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RESUMEN

Lactobacillus fermentum UCO-979C, una cepa originalmente aislada de mucosa
gastrica humana, posee propiedades probidticas y actividad inhibitoria sobre H. pylori.
Dentro de sus caracteristicas se ha demostrado que sobrevive a pH 3 y a concentraciones
fisioldgicas de sales biliares, produce peroxido de hidrogeno y tiene altas propiedades de
hidrofobicidad. Ademas, se adhiere eficientemente a las células epiteliales gastricas
(células AGS), en las cuales la bacteria forma biopeliculas e inhibe fuertemente la
adhesion, el crecimiento y la actividad de la ureasa del patdégeno H. pylori. La cepa UCO-
979C demostrd también la capacidad de reducir significativamente la produccion de IL-
8 en células AGS. Estas observaciones condujeron al objetivo principal de este trabajo de
tesis que se enfocod en realizar estudios inmunoldgicos detallados, para evaluar la
capacidad de L. fermentum UCO-979C de modular la respuesta inmune mucosa (gastrica

e intestinal) y sistémica.

De esta forma, se evaluo la habilidad de L. fermentum UCO-979C para modular
la respuesta inmune en células AGS y THP-1, en el contexto de la infeccion por H. pylori,
considerando el andlisis de citoquinas y quimioquinas (TNF-a, IL-1p, IL-6, TGF-B, IL-
8, MCP-1 en células epiteliales gastricas y TNF-a, IL-1p, IL-6, 1L-10, 1L-12p70, IL-
12p40 e IFN-y en macrofagos activados). Se observd que la cepa protege a las células
AGS del dafo inflamatorio producto de la infeccion. Se demostro una disminucion en la
produccién de citoguinas y quimioquinas pro-inflamatorias y un aumento en las
citoquinas inmunoreguladoras, lo que sugiere un efecto anti-inflamatorio.
Posteriormente, se procedid a confirmar in vivo estos hallazgos, en un modelo murino de
infeccion por H. pylori. Ratones albinos suizos recibieron un tratamiento profilactico de
corta duracién (2 dias) y se evalud el efecto en la colonizacion temprana por el patégeno
gastrico y en las citoquinas séricas y gastricas. Los ratones tratados con UCO-979C
mostraron recuentos de H. pylori y actividad ureasa mas bajos, respecto a los controles
infectados. El estudio histolégico demostré que L. fermentum UCO-979C redujo el dafio

al tejido gastrico e infiltracién de células inflamatorias. Por otra parte, ratones que
XVl



recibieron la cepa probidtica, presentaron niveles significativamente mas bajos de TNF-
a, IL-8 y MCP-1 géstricos y séricos, y valores mas altos de IFN-y e IL-10 que los ratones

de control.

L. fermentum UCO-979C tiene una importante habilidad para producir de
exopolisacarido (EPS). Considerando las reconocidas propiedades anti-inflamatorias
descritas en la literatura para los EPS derivados de BAL, se extrajo el EPS de la cepa
UCO- 979C vy se evalud su efecto en células AGS, THP-1 y ratones albinos suizos
desafiados con H. pylori. Al igual que lo observado en los estudios in vitro, donde se
emplearon bacterias viables, el pretratamiento con EPS extraido de UCO-979C,
disminuyd significativamente citoquinas y quimioquinas proinflamatorias en células
AGS y THP-1 desafiadas con H. pylori. Ademas, redujo los niveles de IL-8, TNF-a y
aumento los niveles de IL-10 en la mucosa géstrica de ratones infectados con H. pylori;
sin embargo, a diferencia de UCO-979C viable, el EPS no tuvo un efecto significativo
sobre IFN-y. Los resultados permiten explicar parcialmente la actividad de la cepa, sin
embargo, se plantea que debe existir un mecanismo adicional en la bacteria que participe

en la actividad inmunomoduladora.

