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Resumen

Introduccién: La microbiota del tracto gastrointestinal y su hospedero viven en
equilibrio; sin embargo, multiples factores como la alimentacion, el estrés, y los
antibiéticos, entre otros, pueden desencadenar un desbalance intestinal causando
respuesta inflamatoria en el hospedero, la cual al perpetuarse puede ocasionar
enfermedades crénicas como enfermedad inflamatoria intestinal, cancer colorrectal y
obesidad. El uso de probiéticos ha salido a la luz como una alternativa para modular la
microbiota intestinal, mantener la homeostasis y disminuir la inflamacion. Objetivo:
Optimizar las condiciones de cultivo en cuanto a Suero Fetal Bovino (SFB), tiempo de
maduracion de las células y determinar la concentracién citotoxica 50 de los LPS para
la posterior evaluacion del efecto antiinflamatorio del probiético Enteroccocus faecium
en un modelo de inflamacién gastrointestinal in vitro usando LPS como promotores de
inflamacién. Métodos: Se evalud la viabilidad celular cuando las células se cultivaron
con diferentes concentraciones de SFB y dias post-siembra. Adicionalmente, por el
método de MTT se calculé la concentracion citotdxica 50 de los LPS de Escherichia coli.
Por ultimo, usando el modelo de inflamacién gastrointestinal planteado, se evalué el
efecto de la adiciobn del probidtico Enterococcus faecium sobre la expresion de
citoquinas pro y antiinflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-8, IL-10) mediante la cuantificacion
relativa por RT-gPCR usando como referencia el gen constitutivo GAPDH. El disefio
estadistico utilizado fue completamente al azar en un arreglo factorial 2x6 (6 condiciones
experimentales y 2 momentos post-siembra), cada tratamiento tuvo un total de 6
réplicas. Resultados: No se observé diferencia estadisticamente significativa sobre la
viabilidad celular cuando las células fueron cultivadas durante 12 dias con 5% v/v SFB
respecto a las células cultivadas durante 18 dias con 10% v/v SFB. Adicionalmente, la
CCs de los LPS fue de 7mg/mL. Por ultimo, se observd que la expresién de citoquinas
proinflamatorias se ve atenuada cuando se tratan las células Caco-2 con Enterococus
faecium, en relacién a las no tratadas, donde la disminucion fue de hasta 36% para IL-
1, 41% en el caso de IL-8 y 50% para TNF-a, mientras que la expresion de IL-10
aumento hasta en un 57% comparado con las células sin tratamiento. Conclusion: Las
condiciones de cultivo para simular un modelo de inflamacion intestinal in vitro fueron
optimizadas a fin de disminuir el tiempo de preparacion de las células y la concentracion
de SFB. Adicionalmente, fue posible determinar concentraciones de LPS aptas para el
estudio de inflamacién en células Caco-2. in vitro Finalmente, el tratamiento con el
probidtico Enterococcus faecium mostré disminucion en la expresion de citoquinas

proinflamatorias, mientras potencio la expresion de IL-10 como citoquina antiinflamatoria
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en un modelo de inflamacién in vitro. Por lo anterior, seria de gran interés realizar
ensayos in vivo para una posterior aplicacion en el tratamiento de enfermedades

inflamatorias cronicas.

Palabras clave: Enterococcus faecium, LPS, Escherichia coli, inflamacion, Caco-2,

citoquinas proinflamatorias, citoquinas antiinflamatorias.
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Abstract

Introduction: Gut microbiota and its host live in equilibrium; however, multiple factors
such as food, stress, and antibiotics, among others, can trigger an intestinal imbalance
causing an inflammatory response in the host, which can lead to chronic diseases such
as inflammatory bowel disease, colorectal cancer and obesity. The use of probiotics has
come to light as an alternative to modulate the intestinal microbiota, maintain
homeostasis and decrease inflammation. Objective: To optimize the culture conditions
of fetal bovine serum (FBS), cell maturation time and determine the cytotoxic
concentration 50 of the LPS for the subsequent evaluation of the anti-inflammatory effect
of the probiotic Enteroccocus faecium in a model of gastrointestinal inflammation in vitro
using LPS as promoters of inflammation. Methods: Cell viability was assessed when
cells were cultured with different concentrations of FBS and post-sowing days. In
addition, the cytotoxic concentration 50 of the Escherichia coli LPS was calculated by
the MTT method. Finally, using the proposed gastrointestinal inflammation model, we
evaluated the effect of the addition of the probiotic Enterococcus faecium on the
expression of pro and antiinflammatory cytokines (TNF-a, IL-1, IL-8, IL-10) by
guantification relative by RT-gPCR using GAPDH as reference constitutive gene. The
statistical design used was completely randomized in a 2x6 factorial arrangement (6
experimental conditions and 2 post-sowing moments), each treatment had a total of 6
replicates. Results: No statistically significant difference was observed in cell viability
when cells were cultured for 12 days with 5% v/v FBS compared to cells cultured for 18
days with 10% v/v FBS. Additionally the CC50 of the LPS was 7mg / mL. Finally, it was
observed that the expression of proinflammatory cytokines is attenuated when Caco-2
cells are treated with Enterococus faecium, in relation to the untreated, where the
decrease was up to 36% for IL-1, 41% in the case of IL-8 and 50% for TNF-a, whereas
IL-10 expression increased up to 57% compared to untreated cells. Conclusion: Culture
conditions to simulate a model of intestinal inflammation in vitro were optimized in order
to decrease the time of preparation of the cells and the concentration of SFB. In addition,
it was possible to determine concentrations of LPS suitable for the study of inflammation
in vitro in Caco-2 cells. Finally, treatment with the probiotic Enterococcus faecium caused
decrease expression of proinflammatory cytokines, while potentiating the expression of
IL-10 as an anti-inflammatory cytokine in an in vitro model of inflammation. Therefore, it
would be of great interest to carry out in vivo assays for subsequent application in the

treatment of chronic inflammatory diseases.



Resumen y Abstract Wil

Key Words: Enterococcus faecium, LPS, Escherichia coli, inflammation, Caco-2, pro-

inflammatory cytokines, anti-inflammatory cytokine



Contenido

Vil

Contenido

Resumen

Lista de Figuras

Lista de tablas

Introduccioén

1.

2.

Marco tedrico
1.1. Microbiota del tracto gastrointestinal (TGI)
1.2.  Inmunidad del tracto gastrointestinal e inflamacion
1.3. Patologias del TGI asociadas a inflamacién
1.3.1. Enfermedad inflamatoria intestinal
1.3.2.  Céncer colorrectal e inflamacion
1.3.3. Obesidad e inflamacion
1.4. Citoquinas asociadas a la inflamacién
1.4.1. Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a)
1.4.2. Interleuquina 1 (IL-1)
1.4.3. Interleuquina 8 (IL-8)
1.4.4. Interleuquina 10 (IL-10)
1.5. Probiéticos como agentes antiinflamatorios
1.5.1. Probidticosy Ell
1.5.2.  Probioticos y Cancer colorrectal
1.5.3.  Probiéticos y obesidad
1.6. Modelo de inflamacién in vitro
1.6.1. Células Caco-2
1.6.2.  Lipopolisacaridos

A%

X
XI
12
14
14
15
16
16
17
18
19
19
20
20
20
21
21
22
23
24
24
24

Optimizacion de las condiciones de cultivo celular para el estudio de la inflamacién

intestinal en un modelo in vitro

2.1. Introduccién
2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Cultivos celulares

26
26
27
27

2.2.2. Determinacion de la viabilidad celular a diferentes concentraciones de SFB

y dias post-siembra

2.2.3. Evaluacion de la toxicidad del LPS de E. coli in vitro

2.2.4 Andlisis estadistico
2.3. Resultados

27
28
28
29

2.3.1. Determinacion de la viabilidad celular a diferentes concentraciones de SFB

y dias post-siembra

29



Contenido IX

3.

4.

2.3.2.

2.4.
2.5.
2.6.
2.7.
2.8.
2.9.

Evaluacién de la toxicidad del LPS de E. coli in vitro
Discusion
Conclusiones
Perspectivas
Contribucién de los autores
Conflicto de intereses
Consideraciones éticas

Efecto de la adicién de Enteroccocus faecium en un modelo de inflamacién
intestinal in vitro

3.1.
3.2.

3.2.1.
3.2.2.
3.2.3.
3.2.4.
3.2.5.

3.3.

3.3.1.

3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.
3.9.

Introduccion
Materiales y métodos
Células intestinales y condiciones de cultivo
Cultivo bacteriano y condiciones de cultivo
Modelo de inflamacion intestinal in vitro
Extraccion RNA y cuantificacion de la expresion por PCR en tiempo real.
Analisis estadistico
Resultados
Respuesta inflamatoria en células de diferentes edades
Discusion
Conclusiones
Perspectivas
Contribucion de los autores
Conflicto de intereses

Consideraciones éticas

Referencias generales

32
33
35
35
35
35
35

37
37
39
39
39
39

41
41
41
47
48
49
49
49
49
51



Contenido X

Lista de Figuras

Figura 1. Morfologia de las células Caco-2 a diferentes concentraciones de SFB y

(=T F= o FR PP PP P PP PPPPPPPPPPPPP 31
Figura 2. Efecto de la adicion de LPS sobre la viabilidad celular..............cccccccceeene 33
Figura 3. Radio de expresion IL-1/ GAPDH. ... 43
Figura 4. Radio de expresion IL-8/ GAPDH. ..........cccoiiiii i 44
Figura 5. Radio de expresidon TNF-a/ GAPDH..............ccooiiiiiiiie e, 45

Figura 6. Radio de expresion IL-10/ GAPDH. .........ccccoii i 46



Contenido Xl

Lista de tablas

Tabla 1. Viabilidad celular a diferentes dias y concentraciones de Suero Fetal Bovino

................................................................................................................................... 30
Tabla 2. Porcentaje de viabilidad celular a diferentes concentraciones de LPSa ly 12
dIAS POSE SIEIMDIA .....eieiiieiiiee e e e as 32
Tabla 3. Secuencias de los cebadores usados.............ccccceeiiiiiiiiiiiiiiie e 40
Tabla 4. Radio de expresion IL-1/ GAPDH ........coouvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 43
Tabla 5. Radio de expresion IL-8/GAPDH. ..........couvvviiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaae e 44
Tabla 6. Radio de expresion TNF a /GAPDH ..........ooouiiiiiii e 45

Tabla 7. Radio de expresion IL-10/GAPDH ... 46



Introduccioén 12

Introduccion

El tracto gastrointestinal de los mamiferos esta habitado por una comunidad de
microorganismos, que se le conoce como “microbiota”, la cual en seres humanos
puede llegar a pesar hasta 2 libras y est4 conformada principalmente por bacterias,
alcanzando una diversidad de hasta 3000 especies diferentes (Chassaing and
Gewirtz, 2014).

