentadores obtenidos en esta primera
aplicacion en un sistema in vivo abren el camino a la aplicacion en nuevos modelos. Antes de
proceder a ensayos en modelos mas fisiologicos, se optimizaron las condiciones experimentales

para la administracion oral de una suspension de levadura.

Factibilidad de la administracion de la levadura Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154 en el agua

de bebida

Para evaluar la eficiencia de la administracion ad libitum de la levadura suspendida en el agua de
bebida, se estudio su viabilidad y variacion de la concentracién en funcién del tiempo. Una
suspension de levadura se prepard utilizando agua estéril y se tomaron muestras cada 2 horas
durante 8 horas para realizar el recuento de levaduras viables en agar YGC (Figura 3.5). La
viabilidad no varié significativamente durante las primeras 8 horas del ensayo,
independientemente de la concentracion inicial de microorganismos utilizada, sin embargo se
observa que los mismos decantan al cuello de la botella en este lapso, concentrandose en la parte
mas cercana al pico por el que los animales beben. Dicho fenémeno compensaria la disminucién
en el recuento de levaduras viables de entre 1y 1,5 érdenes de magnitud observada a las 24 horas
de haber preparado la suspension. Para los ensayos posteriores, se implementd una estrategia de
recambio de la suspension cada 24 h, durante las tardes, considerando los habitos nocturnos de los

ratones, de manera de aumentar la dosis efectiva de suspension “fresca”.
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Figura 3.5 — Supervivencia de la levadura K. marxianus CIDCA 8154 en el agua de bebida para
ratones. Se muestran dos concentraciones iniciales diferentes 1X (~1-10° UFC/ml) y 0,1X (~1-108
UFC/ml). Se muestra !a media y el error estandar de dos ensayos independientes.

Evaluacion de la supervivencia de las levaduras seleccionadas al pasaje por el tracto

gastrointestinal murino

Una vez decidida la estrategia de administracion mas cercana a las condiciones fisiologicas de
administracion de un probidtico se procedio a evaluar la capacidad de levaduras seleccionadas de
sobrevivir al pasaje por el tracto gastrointestinal de ratones de la cepa Balb-c.

Se administré en agua de bebida una suspension de 1-10° UFC/ml de las levaduras Kluyveromyces
marxianus CIDCA 8154, Saccharomyces cerevisiae CIDCA 8112 o Saccharomyces boulardii durante
12 dias con un recambio cada 24 horas. Se realizd un seguimiento individual del recuento de
levaduras en heces para cada raton (4 por grupo) durante los 12 dias de administracion para
evaluar la capacidad de las levaduras de sobrevivir al pasaje por el tracto gastrointestinal. Luego del
dia 12 se realizaron recuentos para evaluar la persistencia de las mismas. En la figura 3.6 se

muestran los valores promedio de unidades formadoras de colonia por gramo de materia fecal.
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Figura 3.6 — Supervivencia y persistencia de las levaduras al pasaje por el tracto

gastrointestinal de ratones de la cepa Balb-c. La administracidn se realizé de manera continua
durante 12 dias. Se realizaron recuentos en agar YGC en los dias indicados. No se encontraron
levzduras en heces los dias 0y 17. Se muestran los valores promedio y el desvio estandar de dos
ensayos independientes con 4 animales por grupo. Km Kluyveromyces marxianus Sc
Saccharomyces cerevisiae.

Las levaduras se detectan en heces al cabo de 2 dias de iniciada la administracion de la suspension
por via oral. A los 7 dias se alcanza la mayor concentracion de levaduras en heces, variando entre
1-10% y 1-10° UFC/ml y se mantiene durante todo el periodo de administracién. Al dia 12, se
suspendio la administracion de microorganismos y 5 dias después (dia 17) no se detectaron
levaduras en heces. Resultados similares se observaron utilizando la cepa de ratones C57BL/6,
indicando la ausencia de efectos especificos de cepa de ratdon en la supervivencia de las levaduras
al pasaje del tracto gastrointestinal.

Como se ha demostrado en los ensayos in vitro, para las levaduras, la capacidad modulatoria de la
respuesta inflamatoria es dependiente de la viabilidad de las mismas, por lo que la capacidad de
supervivencia cl pasaje por el tracto gastrointestinal de ratones es una caracteristica deseable.
Existen muchos estudios donde las condiciones gastrointestinales son simuladas in vitro evaluando

48,49

la resistencia a bajo pH, altas concentraciones de bilis™", sin embargo es escasa la bibliografia

acerca de la evaluacion de supervivencia y persistencia de probidticos en el tracto gastrointestinal y

estan limitados a aplicaciones en animales de interés comercial como pollos, vacas o conejos®® 2.
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Estudio de la distribucion de las levaduras en el tracto gastrointestinal murino