Para caracterizar la actividad inmunomoduladora de la cepa UCO-979C a nivel
intestinal, se realizaron estudios en células epiteliales intestinales porcinas (células PIE)
desafiadas con Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC). L. fermentum UCO-979C
demostro un efecto estimulante/anti-inflamatorio mixto ya que fue capaz de disminuir la
expresion de factores inflamatorios como CXCL8, CXCL9, CXCL10, CXCL11, C1S,yC3
y aumentar la expresion de IL-6, CCL8, C1R y CFB. En virtud de estos resultados, se
procedio a evaluar en un modelo murino (ratones albinos Balb/c) el efecto de un
tratamiento probidtico de corta duracion (2 dias). Se observéd que la cepa estimula los
macrofagos peritoneales y aumenta el nimero de células T CD4" en placas de Peyer,
reduce el nimero de células B inmaduras en las placas de Peyer y aumenta el nivel de
IgA intestinal. Ademas, aumenta los niveles intestinales y séricos de IFN-y e IL-10

mientras que disminuye TNF-a en ratones desafiados con lipopolisacarido. Estos

XVl



hallazgos constituyen la primera demostracion del efecto inmunomodulador de la cepa a
nivel intestinal e indican su capacidad para regular beneficiosamente la respuesta inmune

contra patdgenos Gram negativos.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que L. fermentum UCO-
979C puede ser empleado como un eficiente probiotico inmunomodulador o
inmunobiotico para modular favorablemente la respuesta inmune innata mucosa y

sistémica y proteger contra enfermedades producidas por patdgenos gastrointestinales.
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ABSTRACT

Lactobacillus fermentum UCO-979C, isolated from a gastric biopsy, is a
probiotic strain that exerts inhibitory activity against Helicobacter pylori. Among its
properties it has been shown that survives in enviroments with pH of 3, physiological
concentration of bile salts, produces hydrogen peroxide and exhibits high
hydrophobicity properties. Furthermore, it adheres to gastric epithelial cells and
colorectal carcinoma cells, forming biofilms, and reducing H. pylori adhesion and
urease activity. Furthermore, UCO-979C had shown to significantly reduce IL-8
production in AGS cells. These observations encouraged more detailed immunological
studies to evaluate the ability of the UCO-979C strain to modulate the immune response

and its mechanisms of action.

Thus, the ability of L. fermentum UCO-979C to modulate the immune response
in AGS and THP-1 cells was evaluated in the context of H. pylori infection. Several
cytokines and chemokines were evaluated: TNF-a, IL-1pB, IL-6, TGF-B, IL-8, MCP-1 in
gastric epithelial cells and TNF-a, IL-1f, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-12p40 and IFN-y in
activated macrophages. L. fermentum UCO-979C diminished the inflammatory damage
caused by infection. A decrease in pro-inflammatory cytokines and chemokines
production and an increase in immunoregulatory cytokines were demonstrated,
suggesting an anti-inflammatory effect. Then, these findings were confirmed in vivo in
a murine model of H. pylori infection. A short-term prophylactic treatment (2 days) was
administered to mice, the effect on early colonization by the gastric pathogen and on
serum and gastric cytokines was evaluated. Mice treated with UCO-979C showed lower
counts of H. pylori and urease activity, compared to the infected controls; the
histological study demonstrated reduced damage to gastric tissue and less infiltration of
inflammatory cells. On the other hand, treated mice showed significantly lower levels
of gastric and serum TNF-a, IL-8 and MCP-1, and higher values of IFN-y and IL-10

than control mice.
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L. fermentum UCO-979C produces important ammounts of exopolysaccharide
(EPS). Considering the recognized anti-inflammatory properties described in the
literature for EPS, this molecule was extracted and its effect was evaluated in AGS,
THP-1 cells and mice challenged with H. pylori. As observed on in vitro studies where
viable bacteria were used, the pretreatment with EPS UCO-979C significantly decreased
pro-inflammatory cytokines and chemokines in AGS and THP-1 cells challenged with
H. pylori. Furthermore, the treatment reduced the levels of IL-8, TNF-a and increased
the levels of IL-10 in the gastric mucosa of mice infected with H. pylori. However, in
contrast with viable UCO-979C, EPS did not exert a significant effect on IFN-y levels.
The results partially explain the activity of the strain; however, it is suggested that there
must be additional molecule(s) in the bacterium that participates in the

immunomodulatory activity.