La microbiota y el hospedero han co-evolucionado simultaneamente al punto de
desarrollar una estrecha relacion simbidtica (Nova et al., 2016), en donde las
bacterias del tracto gastrointestinal tienen, entre otras funciones, producir gran
cantidad de enzimas para metabolizar carbohidratos complejos, sintetizar algunas
vitaminas, producir &cidos grasos de cadena corta (Zeng et al., 2017). Ademas,
contribuyen con el desarrollo del sistema inmune y el mantenimiento de la tolerancia

y competencia inmunoldgica (Belkaid and Hand, 2014).

Sin embargo, cambios relativos en las poblaciones de determinadas bacterias,
variaciones dietarias, deficiencia inmune, procesos inflamatorios, exposicion a
antibidticos y toxinas, entre otras, pueden desencadenar “desequilibrios microbianos
o disbiosis”, caracterizados por la aparicién de afecciones como enfermedad
inflamatoria intestinal, alergias alimentarias, asma, diabetes, obesidad y cancer

colorrectal (Zeng et al., 2017).

Muchas de estas enfermedades mencionadas anteriormente, tienen como
manifestacion clasica la inflamacion (Geremia et al., 2014), la cual es un proceso
inmunolégico no especifico que ayuda a mantener la homeostasis y proteger al
organismo de agentes patdégenos (Taverniti et al., 2014b). Durante estos procesos
inflamatorios participan gran cantidad de mediadores, donde las citoquinas son los
mas importantes, dentro de las cuales se destacan el Factor de Necrosis Tumoral
(TNF-a), interleuquina 1 (IL-1) e interleuquina 8 (IL-8) (Bamias and Cominelli, 2016;
Turner et al., 2014).

Diversos estudios se han centrado en el manejo de enfermedades asociadas con
inflamacién mediante la manipulacién de la microbiota intestinal (Chassaing and
Gewirtz, 2014). Una de estas alternativas es la inclusiébn de microorganismos
probidticos como moduladores inmunoldgicos y atenuadores de inflamacion

(D’Mello et al., 2015). Dentro del grupo de microorganismos conocidos por sus
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propiedades probitticas, se encuentra Enterococcus faecium que ha demostrado
ser un agente potencial como modulador en la expresion de citoquinas y receptores
de la cascada de inflamacion en modelos in vitro (Tian et al., 2016). Sin embargo,
su efecto sobre las células derivadas de colon Caco-2 no ha sido completamente
estudiado en un modelo de inflamacion con Lipopolisacaridos (LPS) de Escherichia
coli como estimulador in vitro, teniendo en cuenta que este modelo ha sido aceptado,
para el estudio de patologias asociadas a bacterias Gram negativas y para hacer
una aproximacion del efecto inflamatorio experimentado en otro tipo de afecciones
(Venero et al., 2000; Lee et al., 2013; 2014).

Por lo anterior, nos propusimos determinar, si el probidtico Enterococcus faecium
tiene potencial antiinflamatorio sobre las células Caco-2 derivadas de colon,
mediante un modelo de inflamacién in vitro, cuantificando la expresién de las
citoquinas pro inflamatorias Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a), Interleuquina 1(IL-

1), Interleuquina 8 (IL-8) y Interleuquina 10 (IL-10) Antiinflamatorias.
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1. Marco teoérico

1.1. Microbiota del tracto gastrointestinal (TGI)

La microbiota es definida como el grupo de microorganismos que habitan de manera
normal otro individuo (Slifierz et al., 2015). La microbiota del tracto gastrointestinal (TGI)
es un ecosistema compuesto por trillones de microorganismos, principalmente
bacterias, hongos, protozoos y virus (Kamada et al., 2013), cuyo peso aproximado es

de dos libras (Perez-Chanona and Trinchieri, 2016).

Los filum mas abundantes de las bacterias encontradas en la mucosa intestinal humana
son Bacteroidetes (20-25%), Firmicutes (60-65%), Proteobacteria (5-10%), vy
Actinobacteria (3%), constituyendo conjuntamente cerca del 97% de la poblacién de la

microbiota intestinal (Rosenbaum et al., 2015).

La microbiota y el hospedero tienen una delicada y fragil relacion de equilibrio y
coevolucion, de la cual depende la salud del hospedero. El desbalance de este equilibrio
es conocido como “disbiosis” y puede desencadenar eventos fisiolégicos de gran
importancia como la inflamacién (Dzutsev et al., 2015). Un ejemplo claro, es la excesiva
proliferacién de bacterias entéricas, las cuales penetran la mucosa e intensifican la

inflamacién en el epitelio intestinal (Sbaglia et al., 2015).

Lo anterior es de suma importancia, ya que la microbiota intestinal juega un papel
fundamental no solo en la nutricién del hospedero, sino ademas, tiene importancia en la
modulacion de la respuesta inmune, en los procesos inflamatorios, en el metabolismo y
en la salud (Delcenserie et al., 2008, Zhao et al., 2015).

Diversos estudios han demostrado que la microbiota es esencial para el desarrollo de la
inmunidad de la mucosa intestinal, ya que el tejido linfoide asociado al intestino (GALT),
las células plasmaticas secretoras de IgA, y los linfocitos T activados requieren sefiales
asociadas a estos microorganismos para ser activados. Ademas, las sefiales emitidas
por la microbiota intestinal ayudan a potenciar la respuesta inmune al inducir la
expresion de citoquinas como IL-1, IL-18, IFN-y, TNF e IL-10 (Dzutsev et al., 2015).
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1.2. Inmunidad del tracto gastrointestinal e inflamacion

El sistema inmunoldgico es una compleja red de componentes innatos y adaptativos con
una inmensa capacidad de adaptarse, responder a retos y mantener la homeostasis
(Belkaid and Hand, 2014). Tal es el caso de la mucosa intestinal que es el lugar donde
se dan la mayor cantidad de desafios inmunoldgicos en el individuo, ya que tiene
contacto directo con el exterior a través de un area de aproximadamente 300 m?, y es
alli, donde se produce entre el 70 - 85% de las células inmunes del organismo

(Delcenserie et al., 2008).

El sistema inmune del TGI tiene la funcion de mantener la tolerancia frente a los
alimentos y de las bacterias benéficas, mientras responde simultineamente a agentes
patégenos. Por lo anterior, la alteracién de este sensible equilibrio puede resultar en
inflamaciones crénicas (Geremia et al., 2014). La inflamacion es una respuesta inmune
no especifica desencadenada por uno o méas condiciones adversas como infecciones o
dafio tisular, y tiene como objetivo eliminar el agente causante (Taverniti et al., 2014a;
Wu and Schauss, 2012).

La respuesta inflamatoria es una compleja reaccién en cadena, donde intervienen tanto
componentes celulares como sistémicos. Inicialmente, las células del sistema inmune
innato (macro6fagos, mastocitos, células dendriticas y células NK) migran al sitio del dafio
o lesién, donde liberan mediadores quimicos de gran importancia como citoquinas,
quimioquinas y especies reactivas de oxigeno (ROS). La presencia de estos
compuestos quimicos permite el reclutamiento de células del sistema inmune
adaptativo, la eliminacién del agente causante de la inflamacién, y finalmente la

reparacion del tejido (Wu and Schauss, 2012).

Adicionalmente, se ha comprobado que la respuesta inflamatoria esta favorecida por el
cambio en la tolerancia de la microbiota intestinal, que da lugar a la activacién de los
macrofagos y de las células T, con la consecuente produccion de citoquinas, el aumento
de las moléculas de adhesion y de las quimioquinas, seguido por el reclutamiento de
neutrofilos, eosinofilos y monocitos. Estas células efectoras pasan a la mucosa y a los
abscesos de cripta, con la interrupcion de la funcién normal de la barrera epitelial. Este
proceso aumenta el acceso de bacterias a la mucosa, incrementando o perpetuando el

proceso inflamatorio (Sbaglia et al., 2015).

La respuesta a los dafios de tejidos o a las inflamaciones debe ser regulada (Wu and
Schauss, 2012); sin embargo, en algunos individuos los mecanismos de regulacion de

la inflamacion se atrofian, es decir, una vez empieza el proceso de inflamacion este
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perdura, causando reacciones exacerbadas relacionadas con patologias como la
enfermedad inflamatoria intestinal (Taverniti et al., 2014a), arterioesclerosis,
enfermedad izquémica del corazon, céncer, obesidad, diabetes y enfermedades
autoinmunes (Wu and Schauss, 2012).

1.3. Patologias del TGl asociadas a inflamacion

1.3.1. Enfermedad Inflamatoria Intestinal
La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell o IBD por sus siglas en inglés), es un término
usado para referirse a un grupo de condiciones médicas caracterizadas por la
inflamacioén crénica de la mucosa intestinal, las cuales afectan directamente la calidad

de vida del paciente (Ananthakrishnan, 2015).

La Ell es considerada uno de los mayores problemas de la poblacién actual, ya que
afecta personas de todas las edades, con mayor incidencia en jévenes entre 15y 30
afios y adultos mayores (Conrad et al., 2014; Laass et al., 2014). Se estima que 1 de
cada 1000 personas en Europa padece esta enfermedad, con mayor prevalencia e
incidencia en paises industrializados (Kaplan, 2015). En los Estados Unidos el nUmero

de personas con Ell asciende a 1,5 millones de personas (Viladomiu et al., 2013).

Dentro de la Ell se incluyen la enfermedad de Crohn’s (EC) y la colitis ulcerativa (CU).
La EC es una inflamacién crénica que puede afectar con mayor frecuencia en el ileon
terminal y colon, comenzando tipicamente con episodios de diarrea, fiebre, recurrente
dolor abdominal y pérdida de peso. Puede haber complicaciones locales y sistémicas

durante la evolucion (Laass et al., 2014).

La colitis ulcerativa es una reaccién inflamatoria caracterizada por abscesos en las
criptas vy filtracion de neutréfilos, eosindfilos y células plasmaticas que atacan el
revestimiento del colon y el recto de manera continua (Sbhaglia et al., 2015), los sintomas
son diarrea, sangrado rectal, secesién de mucosa y dolor abdominal (Conrad et al.,
2014). Asi mismo, también son frecuentes otras manifestaciones extra-intestinales
asociadas con la expresion de citoquinas (Neurath, 2014) con posible compromiso de
articulaciones, piel, ojos y rifiones. Adicionalmente, pacientes con Ell tienen un mayor
riesgo de desarrollar otros trastornos inmunes crénicos, como psoriasis y espondilitis

anquilosante (Cho and Brant, 2011).

La etiologia de Ell no estd completamente descrita, pero se ha visto relacionada con

factores genéticos, ambientales como el uso de tabaco, la exposiciéon a patégenos, la
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composicion de la dieta y la respuesta anormal a la microbiota intestinal
(Ananthakrishnan, 2015).

Dado que los microorganismos del TGI tienen un papel importante en la respuesta
inmune del individuo, diversos estudios se han centrado en investigar todo lo
relacionado a la microbiota, y se ha encontrado que desbalances en ésta pueden tener

como consecuencia la aparicion de Ell (Cas et al., 2015).