Una vez determinadas la supervivencia y la persistencia de las levaduras en el tracto
gastrointestinal murino, se estudid la distribucion de dichos microorganismos en el mismo. Para
ello se suministré en agua de bebida una suspensidon de levadura tal como se indica en la seccion
anterior durante tres dias, luego de lo cual se sacrificaron los animales. Se tomaron muestras de
duodeno, ileon, ciego y colon y se evalud la cantidad de levaduras viables en cada seccidn. Para
poder comparar entre las mismas, se refirieron las unidades a UFC/cm de tejido tal como se explica

en la seccion de materiales y métodos.
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Figura 3.7— Distribucidn de las levaduras en el tracto gastrointestinal de ratones Balb-c. La
linea punteada indica el limite de deteccion inferior del método de recuento. A los animales del
grupo de control se les administré agua normal. Km Kluyveromyces marxianus.

En la figura 3.7 se puede apreciar que tanto Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154 como
Saccharomyces boulardii se encuentran en mayor concentracion en las porciones distales (ciego y
colon). Esto podria deberse en parte a los movimientos peristdlticos que arrastran a las tevaduras
junto con el contenido y al mayor calibre de las porciones distales.

Se evalud también la traslocacion de levaduras a higado y bazo y en ningun caso se obtuvieron
recuentos positivos, lo que indica que las levaduras permanecen en el tracto gastrointestinal.

Este estudio acerca de la distribucion de levaduras viables a lo largo de todo el intestino indica la

factibilidad de su potencial aplicacion en el tratamiento de enfermedades inflamatorias intestinales
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o de infecciones causadas por patogenos.

Modelo murino de infeccion con Salmonella typhimurium

Habiendo ajustado las condiciones de administracion oral de la suspension de levaduras, se

procedid a estudiar su efecto en modelos de inflamacion intestinal.

Se evalud la supervivencia de la levadura Kluyveromyces marxianus 8154 al pasaje por el tracto
gastrointestinal de ratones C57BL/6 con diferente complejidad de flora intestinal, animales con
microflora normal (wt) y animales LCF (del inglés Low Complexity Micloflfora, microflora de baja
complejidad), estos animales han sido criados en condiciones de esterilidad desde su nacimiento y
poseen una microflora compuesta de pocas especies y con diferente proporcion que los animales
wt. Estos animales se caracterizan por ser susceptibles a las infecciones intestinales y tener
estructuras organicas diferentes de los animales wt como hipertrofia del ciego y longitud intestinal
disminuida.

A diferencia de los animales LCF, en los animales wt la infeccion con Salmonella sélo puede lograrse
con un tratamiento previo con estreptomicina que genera un desbalance en la flora intestinal
crecando un nicho propicio para el establecimiento del patdgeno.

£n ia figura 3.8 se muestran los resultados de los recuentos microbioldgicos de levadura en heces
de ios ratones, a los cuales se les administro en agua de bebida, ad /ibitum, una suspension de
1-10° UFC/ml (1X) o 2-:10° UFC/ml (2X) durante 3 dias. Al dia 4 se administrd de manera
intragastrica una dosis unica de 20mg de estreptomicina. Al quinto dia los animales fueron
sacrificados. Se observa que al segundo dia de administracion de levaduras, se consigue obtener un
recuento de entre 10% UFC/g heces, con un maximo de 10® UFC/g heces en el dia 3. En el dia 4 la
administracion de levadura fue suspendida y al dia 5 se puede apreciar la caida del recuento,

indicando que la levadura no es capaz de colonizar el tracto gastrointestinal y que no es afectada

por el antibiotico.
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Figura 3.8 — Supervivencia de la levadura Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154 al pasaje por
el tracto gastrointestinal de ratones C57BL/6 con microflora convencional (wt) o con
microflora de baja complejidad (LCF). 1x y 2x se refieren a las dosis de levadura administradas
en el agua de bebida. A dos de los grupos wt se los traté al cuarto dia con estreptomicina (Sm).
Se muestran los valores promedio y la desviacidon estandar de un ensayo con 4 animales por
grupo.

El establecimiento de la levadura en los animales LCF es ligeramente mas rapido que en los
animales wt que recibieron la misma dosis de levadura y resulta ser mas persistente. En base a esto
ultimo se decidio utilizar el modelo de animales LCF para los ensayos de infeccion con Salmonella.

Animales LCF fueron tratados con levadura segun se describe mas arriba, al dia 4 fueron infectadas
con una unica dosis de Salmonella (5-10” UFC) por via oral. Al dia 6 los animales fueron sacrificados
y se tomaron muestras de diferentes secciones del intestino para recuento de Sa/<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>