In order to characterize UCO-979C immunomodulatory activity on intestinal
mucosa, porcine intestinal epithelial cells (PIE) were challenged with enterotoxigenic
Escherichia coli (ETEC). L. fermentum UCO-979C exhibits a mixed stimulant/anti-
inflammatory effect as it decreases the expression of inflammatory factors such as
CXCL8, CXCL9, CXCL10, CXCL11, C1S, and C3 and increases the expression of IL-
6, CCL8, C1R and CFB, through the negative regulation of TLR4. Considering this
results, the effect of a short-term probiotic treatment (2 days) was evaluated in a murine
model (Balb/c mice). L. fermentum UCO-979C stimulated peritoneal macrophages and
increased the number of CD4 + T cells in Peyer's patches, reduced the number of
immature B cells in Peyer patches, and increased the level of intestinal IgA. In addition,
it enhanced intestinal and serum IFN- y and IL-10 and diminished TNF-o after LPS
challenge. These findings confirm the immunomodulatory effect of the strain,
beneficially regulating the immune response in infection models with Gram negative

bacteria.

Overall, the present research suggests L. fermentum UCO-979C potential use as

an immunobiotic to modulate the immune response in different inflammatory diseases.
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El huésped mantiene una estrecha relacién con su microbioma (bacterias, virus y
otros eucariotas) considerandose como un metaorganismo 1. Como ejemplo, el tracto
gastro-intestinal del ser humano y de otros mamiferos, uno de los mas altamente
colonizados, alberga mas de 1000 especies, alcanza una poblacion aproximada de 10
microorganismos, esto es, 10 veces mas que el nimero de células sométicas y germinales
del huésped 2. Los microorganismos que colonizan como comensales el cuerpo humano,
colectivamente conocidos como microbiota ° cumplen tantas funciones, que pueden ser
considerados en conjunto como un 6rgano esencial 2. La microbiota participa en la
digestion de nutrientes, en la sintesis de vitaminas, en proteccion frente a patdgenos y en

maduracion y mantenimiento del sistema inmune 14,

La microbiota es necesaria para mantener la fisiologia del huésped, la pérdida de
equilibrio en esta relaciébn homeostatica (disbiosis) se ha relacionado con varias
enfermedades como diabetes, cancer, obesidad, inflamacion cronica, ansiedad y depresion
110 El microbioma es una potencial fuente de productos que pueden tener un importante
impacto en la salud del huésped *2, asi, el concepto de microbiota normal y sus efectos
benéficos ha permitido el surgimiento de la terapia probiética basada en la capacidad de
determinados microorganismos seleccionados para conferir un efecto beneficioso en la
salud luego de su administracion 3. Estudios clinicos en pacientes con patologias
hepéticas 14, enfermedad inflamatoria intestinal %5, sindrome del intestino irritable 6 y
diarrea asociada a antibidticos *’ han demostrado que el restablecimiento de la
composicion de la microbiota intestinal mediante el uso de probidticos ha permitido

mejorar el estado de salud y prevenir complicaciones en los pacientes que los consumen
18,19



I.1 PROBIOTICOS

Desde el neolitico se describe la obtencion de alimentos fermentados, los egipcios
producian leches fermentadas y otros derivados lacteos 2°. También existen registros de la
China antigua y el empleo de heces humanas para el tratamiento de infecciones o el
envenenamiento por alimentos L. Sin embargo, el interés y entendimiento sobre los
posibles efectos benéficos relacionados con estos productos salié a la luz a principios del
siglo 20 con las observaciones de Elie Metchnikioff, quien sugiri6 que el consumo regular
de productos lacteos fermentados con bacterias acido lacticas (BAL), se asociaban con la
salud y longevidad en campesinos Bulgaros 1°2%23, Tras la investigacion de Tissier sobre
la importancia de las bifidobacterias en el intestino de infantes y el descubrimiento del
bacilo bulgaro de Grigorov, Metchnikoff propuso la posibilidad de modular la microbiota
intestinal empleando microorganismos benéficos 2%%*. El concepto tradicional de
probidticos se baso en las observaciones de Metchnikoff y la definicién de Probidticos ha
evolucionado con los afios °. La palabra probiotico deriva del griego ‘o’ (pro) and ‘ooc’
(biotico) que significa: para la vida 2°. En 1965, Lilly y Stillwell se refieren a sustancias
producidas por bacterias que promueven el crecimiento de otras bacterias. En 1989, Fuller
defini6 probidtico como “un suplemento alimenticio vivo con efectos benéficos sobre un
huésped animal al mejorar el equilibrio microbiano intestinal” 2>2°. Un panel de expertos
comisionado por la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién) y la OMS (Organizacion Mundial de Salud) definieron los probidticos
como “microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas,
confieren un beneficio para la salud del huésped” 2?’. La “International Scientific
Association for Probiotics and Prebiotics” (ISAPP) publico en 2014 un consenso que ésta
definicion aun era relevante (con minimas revisiones gramaticales) y establecio
lineamientos que definen el apropiado uso y los alcances del al concepto probidtico de