De manera general, individuos que sufren Ell tienen incremento de bacterias
potencialmente patégenas como Escherichia coli, Bacteroides fragilis y Streptococcus
bovis (Chong, 2014) mientras hay reduccién de Bifidobacterium spp. y Lactobacillus spp
(Zhang et al.,, 2015) En particular, pacientes con CU tienen una menor diversidad
bacteriana, con escasa presencia de especies de Bacteroides y mayor proporcion de
bacterias aerobias (Noor et al., 2010) y hongos (Viladomiu et al., 2013) comparado con
personas sanas. Por otra parte, personas con EC muestran frecuentemente disbiosis,
con una reduccién en la diversidad de las bacterias del phylum Firmicutes y alta
poblacion de Escherichia coli, en comparacion de voluntarios sanos, quienes poseen
una mayor poblacién de bacterias benéficas como Faecalibacterium prausnitzii, la cual

ha mostrado propiedades antiinflamatorias (Sbaglia et al., 2015).

Respecto a la respuesta inmune durante la Ell, inicialmente se consideraba que la
respuesta adaptativa era la Unica que tenia lugar; sin embargo, estudios recientes han
mostrado que la respuesta innata tiene igual importancia en el desarrollo de la
inflamacién en estos pacientes (Geremia et al., 2014). Adicionalmente, la Ell es un factor
de predisposicién a una forma de cancer denominada cancer asociado a colitis, cuya

incidencia ha aumentado en un 20% en pacientes con Ell (Francescone et al., 2016).

1.3.2. Cancer colorrectal e inflamacién

Evidencias cientificas han demostrado una estrecha relacién entre la inflamacion y el
desarrollo de cancer (Hardy et al., 2013; Wu and Schauss, 2012), donde se han
relacionado entre el 15 y 20% de muertes por cancer con inflamacién y/o infecciones
(Wu and Schauss, 2012), al igual que una elevada tolerancia a farmacos a causa de la

inflamacién (Hardy et al., 2013).

El mecanismo y modelo descrito para relacionar inflamacién y céncer, ha sido la
filtracion de las células del sistema inmune en los tejidos del colon, que crean un
ambiente con especies reactivas de oxigeno (siglas en inglés ROS) y nitrégeno

causantes de dafios en el DNA (Francescone et al.,, 2016). Ademas, la constante
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expresion de transductores de sefial como NFkB y el transductor de trascripcion 3
(STAT3), terminan por causar inestabilidad genética y atenuacion de las vias de
supresion tumoral (Wu and Schauss, 2012). Asimismo, las células inflamatorias,
producen gran cantidad de factores de crecimiento que favorecen la progresion del

cancer (Francescone et al., 2016).

De modo similar, la disbiosis intestinal y/o interaccibn anormal de células
hematopoyéticas se relacionan con la inflamacion y el cancer (Dzutsev et al., 2015).
Especificamente, la presencia de determinadas bacterias genotoxicas como
Helicobacter pylori, Escherichia coli, Fusobacterium nucleatum y Bacteroides fragilis han
sido asociadas a la presencia de cancer colorrectal (Perez-Chanona and Trinchieri,
2016), debido principalmente a la potenciacién de los procesos inflamatorios (Chong,
2014), que facilitan, la adhesion de estas bacterias a la mucosa del colon por la
disminucion en la produccion de mucinas y péptidos antimicrobianos (Arthur et al.,
2012). Finalmente, la perpetuacion de la inflamacion favorece la formacion de tumores
a causa de la proliferacién celular por la activacion de rutas de supervivencia como AKT
y NF-kB (Chong, 2014).

El mecanismo de cancer gastrico inducido por Helicobacter pylori ha demostrado que
requiere décadas de exposicion a una inflamacién inicial, caracterizada por la
produccién de IL-1B por parte de las de las células dendriticas infectadas (Dzutsev et
al., 2015).

Por otra parte, los acidos grasos de cadena corta (butirato) producidos por la microbiota
normal del TGl promueven la expansion de células T y la produccion de citoquinas
antiinflamatorias como IL-10 (Dzutsev et al.,, 2015); ademas, poseen propiedades
antiinflamatorias, antiproliferativas y proapoptoéticas ya que tienen la capacidad de unirse

a receptores que regulan la reaccion de los colonocitos (Greer and O’Keefe, 2011).

1.3.3. Obesidad e inflamacién

La obesidad es un trastorno proinflamatorio en el que la hipertrofia de los adipocitos y
de las células inmunes (linfocitos y macrofagos) del tejido adiposo contribuyen al

incremento en la circulacion de citoquinas proinflamatorias (Makki et al., 2013).

La funcién del tejido adiposo es principalmente el almacenamiento de energia de
reserva; sin embargo, se ha demostrado que en este tejido también se expresan
moléculas conocidas como adipoquinas, que pueden regular directamente la

sensibilidad a la insulina de érganos remotos, incluyendo higado y musculo esquelético
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(Tateya et al., 2013). Dentro de este grupo de adipoquinas, algunas moléculas tienen
propiedades pro y antiinflamatorias, y se ha demostrado que en los tejidos de individuos
obesos hay mayor expresion de adipoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6, leptina,
y visfatina entre otras, que a su vez aumentan la resistencia a la insulina (Makki et al.,
2013).

La microbiota intestinal se ha relacionado con la obesidad por factores como:
permeabilidad intestinal y control de la inflamacién, inhibicién del factor adiposo inducido
por el ayuno (Fiaf, Siglas en ingles), metabolismo del acido biliar, y secrecion de
hormonas intestinales (Valsecchi et al., 2016). Ademas, se ha observado disminucién
de la diversidad microbiana en individuos con obesidad (Ussar et al.,, 2015)
caracterizada por el descenso en la cantidad de bifidiobacterias, y el aumento de
firmicutes (Chong, 2014). Esta disminucién en la diversidad se relaciona con el
desarrollo del tejido adiposo en modelos in vivo (ratones) (Nonogaki, 2015). Asimismo,
utiizando modelo de ratones obesos, se ha encontrado que el desequilibrio intestinal
favorece la proliferacion excesiva de bacterias fermentativas, implicadas en la inhibicion

de la lipdlisis y en el aumento de la diferenciacion de tejido adiposo (Ussar et al., 2015).

De igual manera, en pacientes obesos, el aumento en Proteobacteria, Bacteroides,y
Campylobacterse ha estado acompafiado por reduccién de la bacteria "antiinflamatoria”
Akkermansia muciniphilae, lo que conduce a la pérdida de integridad de la barrera
mucosa, degradacion de la capa mucosa y un aumento del estrés oxidativo (Valsecchi
et al., 2016).

1.4. Citoquinas asociadas a la inflamacion

Procesos celulares como el desarrollo, el crecimiento y la respuesta inmune estan
controlados por citoquinas (Francescone et al., 2016), las cuales son pequefias
proteinas que comunican las diferentes células del organismo (Delcenserie et al., 2008).

Algunas de las citoquinas con mayor importancia en los procesos inflamatorios son:

1.4.1. Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a)

Es una citoquina muy conocida debido a que juega un rol importante en procesos
celulares como proliferacion, diferenciacion y muerte celular. Ademas, estd implicada en
otros eventos como la respuesta de fase aguda, inflamacion sistémica y carcinogénesis
(Francescone et al., 2016; Wu and Schauss, 2012).

Una amplia gama de células son capaces de producir TNF-q, entre ellas se encuentran:

monaocitos, macrofagos, mastocitos, linfocitos T y B, células NK, neutrdfilos, y células
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endoteliales, entre otras. Esta citoquina esta implicada en la perpetuacion de la
inflamacién en la Ell, en la proliferacion celular en cancer (Francescone et al., 2016) y
en la resistencia a la insulina en personas con obesidad (Tateya et al., 2013; Makki et
al., 2013).

1.4.2. Interleuquina 1 (IL-1)
IL-1 es ampliamente reconocida, y junto con TNF-a interviene fuertemente en procesos
inflamatorios; ademas, ayuda a incrementar la expresion de moléculas de alta afinidad
en células endoteliales, células estromales y leucocitos, lo cual aumenta la filtracién de

los leucocitos a los tejidos (Apte et al., 2006).

IL-1 esté expresada en las enfermedades inflamatorias como Ell (Bamias and Cominelli,
2016), en obesidad, donde es un factor predictivo para el desarrollo de diabetes tipo Il
en ratones y pacientes obesos (Makki et al., 2013) y en el cancer, donde su alta
expresion se ha relacionado con los procesos de malignidad, invasion de células
malignas preexistentes y mal prondstico clinico (Apte et al., 2006).

1.4.3. Interleuquina 8 (IL-8)

IL-8 es un poderoso quimioatrayente de neutrofilos, que en Ell, induce la secrecion de
metaloproteinasas de matriz por los fibroblastos, favoreciendo la inflamacién y
promoviendo el desarrollo de tumores (Neurath, 2014). Por otra parte, IL-8 esti
sobreexpresada en pacientes con obesidad, principalmente en tejido adiposo, y esta

directamente relacionada con la expresion de TNF-a (Makki et al., 2013).

1.4.4. Interleuquina 10 (IL-10)
IL-10 es una citoquina antiinflamatoria que juega un papel fundamental en el control de
la inmunidad y procesos antiinflamatorios (Ip et al.,, 2017). IL-10 es una molécula
protectora contra cancer de colon, ya que suprime la inflamacién asociada al cancer y

la activacion de la vigilancia inmunolégica antitumoral (Dennis et al., 2013).

En obesidad, la IL-10 mejora la sensibilidad a la insulina y el transporte de glucosa
(Makki et al.,, 2013); ademas, inhibe la captacion de glucosa inducida por los
lipopolisacaridos de Escherichia coli y promueve la fosforilacion oxidativa (Ip et al.,
2017). Su expresién esta atenuada en pacientes con diabetes tipo Il y se aumenta

conforme se aumenta la pérdida de peso (Makki et al., 2013). Adicionalmente, defectos
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en los receptores para IL-10, son factores predictivos para el desarrollo de Ell (Ip et al.,
2017; Shim and Seo, 2014).

1.5. Probioticos como agentes antiinflamatorios

Los probidticos son un grupo de microorganismos vivos, reconocidos como GRAS (por
las siglas en inglés Generally Recognized as Safe) (Nova et al., 2016), los cuales, al ser
adicionados en la alimentacién en las proporciones adecuadas, benefician la salud del
hospedero al estimular la respuesta inmune no especifica, mejorar la absorcién de
nutrientes (FAO, 2014; McLoughlin and Mills, 2011) e inhibir el crecimiento y adhesion
de patégenos (Roselli et al., 2006; Viasu-Bolocan et al., 2013).