acuerdo a los avances de la Gltima década 2.

Hoy en dia, gracias a los avances en el conocimiento de la microbiota intestinal y

su impacto en la salud humana, los probioticos se consideran una herramienta para



reestablecer el balance del ecosistema intestinal y promover la salud 1°. A la fecha, un gran
namero de productos probidticos se encuentra disponible con relevantes aplicaciones en
el area de alimentos, bebidas, agricultura, salud humana y animal 2. Si bien, la
investigacion en probioticos principalmente se ha dedicado a aplicaciones en el tracto
gastrointestinal, los avances en la ciencia de los probidticos han permitido su aplicacion
en otras mucosas tales como el tracto respiratorio o vaginal 2°. Estudios en humanos y
modelos animales han demostrado el efecto de los probioticos en varias enfermedades:
moderan la diarrea, alivian la intolerancia a la lactosa, presentan actividad antimicrobiana,
reducen los sintomas del intestino irritable y previenen la enfermedad inflamatoria
intestinal 2°. Algunos efectos sobre la salud estan bien documentados mientras que otros
requieren mayores estudios para demostrar su relacién con un beneficio 3. Entre otros
beneficios se pueden mencionar: supresion de las alergias, control de los niveles de
colesterol, modulacion de la funcién inmune local (intestinal) y en mucosas distantes,
reduccion del célico en lactantes, prevencion de la dermatitis atopica y la hipersensibilidad
alimentaria, prevencién del cancer de colon, coadjuvantes en el tratamiento de desérdenes

metabolicos como obesidad, diabetes tipo 2, higado graso no alcoholico 334,

Los probidticos han sido tradicionalmente aislados de productos fermentados, el
intestino, heces y leche materna '°2°. Se han catalogado al nivel de cepa como GRAS
(Generally Regarded as Safe) por la FDA o QPS (Qualified Presumption of Safety) por la
European Food Safety Authority (EFSA) al ser productos con un historial y una seguridad
comprobadas 1°%, La mayoria microorganismos a los que se les atribuyen propiedades
probidticas pertenecen a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, aunque Bacillus,
Enterococcus, Saccharomyces y unas pocas cepas de Escherichia coli también han
demostrado efectos benéficos 223738, Mas recientemente, una nueva generacion de
microorganismos como Prevotella copri, Christensenella minuta, Parabacteroides
goldsteinii, Akkermansia muciniphila, Bacteroides thetaiotaomicron, Faecalibacterium
prausnitzii, y Bacteroides fragilis han sido estudiados por los beneficios que confieren a

la salud humana y animal 3840,



Lactobacillus es un género que comprende mas de 200 especies; colonizan
alimentos fermentados, participan en la descomposicion de alimentos, se encuentran en
reducidos numeros en la superficie de plantas (no como simbiontes, sino como epifitos) y
son parte de la microbiota de animales invertebrados y vertebrados incluyendo el hombre
4142 Son bacterias Gram positivas anaerébicas facultativas o microaerofilicas, catalasa
negativa, no esporuladas y con forma bacilar, que producen acido lactico como el principal
metabolito final de la fermentacion de carbohidratos. Generalmente se caracterizan por un
genoma con bajo contenido GC (guanina y citosina) >3, El género Lactobacillus incluye
gran cantidad de especies GRAS *? y debido a su amplio uso en alimentos, biotecnologia
y aplicaciones terapéuticas, tienen una sustancial importancia econdmica #*. Sélo en raros
casos se han reportado infecciones presumiblemente causadas por Lactobacillus
probidticos en pacientes inmunocomprometidos o pacientes con severas enfermedades de
base 36,44,45_