Los mecanismos mediante los cuales los probiodticos pueden impedir la proliferacion de
patégenos incluyen: estimular la produccidon de compuestos antimicrobianos (como el
acido lactico), modular la respuesta inmune y favorecer la exclusion competitiva (por
receptores del epitelio). Asi mismo, los probdéticos favorecen la absorcion de nutrientes,
mediante el aumento de la permeabilidad en el intestino delgado (Ng et al., 2009) y
tienen efecto antiinflamatorio mediante la regulacion de las células epiteliales del
intestino mediante la reduccion de la expresion de citoquinas antiinflamatorias (Tian et
al., 2016).

Dentro del grupo de microorganismos probidticos mas destacados, se encuentran las
bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (Patten and Laws, 2015), pero
también otras bacterias como Enterococcus faecium han mostrado propiedades
probidticas; en particular capacidad para modular la respuesta inmune intestinal
(Kreuzer-Redmer et al., 2016). Por ejemplo, un estudio reciente, mostro la disminucion
en la expresion de citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8, IL-12p35 y TNF-a
en células tratadas con el Enterococcus faecium cepa HDRsEf1 en modelo in vitro con

células HT-29 estimuladas con Escherichia coli (Tian et al., 2016).

1.5.1. Probiéticos vy Ell
Los microrganismos probidticos pueden ser una alternativa contra Ell, en el sentido que
estos organismos son capaces de mantener homeostasis, favorecer la barrera intestinal
y estimular la respuesta inmune del hospedero (Scaldaferri et al., 2013). Muchos grupos
de microorganismos, especialmente los productores de &cido lactico (BAL), han sido
estudiados como alternativa para aliviar los sintomas de Ell y estos han resultado

promisorios (Kamada et al., 2013). Un ejemplo es el producto VSL#3 (Escherichia coli
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cepa Nissle 1917 y varias especies de Lactobacillus) que ha demostrado un aumento

en la homeostasis intestinal (Viladomiu et al., 2013).

Los mecanismos propuestos que pueden explicar el efecto benéfico de los probidticos
en pacientes con EIll incluyen: reduccion de microorganismos patdégenos por
competencia y produccién de compuestos antimicrobianos, inmunomoldulacién o
estimulacion del sistema inmune de células asociadas con el epitelio, produccion de
citoquinas antiinflamatorias, produccién de acidos grasos de cadena corta, y

mantenimiento y mejoramiento de la barrera intestinal. (Sbaglia et al., 2015).

Respecto a la modulacién del sistema inmune mediada por microorganismos, estudios
han mostrado que especies de Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp son capaces de
incrementar la proliferacion de linfocitos, mejorar la respuesta inmune innata y
adaptativa, asi como estimular la produccion de citoquinas antiinflamatorias como IL-10
(Hardy et al.,, 2013) En modelos in vivo se ha observado que la mezcla de
microorganismos probidticos como Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Bacillus longum ,
Bacillus breve y Bacillus infantis fueron efectivos reduciendo el riesgo de colitis en los

animales y la inflamacién en adultos y nifios con CU (Miele et al., 2009).

1.5.2. Probiéticos y Cancer colorrectal
La microbiotoa intestinal ha mostrado potenciar los efectos de las drogas contra el
cancer, ya que esta regula la respuesta inmunomoduladora y de presentacion de
antigeno por parte de las células mieloides (Perez-Chanona and Trinchieri, 2016). En
este sentido, los microorganismos probiéticos y simbiéticos han sido identificados como
potenciales terapéuticos para el cancer colorectal (Hardy et al., 2013; Viasu-Bolocan et
al., 2013); debido a lo anterior, la ingesta de probidticos representa una estrategia para
el restablecimiento de la microbiota intestinal. El mecanismo asociado a este hecho, ha
sido asociado a la reduccién de productos cancerigenos y mutagénicos, al aumento de

acidos grasos de cadena corta, y a la disminucién de dafio de DNA (Chong, 2014).

En un modelo in vivo, Lactobacillus lactis fue capaz de disminuir la expresion de
peroxido de hidrogeno (H202) y aumentar la actividad catalasa, lo cual resulta en una
disminucion de la inflamacion y el dafio tisular (Hardy et al., 2013). De igual manera, un
producto de soya fermentado con Enterococcus faecium CRL 183 y Lactobacillus
helveticus 416, favorecié la aparicion de Bifidobacterium spp. y Lactobacillus spp
(importantes en el mantenimiento de la integridad del epitelio), mientras que disminuy6

las poblaciones de bacterias de la familia Enterobacteriaceae, como Escherichia coli,
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Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia enterocolitica, Klebsiella spp., Proteus spp., y
Citrobacter spp (Cavallini et al., 2011). Ademas, las bacterias de los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium, han mostrado resultados prometedores en cuanto a la
modulacion de sistema inmune y reduccion del cancer de colon (Chong, 2014)

1.5.3. Probidticos y obesidad
Diversos estudios y modelos de animales han mostrado que la ingesta de
microrganismos probidticos no solo contribuyen con la pérdida de peso y la disminucién
en la acumulacion de tejido adiposo, sino que ademas, con la reduccion de la ingesta

de alimento (Nova et al., 2016).

Microorganismos como Lb. gasseri SBT2055 suplementados en ratones con sobrepeso,
ademas, de reducir el tejido adiposo también inhibieron la expresion de genes
proinflamatorios como CCL2 en este tejido. Un caso similar es de Lb.curvatus HY7601
y L plantarum KY1032 los cuales redujeron la expresion de citoquinas proinflamatorias
como TNF-a, IL-1B, IL-6 en el tejido adiposo de ratones, mientras que Bif. lactis 420
redujo la expresion de este tipo de citoquinas en el higado (TNF-ay IL-1B) y el musculo
(IL-1B) en ratones con diabetes (Nova et al., 2016).

1.5.4. Enterococcus faecium como probiético
Enterococcus faecium es una bacteria Gram positiva de la familia Enterococcacea,
puede hallarse en solitario, en parejas o en cadenas cortas, ho produce esporas y es
anaerobia facultativa (Siepert et al., 2014), esta clasificada dentro del grupo de las
bacteria acido lacticas (LAB) y ha mostrado resultados prometedores como probidtico
para humanos y animales (Klingspor et al., 2015). En modelos in vitro Enterococcus
faecium ha mejorado la integridad celular (Lodemann et al., 2015), inhibido la adhesién
de bacterias potencialmente patégenas (Jin et al., 2000), y modulado de la respuesta
inmune (Klingspor et al.,, 2015). Por otra parte, en modelos animales con cerdos,
Enterococcus faecium se ha relacionado con el mejoramiento de parametros inmunes
(Herrera Franco et al.,, 2016), parametros morfométricos en intestino, asi como un
aumento en la biodiversidad de la microbiota (Pajarillo et al., 2015); mientras que en

humanos este probidtico ha sido usado para controlar diarrea (Klingspor et al., 2015).
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1.6. Modelo de inflamacion in vitro

1.6.1. Células Caco-2

Las células epiteliales del colon son tanto productoras como receptoras de citoquinas y
quimioquinas, cuyas sefales pueden modular la actividad del epitelio, por proliferacion,
migracion y supervivencia (Francescone et al., 2016). Las células del endotelio intestinal
contribuyen con la respuesta inmune, ya que se ha encontrado que éstas células se
diferencian in vitro en células tipo M, las cuales absorben, transportan y presentan los
antigenos a las células linfoides del subepitelio (Simon-Assmann et al., 2007),
expresando el Complejo Mayor de Histocompatibilidad Il (Jung et al., 1995).

Una de las lineas celulares de epitelio intestinal mas usada y caracterizada, es la linea
Caco-2, la cual se obtuvo de adenocarcinoma de colon humano y expresa
caracteristicas de un enterocito maduro (Lehto and Salminen, 1997). Las células Caco-
2 han sido ampliamente utilizadas para el estudio de microorganismos probioticos (Blum
et al., 1999; Roselli et al., 2006), en la actividad antimicrobial de estos (Jacobsen et al.,
1999), asi, como en el estudio de los mecanismos de adhesién de microorganismos no

patégenos.

Las células Caco-2 son susceptibles tanto de expresar como de inducir la expresion de
citoquinas pro y antiinflamatorias en respuesta a diferentes estimulos (Jung et al., 1995).
Entre las citoquinas pro inflamatorias que éstas liberan, se encuentran TNF-a, IL-1, IL-
8y IL-6 (Morita et al., 2002), ademas, de proteinas del complemento (C3, C4 y factor B)
(Jung et al., 1995); y entre las citoquinas antiinflamatorias expresadas por estas células

se encuentra el factor de crecimiento transformante 8 (TGF- ) (Jung et al., 1995).

1.6.2. Lipopolisacéridos
Los lipopolisacaridos (LPS) son un constituyente altamente conservado de las bacterias
Gram negativas y el principal componente de la membrana externa de la pared celular
(Parra-Suescun et al., 2014) Estos contribuyen con el mantenimiento de la integridad
bacteriana, proporcionando una barrera de permeabilidad contra moléculas letales tales

como antibiéticos y péptidos antimicrobianos catiénicos (Maldonado et al., 2016).

Por otra parte, los LPS son reconocidos por las células del sistema inmune como
Patrones Asociados a Patégenos (PAMP) (Murdock and Nunez, 2016), los cuales al
unirse a los TLR-4 desencadenan una cascada de sefializacion mediada por la
activacion de NF-kB que termina en la trascripcién de citoquinas pro inflamatorias (Rhee,
2014) como TNF-q, IL-8 e IL-18 (Hutchins et al., 2015).



Marco tedrico 25

Es por su alta estimulacién tanto en los modelos celulares y de animales que los LPS
son los PAMPS mas conocidos y estudiados (Murdock and Nunez, 2016), siendo usados
con frecuencia para evaluar efectos antiinflamatorios de medicamentos y compuestos
(Wu et al., 2011).

De este modo, mientras las células Caco-2 han sido un modelo intestinal aceptado para
evaluar probidticos (Roselli et al., 2006) y medicamentos de manera in vitro (Li et al.,
2015), los LPS constituyen un importante estimulador de respuesta inflamatoria (Parra
et al., 2013) y han sido usados para emular y estudiar el efecto inflamatorio tanto en
modelos intestinales con en células Caco-2 (Tanoue et al., 2008), como en otros
procesos inflamatorios causados por agentes diferentes a las bacterias Gram negativas
(Lee et al., 2013; 2014).
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2. Optimizacion de las condiciones de cultivo celular para el
estudio de la inflamacion intestinal en un modelo in vitro

2.1. Introduccién

Los estudios in vitro de modelos intestinales se han apoyado en el uso de lineas
celulares derivadas del tracto gastrointestinal como son las células Caco- 2 (Klingspor
et al., 2014; Simon-Assmann et al., 2007). Sin embargo, ademas de los largos periodos
de espera para poder ejecutar los ensayos de laboratorio, es importante tener en cuenta
la edad de las células a utilizar, debido a que la mayor parte de células epiteliales que
conforman las microvellosidades son células adultas; también puede haber presencia
de células jovenes, especialmente durante y después de los procesos de inflamacion
y/o infeccién aguda, provocando apoptosis prematura de las células epiteliales (Barker,
2013; Gu et al., 2012).

Tradicionalmente en los estudios con células Caco-2, se ha utilizado una concentracion
de SFB de 10% v/v para mantener la viabilidad 6ptima de las células (Reilly et al., 2006);
sin embargo, el uso del SFB ha sido ampliamente debatido especialmente en los Gltimos
afios (van der Valk, 2017). Por lo anterior, seria deseable disminuir la concentracion de
SFB para hacer mas costo-efectivos los estudios in vitro de este tipo de modelos, y a su
vez, disminuir el tiempo de preparacion de las células antes de realizar los ensayos in
vitro de modelos intestinales, ya que como se menciond anteriormente, la poblacion de
células del epitelio intestinal esta conformada tanto por células jévenes como adultas,
las cuales podrian tener susceptibilidad diferencial a las variables experimentales en un
modelo in vitro (Gerloff et al., 2013).

Por otra parte, los estudios sobre inflamacion in vitro e in vivo, asociados o no a agentes
bacterianos, han utilizado los lipopolisacéaridos (LPS) como promotores de inflamacion
(Garzon Caicedo, 2015; Parra et al., 2013). Los LPS son el principal constituyente de la
pared celular de las bacterias Gram negativas y son reconocidos naturalmente por las
células del sistema inmune de los mamiferos como moléculas asociadas a patdégenos
(PAMPs, por sus siglas en inglés) (Murdock and Nunez, 2016). Los LPS son capaces
de estimular la produccion de gran cantidad de moléculas asociadas con procesos
inflamatorios como las citoquinas, entre las que se encuentra TNF-a (Wu et al., 2011).
Adicionalmente, los LPS inducen apoptosis, lo cual en infecciones agudas favorece la

patogénesis en diversas enfermedades (Bannerman and Goldblum, 2003). Por esta
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razon, en el estudio de potenciales antiinflamatorios es de gran importancia determinar
una concentracion de LPS que estimule la inflamacién pero que no causen muerte

celular.

Por lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivos: a) evaluar la reduccion del
tiempo de madurez de las células, y la concentracion de SFB en células Caco-2 en
términos de viabilidad celular y b) determinar la concentracion cito-toxica 50 (CCso) de
LPS sobre células Caco-2, tanto jovenes (1 dia post-siembra) como adultas (12 dias

post-siembra) en un modelo de inflamacion intestinal in vitro.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Cultivos celulares

Se us6 como modelo de células intestinales, la linea celular de adenocarcinoma
humano, Caco-2 (ATCC®) HTB-37, la cual fue mantenida en medio DMEM
(Caisson) suplementado con 5% v/v de SFB (GIBCO®), L-glutamina 2 mMol
(GIBCO®) y 1 % plv de penicilina estreptomicina a 37°C en ambiente de CO: al
5%. Los ensayos fueron desarrollados con células entre el pase 10-20 y
subcultivadas cada 4 o 5 dias después de usar tripsina EDTA 0.25% v/v (Caisson
TRLO4). Los cultivos celulares se observaron cada dia utilizando microscopio
invertido y se realizé analisis para descartar la presencia de micoplasma de

manera rutinaria.

2.2.2. Determinacion de la viabilidad celular a diferentes
concentraciones de SFB y dias post-siembra

Para determinar si existia diferencia significativa en la viabilidad celular a
diferentes concentraciones de SFB y dias de siembra, se evaluaron tres
concentraciones de SFB (2%, 5% y 10% v/v) y tres dias diferentes de siembra
(6, 12 y 18 dias). Brevemente, se sembraron 5000 células en platos de 96 pozos
(area de siembra 0.32 cm?) y estas fueron sometidas a las siguientes condiciones
experimentales: a) 6 dias post-siembra, 2% v/v SFB; b) 6 dias post-siembra, 5%
viv SFB; ¢) 6 dias post-siembra, 10% v/v SFB; d) 12 dias post-siembra, 2% v/v
SFB; e) 12 dias post-siembra, 5% v/v SFB; f) 12 dias post-siembra, 10% v/v SFB;
g) 18 dias post-siembra, 2% v/v SFB; h) 18 dias post-siembra, 5% v/v SFB; i) 18
dias post-siembra,10% v/v SFB.

Pasados los dias post-siembra, se realizO una evaluacion cualitativa de la

confluencia celular utilizando un microscopio invertido (Nikon eclipse) y se realizé
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un andlisis cuantitativo de la viabilidad celular mediante el ensayo MTT.
Brevemente, las células de cada tratamiento fueron incubadas con 50 uL de MTT
(Sigma Aldrich®) a una concentracibn de 0.5mg/mL a 37°C por 4 horas.
Posteriormente, el formazan formado fue disuelto con 100 uL de DMSO (Sigma
Aldrich®). La densidad optica fue medida a 540nm (Tian et al., 2016). La
viabilidad celular de cada tratamiento fue comparada respecto al tratamiento de
18 dias post-siembra 10% v/v SFB, el cual ha sido usado como patrén de

referencia.

2.2.3. Evaluacién de latoxicidad del LPS de E. coli in vitro

Para determinar el efecto del LPS de E. coli sobre la viabilidad celular,
aproximadamente 87.000 células de Caco-2 en un area de 0.32 cm?con 1y 12
dias post-siembra (dias seleccionados con base en los resultados obtenidos, ver
seccion 2.3.1) fueron tratadas con 50 pL de diferentes concentraciones de LPS
(0; 0,125; 0,25; 0,5y 1 mg/mL) (L6529 Sigma Aldrich®). Después de incubar a
37°C durante 6 horas, el medio fue descartado y se llevo a cabo el ensayo MTT.
Para este ensayo las células adheridas fueron tratadas con 50 pL de MTT (Sigma
Aldrich®) a una concentracion de 0.5mg/mL a 37°C por 4 horas. Posteriormente,
el formazéan formado fue disuelto con 100 puL de DMSO (Sigma Aldrich®). La
densidad Optica fue medida a 540nm (Tian et al., 2016).

La viabilidad celular se calcul6 realizando la comparacién entre la absorbancia
de cada uno de los tratamientos con el control sin LPS, y la Concentracion
Citotoxica 50 (CCsp) se determind por regresion lineal usando el método de
Probit.

224 Analisis estadistico

Para determinar las diferencias entre las concentraciones de SFB a diferentes
dias, se utiliz6 un disefio completamente al azar en un arreglo factorial 3 x 3 (tres
concentraciones de SFB * tres dias de siembra). El andlisis estadistico se realiz6
segun el procedimiento PROCMIXED del SAS (2007). Las diferencias entre las
medias de los tratamientos fueron determinadas por minimos cuadrados y
analizadas por ANOVA. Para realizar la comparacion de las medias entre cada

tratamiento se utilizé una prueba de Duncan (P< 0.05).

Para determinar la concentracion a la cual el LPS afecta el 50% de la viabilidad
celular (CCso) se utilizé un disefio completamente al azar en un arreglo factorial

2 x 5 (dos edades * cinco concentraciones de LPS). El analisis estadistico se
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realizdé segun el procedimiento PROCMIXED del SAS (2007). Las diferencias
entre las medias de los tratamientos se determinaron por minimos cuadrados y
se analizaron por ANOVA. Pararealizar la comparacion de las medias entre cada

tratamiento se utilizé una prueba de Duncan (P < 0.05).

2.3. Resultados de cultivos celulares

2.3.1. Determinacion de la viabilidad celular a diferentes
concentraciones de SFB y dias post-siembra

Para los ensayos, se sembré una cantidad de células que de acuerdo a la bibliografia
permitiera la formacion de una monocapa uniforme (Sambuy et al., 2005), se evalu6
la viabilidad de las células a 6, 12 y 18 dias, donde se definié como cultivo de células
adultas, células con mas de 7 dias, (Briske-anderson et al., 1997); y donde ademas,
se evaluaron 3 concentraciones de SFB (2%, 5% y 10% v/v).

En este experimento no se encontrd interaccion estadistica entre las diferentes dosis
de SFB y la cantidad de células sembradas por pozo para ninguna de las variables
en estudio, por lo que no fue necesario analizar y desglosar dichos factores de

manera independiente.

Para la variable estudiada, viabilidad celular, no se presentdé diferencia
estadisticamente significativa entre las concentraciones de SFB cuando las células
tenian 6 dias de siembra (P < 0,05). Sin embargo, cuando las células presentaban
12 y 18 dias post-siembra fue posible apreciar una diferencia estadisticamente
significativa (P < 0,05) entre las concentraciones de SFB evaluadas, donde a los 12
dias hubo diferencia entre las tres concentraciones en estudio, mientras que en el

dia 18 solo hubo diferencia en la concentracién de 10% v/v SFB (Tabla 1).

Por otra parte, se observaron diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05)
al comparar las células con diferentes dias de siembra e igual concentracion de
SFB, donde se observé que al 10% v/iv de SFB la viabilidad celular fue
estadisticamente diferente en las tres edades evaluadas, mientras que a una
concentracion de 5% v/iv y 2% v/v de SFB habia diferencias estadisticamente
significativas en uno de los dias evaluados (12 vs 18) (Tabla 1). Finalmente, se
determind que cuando las células fueron cultivadas con 5% v/v SFB durante 12 dias
no tenian diferencias estadisticamente significativas respecto a las condiciones de

referencia 18 dias post-siembra a 10% v/v SFB (Tabla 1).
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De manera complementaria, se tomaron fotografias de las células a las diferentes
condiciones experimentales (Figura 1) y se observé que de manera cualitativa las
células con 12 dias de siembra a 5% v/v SFB tenian una confluencia similar a las
células con 18 dias a 10% v/v SFB. De esta manera, y con base a los resultados
tanto de viabilidad como de confluencia se decidié hacer la evaluacion del efecto
citotoxico de LPS en células teniendo en cuenta las condiciones optimizadas (12
dias post-siembra con 5% v/v SFB.

Tabla 1. Viabilidad celular a diferentes dias post-siembra y concentraciones de SFB

% VIV SFB | 6 12 o 18 EEM
~ 8ama 18.0% 34.38%2

. 1ee 96.48" 29,612 2,1
10 19.6%12 57,3824 10062

A,B,C,D Dentro de una misma fila, medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes (P< 0.05).

X,Y,Z Dentro de una misma columna, medias con un superindice comun (por variable en estudio) no difieren
estadisticamente (P < 0.05).

1,2,3,4 Dentro de filas y columnas, medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes (P < 0.05).
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Figura 1. Morfologia de las células Caco-2 a diferentes concentraciones de SFB y edad.

Las células Caco-2 fueron mantenidas con diferentes concentraciones de SFB y a diferentes dias post-
siembra. Magnificacién 100X.
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2.3.2. Evaluacién de latoxicidad del LPS de E. coli in vitro

La citotoxicidad causada por las diferentes concentraciones de LPS sobre la linea
celular Caco-2 fue evaluada por el ensayo colorimétrico MTT, y los resultados fueron
expresados en términos de viabilidad celular respecto al tratamiento control (0 mg/mL
de LPS).