Los probidticos ejercen sus efectos benéficos mediante varios mecanismos de
accion, que se pueden resumir en tres categorias, a veces superpuestas 3744

a) Interacciones microorganismo-microorganismo: Los probio6ticos pueden
impedir o disminuir la colonizacion por microorganismos patégenos al generar un
microambiente hostil mediante competencia por nutrientes y/o sitios de adhesion,
produccién de metabolitos selectivos, moléculas de comunicacion célula-célula (Tipo
Quorum Sensing) y de compuestos con actividad antimicrobiana como &cido lactico,
acidos organicos, bacteriocinas y H.0, 2*, Este efecto es de gran importancia en la
prevencion y terapia de infecciones asi como en el restablecimiento del equilibrio de la
microbiota intestinal 4°.

b) Mejora en la funcién de la barrera epitelial: Se sugieren mecanismos como
la induccion de secrecion de mucina y péptidos antimicrobianos, prevencion de la
apoptosis de células epiteliales 47, aumento en la expresion de genes involucrados con la
formacion de uniones estrechas 2°, induccion de proteinas citoprotectoras (como proteinas

de shock térmico) #.



c) Modulacién de la respuesta inmune: Las bacterias probioticas pueden
interactuar con células del huésped (células epiteliales, células dendriticas, monocitos,
macrofagos y linfocitos) mediante moléculas de superficie o metabolitos “® ejerciendo un
efecto modulador sobre componentes de la respuesta inmune innata y adaptativa 2°. Se ha
descrito que pueden influenciar mecanismos innatos como la fagocitosis y la actividad de
células Natural Killer (células NK), asi como adaptativos tales como la produccion de
IgA, la proliferacion y apoptosis de linfocitos, y la generacién de inmunidad mediada por
células *°. La actividad probidtica puede ocurrir en tres niveles: 1) efecto a nivel de la
mucosa intestinal, mediante interaccion con la microbiota intestinal, células epiteliales y
células inmunes; 2) funcién a nivel sistémico a través de su influencia en la actividad de
células de la sangre y médula ésea y 3) efecto en tejidos mucosos distantes a través de la
modulacion del sistema inmune com(in de mucosas *°.

Se postulan otros mecanismos de accion probidtica como la unién a toxinas y a
carcindgenos previniendo su absorcion 314 actividad antioxidante 22, sintesis de
micronutrientes esenciales como vitaminas, aminoacidos y enzimas 2, produccion de
acidos grasos de cadena corta, interaccion con el eje cerebro intestino mediante la

regulacion de funciones endocrinas y neuroldgicas **.

Existen mecanismos de accién que se encuentran presentes en la mayor parte de
cepas probioticas, como es el caso de produccion de &cidos grasos de cadena corta
(SCFA), exclusion competitiva de patogenos, sintesis de vitaminas, fortalecimiento de la
barrera intestinal, metabolismo de las sales biliares, entre otros; mientras que algunos
mecanismos estan presentes en solo unas pocas cepas, como es el caso de los efectos en
la respuesta inmune 281, Es claro que no todas las cepas probidticas funcionan de la
misma manera, la actividad cepa especifica es un principio fundamental en el concepto de
probidticos L. No debe generalizarse el beneficio de un probiético sin los anlisis y la
evidencia ya que los efectos de una cepa no necesariamente estan presentes en otra cepa