De manera general, se encontré que el porcentaje de viabilidad celular disminuia a
medida que aumentaba la concentracion de LPS, con el cual se trataban las células, sin
embargo ninguna de las concentraciones evaluadas caus6 mortalidad superior al 50%
(Figura 2). Adicionalmente, se determind que la CCs al dia 1 fue de 7 mg/mL; mientras

que al dia 12 fue de 184 mg/mL.

Particularmente, se pudo observar que a una concentraciéon de 0,125 mg/mL de LPS, la
viabilidad celular tanto para células jévenes como adultas, no era estadisticamente
diferente al control (P>0,05); sin embargo, a partir de la concentracion 0,25 mg/mL la
viabilidad celular disminuia de manera estadisticamente significativa entre las edades
de las células (P<0,05) (Tabla 2 y Grafica 2).

Adicionalmente, a partir de 0,125 mg/mL de LPS se observé una diferencia
estadisticamente significativa (P<0,05) de la viabilidad celular dependiente de la edad
de las células, donde las células de 1 dia de edad eran mas susceptibles a las diferentes
concentraciones de LPS con respecto a las células de 12 dias. Esto se pudo apreciar
debido a que las células adultas conservaban una viabilidad de 87%, y las células mas
jévenes tenian una viabilidad celular < 75% a una concentracion de 1 mg/mL (Figura 2).
Finalmente, en este estudio, los resultados permitieron definir un punto de partida para
efectuar estudios posteriores en un modelo de inflamacién intestinal in vitro (ver capitulo
3).

Tabla 2. Porcentaje de viabilidad celular a diferentes concentraciones de LPS a 1y 12 dias post-siembra

DIA 0,25 EEM
0 mg/mL 0,125 mg/mL me/mL 0,5mg/mL 1 mg/mL
Dia1l 100 A 99 AX 93 & 83 ¢ 74 X
0,72
Dia 12 100 A 1004 94 BX 89 87 ’

A,B,C,D Dentro de una misma fila, medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

X, Y Dentro de una misma columna, medias con un superindice comUn (por variable en estudio) no difieren estadisticamente (P <
0.05).
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Figura 2. Efecto de la adicion de LPS sobre la viabilidad celular.

Diferentes letras AP indican diferencias dentro del mismo dia (P < 0.05); Diferentes letras *" indican diferencias entre
dias (P < 0.05).

2.4. Discusién
Las células Caco-2 han sido un modelo celular aceptado para el estudio de los procesos
intestinales de manera in vitro; sin embargo, los tiempos de preparacion de las células
son prolongados, llegando hasta 21 dias. Por otra parte, el costo es elevado en cuanto
a la utilizacién del SFB (Lentz et al., 2000), teniendo en cuenta que generalmente se
usa hasta el 20% v/v de SFB (Ferruzza et al., 2012).

Bajo estos parametros y teniendo en cuenta que la metodologia tradicionalmente usada
establece que las condiciones Optimas de la preparacion celular son 18 dias (Caco-2) a
10% v/v de SFB, se encontrd que respecto a la viabilidad celular, no habia diferencias
estadisticamente significativas cuando las células eran sometidas a 12 dias de siembra
y 5% v/iv de SFB, al igual que de manera cualitativa se observaron similitudes
morfolégicas y de confluencia. Por lo anterior, se redujo en un 33% el tiempo de

preparacion de las células y en un 50% la cantidad de SFB. En estudios previos ya se
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habia logrado demostrar que las células Caco-2 pueden diferenciarse y mantener sus
caracteristicas de permeabilidad al reducir el SFB al 2% v/v, y los dias de incubacion a
4 dias, resultados similares a los obtenidos con células cultivadas durante 21 dias con
10% v/v SFB (Lentz et al.,, 2000); incluso, estas células pueden mantener sus
caracteristicas morfolégicas y diferenciarse en un medio libre de SFB (Jumarie and
Malo, 1991).

La viabilidad celular a los 12 dias con 5% v/v de SFB fue estadisticamente igual a la
viabilidad a los 18 dias con 10% SFB, lo cual puede explicarse con base a los resultados
mostrados por Lentz y colaboradores, donde encontraron que en condiciones similares,
las células alcanzaban la fase estacionaria a los 12 dias post-siembra, lo cual significa
que después de ese dia las células disminuyen su actividad replicativa, razén por el cual
en este trabajo, la confluencia entre el dia 12 y 18 fue similar (Figura 2 ) (Lentz et al.,
2000).

En cuanto al segundo objetivo de este estudio, se pudo observar que a medida que
aumenta la concentracion de LPS, disminuye la viabilidad celular. Estos resultados se
asemejan a los reportados previamente con células A549, donde se encontré que la
viabilidad celular a concentraciones de LPS entre 1 y 1.5 mg/mL era cercana al 20%
(Nishio et al., 2013), mientras que en nuestro estudio la viabilidad celular,
independientemente de las concentraciones y los dias evaluados, no disminuy6 del
74%. Estas diferencias en concentraciones de LPS respecto a la viabilidad pueden ser
explicadas por susceptibilidades diferenciales entre lineas celulares, teniendo en cuenta
que mientras las células A549 provienen de pulmédn, las células Caco-2 son obtenidas
de colon (An et al., 2016; Nielsen et al., 2009).

También se encontr6 citotoxicidad diferencial respecto a los dias post-siembra
evaluados, donde a concentraciones de 0,5 mg/mL y 1 mg/mL, las células de 12 dias
tenian menos pérdida de viabilidad celular que las células de 1 dia, esto se ha explicado
en estudios anteriores por la expresion de antioxidantes en las células diferenciadas, de
manera que les confiere mayor resistencia a agentes toxicos (Gerloff et al., 2013). Sin
embargo, la comparacion de estas variables teniendo en cuenta marcadores de
diferenciacion celular como es la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (Ferruzza et
al., 2012), podrian ayudar a esclarecer estos resultados, y plantear hipétesis que

permitan explicar la respuesta respecto a los parametros evaluados.
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2.5. Conclusiones

Se establecieron como condiciones dptimas de cultivo sembrar 5000 células en un area
de 0,32 cm?, manteniéndolas con una concentracion de SFB de 5% v/v, y permitiendo
su crecimiento durante 12 dias. Lo que redujo en un 33% el tiempo de espera en la
preparacion de las células y en un 50% en la concentracién de SFB requerido para llevar
a cabo estudios con células Caco-2. Por otra parte, los resultados del presente estudio
mostraron una respuesta diferencial de las células Caco-2 de diferentes edades al ser
sometida a concentraciones variables de LPS, donde ninguna de las concentraciones
evaluadas superé una toxicidad del 26% y se determiné una CCso de 7mg/mL.

2.6. Perspectivas
Los resultados encontrados en el presente estudio podran servir como base para
realizar evaluaciones de posibles agentes antiinflamatorios simulando un sistema de
inflamacién intestinal in vitro con condiciones de preparacion celular y concentraciones

de SFB optimizadas.
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Luisa Fernanda Arbeléez llevé a cabo los experimentos y escribidé el manuscrito. Luisa
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Quintero Gil y Jaime Eduardo Parra editaron el manuscrito y aprobaron la version final.
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2.9. Consideraciones éticas
Este estudio se realiz6 como parte de un macro proyecto avalado por EI Comité de Etica
en la Experimentacién Animal de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin
(CEMED- 11 del 02 de Mayo de 2016).

El proyecto fue realizado en el laboratorio de Biotecnologia Animal de la Universidad
Nacional de Colombia, sede de Medellin, Antioquia, Colombia, siguiendo todas las

normas de bioseguridad y de desechos de residuos bioldgicos estipulados.
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Para la ejecucibn no se realizaron ensayos con humanos ni animales, los
microorganismos usados son considerados no peligrosos para la salud humana, ni
animal y ni del medio ambiente. Las células Caco-2 fueron obtenidas del banco de lineas
celulares de la ATCC, los cuales cumplen con estandares éticos para la obtencion de

materiales de origen humano.
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3. Efecto de la adicion de Enteroccocus faecium en un modelo
de inflamacion intestinal in vitro

3.1. Introduccion
La inflamacion es una respuesta inmunitaria desencadenada por multiples factores, y
puede perpetuarse causando enfermedades cronicas, entre las que se encuentran
alergias alimentarias, enfermedad inflamatoria intestinal, y cancer colorrectal (Zeng et
al., 2017).

Con el fin de tratar estas enfermedades intestinales, se han usado diferentes estrategias
como por ejemplo el uso de medicamentos antiperistalticos, sedantes y antidiarreicos;
sin embargo, son medidas transitorias y no siempre eficaces. Ademas, el uso
prolongado de este tipo de compuestos se ha relacionado con enfermedades como
hipertensién, diabetes y osteoporosis (Sbaglia et al., 2015). Los microoganismos
probidticos podrian considerarse como una alternativa viable para tratar la inflamacion
intestinal porque han un rol importante como moduladores del sistema inmune (Nova et
al., 2016)

Los micoorganismos probidticos han demostrado potencial como moduladores del
sistema inmune (Nova et al., 2016), y por tanto, podrian considerarse como una
alternativa viable para tratar la inflamacion intestinal (Khokhlova et al., 2012; Roselli et
al., 2006). Dentro de lo microorganismos probidticos que se han estudiado como
potenciales inhibidores de inflamacion intestinal, se encuentran diferentes cepas de
Bifidobacterium (Khokhlova et al., 2012) y Lactobacillus (Villena et al., 2012). Asi mismo,
Enterococcus faecium ha sido estudiado ampliamente y ha demostrado que regular la
expresion de receptores asociados con inflamacion tales como TLR1, TLR2 y TLR6
(Zhongyuan et al., 2016).

Adicionalmente, ha sido posible hacer un acercamiento a las reacciones inmunolégicas
que tienen lugar en el tracto gastrointestinal, mediante el uso de las células Caco-2 como
modelo de estudios a nivel in vitro (Roselli et al., 2006; Taverniti et al., 2014b), aunado
a la adicion simultanea de lipopolisacaridos de Eschericchia coli como estimuladores de
la inflamacion, conformando un modelo de inflamacion intestinal in vitro ampliamente

usado y aceptado (Yang et al., 2014).
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Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial
antiinflamatorio de Enterococcus faecium (EF) utilizando un modelo de inflamacion

intestinal con células Caco-2, adicionando LPS como estimulantes de inflamacién in

vitro.
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3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Células intestinales y condiciones de cultivo
Se us6 como modelo de células intestinales la linea celular derivada de

adenocarcinoma humano, Caco-2 (ATCC®) HTB-37, la cual fue mantenida en el
medio DMEM (Caisson) suplementado con 5% v/v de SFB (GIBCO®), L-
glutamina 2 mMol (GIBCO®) y 1 % v/v de penicilina estreptomicina a 37°C en
ambiente de CO- al 5% v/v. Los ensayos fueron desarrollados con células entre
el pase 10-20 y subcultivadas cada 4 o 5 dias, después de usar tripsina EDTA
0,25% v/v (Caisson TRLO4). Se realiz6 el cambio de medio de cultivo dia de por
medio, y al menos 12 horas antes del tratamiento con Enterococcus faecium (EF)
se adicion6 medio sin antibidtico. Los cultivos celulares se observaron cada dia
utilizando microscopio invertido y de manera rutinaria se realiz6 andlisis para

descartar la presencia de micoplasma.

3.2.2. Cultivo bacteriano y condiciones de cultivo

La bacteria probiética Enterococcus faecium (EF) fue tomada del banco de cepas
del Doctor Jaime Parra de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin.
Las bacterias fueron cultivadas en el medio de cultivo LB (10 g/L de triptona, 5
g/L de extracto de levadura y 10 g/L NaCl, a un pH de 7.0) durante la noche a
35°C a una agitacién constante de 70 RPM: Las bacterias fueron subcultivadas
durante 3-4 h, se centrifugaron y el pellet se lavé tres veces en solucién salina
tamponada con fosfato. Las células fueron re suspendidas en medio DMEM sin

antibiético a una concentracién de 1 x 108 UFC/mL (Zhongyuan et al., 2016).

3.2.3. Modelo de inflamacién intestinal in vitro

Para determinar la expresion de citoquinas pro y antiinflamatorias en las células
jévenes y en las adultas, estas fueron sometidas a diferentes condiciones
experimentales asi: a) Omg/mL LPS, sin EF, b) Omg/mL LPS + EF 10° UFC, c)
0,125 mg/mL LPS sin EF, d) 0,125 mg/mL LPS + EF 10° UFC, e) 0,25 mg/mL
LPS sin EF, f) 0,25 mg/mL LPS + EF 10° UFC.

Brevemente, se tomaron aproximadamente 87.000 células Caco-2 en un area de
0.32 cm? con 1y 12 dias post-siembra, se lavaron con PBS, se les adicioné 50
pL de LPS a la concentracion establecida, y se incubaron a 37 °C por 2 horas en
atmésfera de CO,. Pasado este tiempo se les adicioné el probiético (segun el
caso) a una MOI de aproximadamente 10 (Kern et al., 2017), y se incubaron a

37°C por 2 horas en atmésfera de CO.. Finalmente, se realizaron 2 lavados con
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PBS + antibidtico (Klingspor et al., 2015), y las células fueron desprendidas
mecanicamente y resuspendidas en buffer de lisis del kit de extraccién de RNA

total Zymo research ®.

3.2.4. Extraccion RNA y cuantificacion de la expresiéon por PCR en
tiempo real.

El RNA fue extraido usando el kit comercial RNA total Zymo research ®
siguiendo las especificaciones del fabricante, y a partir de las células
previamente resuspendidas en el buffer de lisis del kit de esta misma referencia.
La expresion de las citoquinas de interés fue medida usando el kit QuantiNova
SYBR Green RT-PCR Kit (QIAGEN) en un termociclador LightCycler 480 Real-
Time PCR System (Roche Diagnostics). Brevemente, 2,9 uL de RNA total fue
amplificado en 10 pL de reaccién que contenia 5 yL de 2x QuantiNova SYBR
Green RT-PCR Master Mix, 0,1 pL QuantiNova RT Mix,1 yL de cebadores
sentido y anti-sentido (10 uM). Las secuencias de los cebadores usados tomados
de la literatura y sus secuencias estan especificadas en la tabla 1. Los tubos de
PCR con 20uL totales de reaccion fueron incubados a 45°C durantel10 minutos,
seguido de 95°C durante 5 minutos y 40 ciclos (95 por 15 seg, 60 durante 20
seqg, 72 por 30 seg) y un periodo de extension de 60°C durante 60 seg. La
especificidad de los productos de reaccion se confirm6é mediante andlisis de
temperatura de melting. La cuantificacion de los transcritos se realiz6 mediante
el método AAC (t) utilizando GAPDH como un gen constitutivo de normalizacion
(Khokhlova et al., 2012).

Tabla 3. Secuencias de los cebadores usados

GEN SECUENCIA REFERENCIA

F, CCAGCCGAGCCACATCGCTC
GAPDH (Wehkamp et al., 2004)
R, AT GAGCCCCAGCCTTCTCCAT

F, :5-CCCATGTTGTAGCAAACCCTC-3'
TNF-a (Aguilar-Jiménez et al., 2013)
R, 5-TATCTCTCAGCTCCACGCCA-3/,

F, ATGGCTTATTACAGTGGCAATGAG
IL-18 (Enayati et al., 2015)
R, GTAGTGGTGG TCGGAGATTCG

F, TGGACCAGAGCCAGAGAGACTAG
IL-8 (Parra et al., 2013)
R, AAACTGCCAAGAAGGCAACAG

F, 5-GCTGAGAACCAAGACCCAGAC-3’
IL-10 (Aguilar-Jiménez et al., 2013)
R, 5-GGAAGAAATCGATGACAGCG-3’
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3.2.5. Analisis estadistico

Se utiliz6 un disefio completamente al azar en un arreglo factorial 2 x 6 (dos
edades * seis concentraciones de LPS). El analisis estadistico se realizd segun
el procedimiento PROCMIXED del SAS (2007). Las diferencias entre las medias
de los tratamientos se determinaron por minimos cuadrados y se analizaron por
ANOVA. Para realizar la comparacion de las medias entre cada tratamiento se

utilizé una prueba de Duncan (P < 0.05).

3.3. Resultados

3.3.1. Respuesta inflamatoria en células de diferentes edades

De manera general, no se observd diferencia significativa (P>0.05) en la respuesta
inflamatoria entre las células con diferentes dias para cada uno de los tratamientos, sélo
fue posible apreciar diferencia significativa al comparar las células de 1y 12 dias post-
siembra con el tratamiento 0,25 pg/mL de LPS sin probi6tico, respecto a la cuantificacién
de IL-1/GAPDH (Tablas 4, 5,6y 7).

Cuando se comparoé el radio de la expresion de citoquinas pro-inflamatorias/GAPDH
respecto a la concentracion de LPS entre tratamientos sin probid6tico y con probidtico,
se encontrd que la expresion de las citoquinas pro-inflamatorias aumentaba (P<0.05)
conforme a la concentracion de LPS a las cuales se sometian (Tablas 4, 5, 6 y 7;

Graficas 3 a 6).

Adicionalmente, entre la expresion de las citoquinas proinflamatorias se encontré que
con el gen IL-8 (P<0.05), hubo mayor diferencia en relacion con el gen constitutivo al
comparar la magnitud de los radios, donde el radio alcanzé una diferencia de hasta 59
veces respecto a GAPDH en el tratamiento de 0,25 pg/mL de LPS sin Probiético (tabla
5), mientras que para las demas citoquinas, el radio de expresion respecto a GAPDH

fue similar, teniendo magnitudes entre 1y 7,39 (Tablas 4, 6 y 7).

Cuando se comparo la expresién de citoquinas proinflamatorias en los tratamientos con
y sin probiético, se encontré que habia diferencia estadisticamente significativa entre
tratamientos (P<0.05), presentdndose menor expresion de este tipo de citoquinas en los
tratamientos, en los cuales, ademas, de retar las células con LPS, también fueron

tratados con el probidtico Enterococcus faecium (EF) (Gréaficas 3a 6y Tablas 4 a 7).

De manera particular para IL-1 y TNF-a se encontré que Enteroccocus faecium atenu6

mas la expresion con células sometidas a 0,25 pug/mL que a 0,125 pg/mL, con una
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reduccién hasta de 36% y 50% respectivamente (Figura 3 y 5). Por otro parte, en el caso
de IL-8 la mayor reduccién se encontrd en células sometidas a 0,125 pg/mL con una

reduccion hasta de 41% (Figura 4).

Finalmente, en el caso de la expresion de la citoquina antiinflamatoria IL-10, se encontré
de manera general que el radio de expresion IL-10/GAPDH se encontraba entre 1y
4,34. Para esta citoquina antiinflamatoria, al igual que en el caso de las citoquinas pro-
inflamatorias, se encontré que conforme aumentaba la concentracion de LPS, también
lo hizo la expresién de esta citoquina. Respecto a las diferencias en la expresion de IL-
10 con y sin tratamiento con Enterococcus faecium (EF), se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05), tanto para células jovenes como adultas
sometidas a ambas concentraciones, donde la expresion de esta citoquina fue mayor
en los tratamientos con probidtico y retadas a su vez con LPS; no se observé diferencia

(P>0.05) entre los dos tratamientos que no tenian LPS (Tabla 7, figura 6).
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Tabla 4. Radio de expresion IL-1/ GAPDH

OLPS 0O LPS 0,125 LPS 0,125 LPS 0,250 LPS 0,250 LPS EEM
-EF +EF -EF +EF -EF +EF
DIA 1 ‘ 1,00 A% 1,29 AX 2,44 BX 2,11 & 7,68 bX 2,78 EX 0.05
DIA 12 ‘ 1,00 A% 1,19 AX 2,31 BX 2,00 X 5,04 bY 2,68 EX ,
Cantidad de LPS expresada en mg/ pl. EF MOI=10.
A,B,C,D,E Dentro de una misma fila, medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes (P < 0.05).
X, Y Dentro de una misma columna, medias con un superindice comun (por variable en estudio) no difieren
estadisticamente (P < 0.05). EEM: Error Estandar de la media.
10
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= 4
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BX BX T
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5 —
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Figura 3. Radio de expresion IL-1/ GAPDH.

mRNA fue obtenido luego de 1 (gris) o 12 dias (negro) de siembra tratadas con diferentes concentraciones
de LPS (ug/mL) y tratadas o no con el probidtico EF (MOI=10). Los valores se obtuvieron luego de
normalizar el Ct de la muestra con el Ct del gen de expresion constitutiva GAPDH. Las barras de error
corresponden al error estandar de la media, letras diferentes indican diferencia estadisticamente
significativa entre los tratamientos (P<0,05). N=6.
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Tabla 5. Radio de expresion IL-8/GAPDH.

0 LPS

0OLPS

0,125LPS 0,125LPS 0,250LPS 0,250 LPS

EF EF NO EF EF NO EF EF EEM
DIAL 1 100%  1,07M 26,5 B 11,0 59,2 O 4255 44,
DIA 12 1,00 AX 1,07 A 25,6 BX 9,84 57,0 DX 41,2 BX

Cantidad de LPS expresada en mg/ pl. EF, MOI=10.