aunque sean de la misma especie 213752,



1.1 INMUNOMODULACION POR CEPAS PROBIOTICAS

La modulacion de la inmunidad del huésped es uno de los principales beneficios
atribuidos al consumo de probidticos °3. En 2003, Clancy propuso el término
inmunobiotico para definir aquellos microrganismos que promueven la salud a través de
la modulacion del sistema inmune en mucosas para diferenciarlos de aquellos con efectos
estrictamente microbioldgicos 2. El impacto de las BAL en el sistema inmune, ha sido
objeto de estudio en la Gltima década “¢>*. Numerosas investigaciones en diferentes
patologias inflamatorias, autoinmunes y alérgicas ofrecen evidencia de la interaccion
probiGticos- sistema inmune en modelos animales y humanos >, La evidencia sugiere
que los probidticos ayudan a mantener el control eficiente del sistema inmune, modulando
diferencialmente las respuestas inmunes celular y humoral. Cabe destacar que la actividad
inmunomoduladora es cepa especifica y depende de la pato fisiologia de la enfermedad >*.
La comunicacion entre los inmunobidticos y las células del huésped es posible gracias a

complejas interacciones moleculares entre componentes de ambas partes 35535758,

I.I1.1 Sistema inmune
Los mecanismos de defensa llevados a cabo por el sistema inmune para proteger

al organismo contra infecciones pueden dividirse en la respuesta inmune innata y la
respuesta inmune adaptativa. La primera reacciona de manera rapida, mientras que la
segunda tarda mas pero su respuesta es mas especifica, generando una memoria
inmunoldgica. La inmunidad innata esta mediada por poblaciones celulares como las
células fagociticas (neutréfilos, monocitos y macréfagos), células NK y células linfoides
innatas, asi como otros componentes humorales como las defensinas y el sistema de
complemento >°%°. La inmunidad adaptativa esta mediada por diferentes poblaciones de
células T y B, que expresan en su superficie receptores de antigenos altamente especificos
61 Las células dendriticas (DC), macréfagos y monocitos se encuentran en la interfase
entre la inmunidad innata y adquirida ya que actuan como células presentadoras de
antigenos (CPA) .



El sistema inmune innato responde a estructuras comunes denominadas patrones
moleculares asociados a microorganismos (MAMPs: Microbial Associated Molecular
Patterns) tales como el peptidoglicano o los lipopolisacaridos. Estas moléculas altamente
conservadas en los microorganismos son reconocidas por receptores de reconocimiento
de patrones (PRRs: Pattern Recognition Receptors). Entre los PRRs mas estudiados se
encuentran los receptores tipo Toll (TLRs: Toll like receptors), proteinas
transmembranales presentes en células inmunes como las células dendriticas, macrofagos,
células B y células NK y no inmunes como las células epiteliales, fibroblastos y células
endoteliales 34%2, Otros PRRs incluyen los receptores tipo NOD (NOD: nucleotide-
binding-oligomerization domain), que protegen el espacio citoplasmaético, los receptores
de lectina tipo C, pseudohelicasas inducidas por acido retinoico y factor activante de la
enzima conversora de interleuquina 1 **. La union de los PRRs con sus respectivos
ligandos pone en marcha vias que culminan con la activaciéon de distintos factores de
transcripcion como el factor nuclear kappa B (NF-«xB: Nuclear factor kB), AP-1 (Activator
protein 1), IRF-3 (Interferon regulatory factor 3), IRF-7 (Interferon regulatory factor 7),
relacionados con la expresion de genes que codifican para citoquinas pro-inflamatorias,
citoquinas antivirales, quimioquinas, moléculas de adhesién endotelial, y moléculas co-
estimuladoras entre otras. La variabilidad de ligandos y la unién a sus respectivos PRRs

ofrece diversas respuestas celulares 2>2%:63,

Los probidticos pueden interactuar con diferentes células en la mucosa intestinal:
celulas epiteliales como los enterocitos, celulas caliciformes y/o células entero-
endocrinas. Estas células juegan un rol fundamental en el control de la inmunidad innata
local y de la respuesta sistémica al ejercer su efecto en células inmunes como células
dendriticas, macrofagos y linfocitos intraepiteliales 2>, Por otra parte, los probidticos
también pueden interactuar con el sistema inmune adaptativo del tracto intestinal a través
de los tejidos linfoides asociados a intestino (GALT: Gut Associated Lymphoid Tissue)?.
Se ha postulado que la accién probidtica puede tener lugar en la mucosa intestinal, pero
también puede ocurrir en sitios anatdmicos distantes como bronquios, glandulas mamarias

y tracto urogenital ®*. Esto es posible debido a que el sistema inmune com(in en mucosas



se encuentra interconectado, lo que le permite proteger vastas areas de superficie %, La
migracion de células inmunes desde los sitios inductores a los sitios efectores a través del

sistema linfatico es la clave de la respuesta en mucosas distantes (Figura 1) °.