A,B,C,D,E Dentro de una misma fila, medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

X, Y Dentro de una misma columna, medias con un superindice comun (por variable en estudio) no difieren
estadisticamente (P < 0.05). EEM: Error Estandar de la media
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Figura 4. Radio de expresion IL-8/ GAPDH.

mRNA fue obtenido luego de 1 (gris) o 12 dias (negro) de siembra tratadas con diferentes concentraciones
de LPS (ug/mL) y tratadas o no con el probiético EF(MOI=10). Los valores se obtuvieron luego de normalizar

el Ct de la muestra con el Ct del gen de expresién constitutiva GAPDH. Las barras de error corresponden

al error estandar de la media, letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa entre los
tratamientos (P<0,05). N=6.
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Tabla 6. Radio de expresion TNF a /GAPDH

OLPS OLPS 0,125 LPS 0,125LPS 0,250LPS 0,250 LPS EEM
EF EF EF EF EF EF
DIA 1 1,00 AX 1,25 AX 4,33 BX 2,53 X 7,39 bX 3,72 BX
0,08
DIA 12 1,00 AX 1,18 AX 4,31 BX 2,30 ¢X 7,38 DX 3,44 EX

Cantidad de LPS expresada en mg/ pl. EF, MOI=10. ‘

A,B,C,D,E Dentro de una misma fila, medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

X, Y Dentro de una misma columna, medias con un superindice comun (por variable en estudio) no difieren
estadisticamente (P < 0.05). EEM: Error Estandar de la media
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Figura 5. Radio de expresion TNF-a/ GAPDH.

mRNA fue obtenido luego de 1 (gris) o 12 dias (negro) de siembra tratadas con diferentes concentraciones
de LPS (ug/mL) y tratadas o no con el probiético EF(MOI=10). Los valores se obtuvieron luego de normalizar
el Ct de la muestra con el Ct del gen de expresion constitutiva GAPDH. Las barras de error corresponden
al error estandar de la media, letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa entre los
tratamientos (P<0,05). N=6
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Tabla 7. Radio de expresion IL-10/GAPDH

0 LPS 0O LPS 0,125 LPS 0,125 LPS 0,250 LPS 0,250 LPS EEM
NO EF EF NO EF EF NO EF EF
DIA1 1,00 A 1,04 A 1,09 A 1,62 BX 2,49 4,34 X 0.06
DIA 12 1,00 A 1,02 A% 1,12 & 1,54 B 2,27 & 4,14 o™X

Cantidad de LPS expresada en mg/ pl. EF, MOI=10.

A,B,C,D,E Dentro de una misma fila, medias con diferente superindice son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

X, Y Dentro de una misma columna, medias con un superindice comun (por variable en estudio) no difieren
estadisticamente (P < 0.05). EEM: Error Estandar de la media
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Figura 6. Radio de expresion IL-10/ GAPDH.

mRNA fue obtenido luego de 1 (gris) o 12 dias (negro) de siembra tratadas con diferentes concentraciones
de LPS (ug/mL) y tratadas con el probiético EF(MOI=10) Los valores se obtuvieron luego de normalizar el
Ct de la muestra con el Ct del gen de expresion constitutiva GAPDH. Las barras de error corresponden al
error estandar de la media, letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa entre los
tratamientos (P<0,05). N=6.
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3.4. Discusion
La inflamacién es una respuesta inmunolégica que ayuda al organismo a combatir
contra posibles agentes patégenos (Taverniti et al., 2014b); sin embargo, la respuesta
inflamatoria no regulada puede dar lugar a la aparicion de enfermedades crénicas entre
las que se encuentran el cancer (Arthur et al., 2012).

En el presente estudio se encontr6 que conforme aumentaba la concentracion de LPS,
también aumentaba la expresion de las citoquinas proinflamatorias; estos resultados
son similares a los encontrados anteriormente en un modelo in vitro con células 3T3-L1,
donde la expresion de TNF-a e IL-6 aument6 de acuerdo a la dosis (Chirumbolo et al.,
2014), al igual que en un modelo in vivo con ratones, donde la expresion de citoquinas
como IL-17, IL-33, IFN- Y, y TNF-a también fue dosis dependiente (De Boer et al., 2013).

Asi mismo, el aumento de la expresion de las citoquinas proinflamatorias IL-1 y TNF-a
conforme se aumenta la dosis de LPS se relacionan con los encontrados por Arbeladez
y colaboradores (sin publicar) y a los de Nishio et al., 2013, en donde al aumentar la
dosis de LPS se observé disminuida la viabilidad en las células Caco-2 y A549,
respectivamente. Esta relacion se explica porque las citoquinas TNF-a e IL-1 estan

relacionada con procesos de aptoptosis (Francescone et al., 2016).

Respecto a la cuantificacion de IL-10 en el presente estudio, se encontré que su
expresion también aumentaba conforme la dosis de LPS a la cual se sometia las células,
lo que ya se habia observado anteriormente (Dong et al., 2012) y que ya habia sido
explicado, por el hecho de que las bacterias Gram negativas, por comprender LPS,

potenciaban la expresion de IL-10 (Hessle et al., 2000).

Una de las alternativa estudiadas para combatir la inflamacién prolongada han sido los
microorganismos probioticos (Belkaid and Hand, 2014) como Enterococcus faecium, el
cual en modelos in vitro de diferentes lineas celulares derivadas de intestino expuestas
con Escherichia coli, ha favorecido la integridad celular y disminuido la expresion de
citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8, IL- 12p35, IL-17 y TNF-a (Kern et al.,
2017; Klingspor et al., 2015; Zhongyuan et al., 2016). Estos resultados concuerdan con
los encontrados en el presente estudio, en el cual el tratamiento con el probiotico
disminuyd las citoquinas proinflamatorias evaluadas para células Caco-2 con diferentes

edades y bajo diferentes concentraciones de LPS.

En particular, en este estudio se encontrd que los tratamientos donde se sometieron las

células a LPS y al probittico Enterococcus faecium, la expresion de IL-10 fue mayor,
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similar a lo encontrado en otros estudios, donde Lactabacillus sakei K17 potencializé la
expresion de IL-10, lo cual se explicod por la regulacion de la ruta TLR4-NF-kf3 (Eun et
al., 2016).

Adicionalmente, el aumento de la expresion de la citoquina anti inflamatoria IL-10 al
mismo tiempo que aumentaba la expresion de las citoquinas pro inflamatorias, ha sido
explicado en estudios anteriores por el mecanismo de IL-10 para evitar la inflamacion
mediante la inhibicién en la produccién de citoquinas como TNF-a (Castellucci et al.,
2015) y en patrticular, se ha encontrado que en modelos animales IL-10 es esencial para
controlar la inflamacion intestinal (Hutchins et al., 2015).

Sin embargo, es importante tener en cuenta que los estudios anteriores fueron
realizados en células tratadas con Escherichia coli, un modelo util para hacer
aproximaciones a los procesos inflamatorios que ocurren durante una infeccion aguda;
mientras que en el presente estudio se usaron solo LPS, los cuales han sido usados
anteriormente para simular procesos inflamatorios por factores diferentes a los
bacterianos (Lee et al., 2013; 2014), y los resultados podrian representar una
aproximacion mas cercana a enfermedades con interés creciente como la Ell y el cancer
(Francescone et al., 2016). Asi mismo, se ha identificado que los LPS también tienen
implicaciones con el desarrollo del cancer colorectal (Goktuna et al., 2016) y el aumento
de la expresién de TLR4 en pacientes con Ell (Rhee, 2014).

Finalmente, en el presente estudio la expresion de las citoquinas pro y antiinflamatorias
no tuvo diferencia entre los dias post-siembra de las células. Estos resultados no
concuerdan con los encontrados en otros estudios, donde por ejemplo en células HT-29
(también derivadas de colon), la expresion de IL-8 estimulada por LPS, fue mucho mas
atenuada en células diferenciadas que en células no diferenciadas (Sang et al., 2005).
Sin embargo, es importante tener en cuenta que dado que en el presente estudio no se
midieron marcadores de diferenciacion celular, estos resultados no son completamente

comparables.

3.5. Conclusiones
Teniendo en cuenta que las citoquinas evaluadas tienen implicaciones bioldgicas en el
tracto gastrointestinal, y que no solo estén relacionadas con su efecto inflamatorio, sino
que ademas favorecen otros procesos como la apoptosis (IL-1 y TNF-a) y el
reclutamiento de neutrofilos (IL-8 e IL-1), estas facilitan la perpetuacion de la inflamacion
y la aparicion de patologias como el cancer y la enfermedad inflamatoria intestinal.

Nuestro estudio ofrece una alternativa que potencialmente puede ser usada como
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tratamiento a partir de la bacteria probidtica Enterococcus faecium, la cual demostré
generar un efecto antiinflamatorio mediante la disminucion de citoquinas
proinflamatorias como IL-1, IL-8, TNF-qa, y el aumento de la citoquina antiinflamatoria IL-
10. Adicionalmente, el efecto antiinflamatorio observado cuando se trataba con
Enterococcus faecium fue evidenciado tanto en células jovenes como adultas, lo cual
es importante si se tiene en cuenta que la poblacion celular del tracto gastrointestinal
puede ser heterogénea, especialmente durante y después de procesos de inflamacién
y/o infeccién aguda, donde se da apoptosis prematura de las células epiteliales.

3.6. Perspectivas
La cepa de Enterococcus faecium estudiada presenta caracteristicas promisorias como
probidtico, sin embargo, antes de su uso como probidtico seria necesario hacer estudios
in vivo y caracterizaciones moleculares en cuanto a la ausencia de factores de virulencia
que permitan establecer su seguridad como microorganismo GRAS. De igual manera,
para determinar un efecto diferencial del probiotico respecto a diferentes estados de
madurez celular se deberia hacer un estudio teniendo en cuenta marcadores de
diferenciacion para estas células en particular, como la cuantificacion de la actividad de

la enzima fostafasa alcalina.

3.7. Contribucion de los autores
Luisa Fernanda Arbelaez llevé a cabo los experimentos y escribié el manuscrito. Luisa
Fernanda Arbelaez, Carolina Quintero Gil y Jaime Eduardo Parra participaron en el
disefio del estudio y la interpretacion de los datos. Luisa Fernanda Arbelaez, Carolina

Quintero Gil y Jaime Eduardo Parra editaron el manuscrito y aprobaron la version final.

3.8. Conflicto de intereses

Los autores han manifestado no tener conflicto de intereses.

3.9. Consideraciones éticas
Este estudio se realizé6 como parte de un macro proyecto avalado por El Comité de Etica
en la Experimentacién Animal de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin
(CEMED- 11 del 02 de Mayo de 2016).
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El proyecto fue realizado en el laboratorio de Biotecnologia Animal de la Universidad
Nacional de Colombia siguiendo todas las normas de bioseguridad y de desechos de

residuos biolégicos estipulados.

Para la ejecucibn no se realizaron ensayos con humanos ni animales, los
microorganismos usados son considerados no peligrosos para la salud humana, animal
y del medio ambiente. Las células Caco-2 fueron obtenidas del banco de lineas celulares
de la ATCC, los cuales cumplen con estandares éticos para la obtencion de materiales

de origen humano.
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