Los sitios inductores incluyen el GALT, el tejido linfoide asociado a nasofaringe
(NALT: Nasal Associated Lymphoid Tissue) asi como otros sitios linfoides menos
caracterizados; colectivamente estos comprenden el tejido linfoide asociado a mucosa
(MALT). En el intestino, las placas de Peyer y los ndédulos linfaticos mesentéricos (NLM)
componen el GALT; los antigenos en la luz intestinal pueden ser “muestreados” por
células M o por células dendriticas. Las células dendriticas gatillan respuestas especificas
en las células B y T en las placas de Peyer y NLM °. La expresion de receptores
especificos en los linfocitos y las quimioquinas permiten guiar el ingreso de las células
inmunes a sitios efectores como la ld&mina propia, el tracto respiratorio, reproductor, asi

como también tejidos glandulares secretores como las glandulas mamarias, salivales y

lagrimales ©°.
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Figura 1. Comunicacion en el sistema inmune de mucosas. Reconocimiento del
antigeno en los sitios inductores y respuesta en los sitios inductores. Ruta de las células
diferenciadas hacia los sitios efectores. Modificado de: McGheeg, Jerry R. and Kohtaro Fujihashi.
2012. PLoS Biology 10(9) p3.



La interaccion del receptor de las células T (TCR) con péptidos presentados por el
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC: Major histocompatibility complex) en las
células dendriticas activa y diferencia las células T. Las células T CD4+ interactlan con
péptidos presentados por el MHC-II y las células T CD8+ reconocen péptidos
intracelulares presentados por MHC-I. Bajo influencia del ambiente local de citoquinas y
sefiales co-estimuladoras desde las células presentadoras de antigeno, las células T CD4
pueden diferenciarse en: células T colaboradoras 1 (Thl), T colaboradoras 2 (Th2), T
colaboradoras 17 (Thl7), T colaboradoras foliculares (TFH) y células T reguladoras
(Tregs)’®, las cuales pueden distinguirse en base a la produccion de citoquinas
caracteristicas (Figura 2). Las células presentadoras de antigeno producen IL-12 en
respuesta a microorganismos, esta y el IFN-y producido por las células NK y las células
linfoides innatas de tipo 1 (ILC1) induce diferenciacion hacia células Thl. Las células
Thl expresan receptoras de quimioquinas y mediante la sintesis de IFN-y activa

macrdfagos e induce a las células B a producir anticuerpos opsonizantes.

Otras células como las células NK, mastocitos y células linfoides innatas tipo 2
(ILC2) en respuesta a parasitos, alérgenos producen IL-4 que induce a la diferenciacion
hacia células Th2, las células epiteliales también secretan citoquinas que facilitan la
diferenciacion a Th2. Las células Th2 producen IL-4, 5, 6, 9,10 y 14 lo que regula la
biosintesis de inmunoglobulina A secretora (IgAs). Las células epiteliales y macrofagos
entre otras células producen TGF-B, IL-6 y 1L-23 que permiten la diferenciacion hacia
Th17; las citoquinas producidas por las celulas Th17 (IL-17 A e IL-23) contribuyen a la
respuesta frente a bacterias comensales e infecciones por hongos. Las células T foliculares
contribuyen a la formacion de los centros foliculares y al desarrollo de anticuerpos de alta
afinidad mientras que la diferenciacion hacia células Treg estd relacionada con la
induccion de la tolerancia en mucosas. La diferenciacion de células T CD8 en linfocitos
T citotoxicos esta mediado por 1L-2, 1L-12, I1L-15 e 1L-21 872,
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Figura 2. Subtipos de células T colaboradoras: Células y citoquinas involucradas en la
diferenciacion y actividad de las células efectoras. Modificado de: Boyaka, Prosper N. & Kohtaro

Fujihashi. 2019. Clinical Immunology: Principles and Practice: Fifth Edition. p. 292.

L1111 Componentes Microbianos

Se considera que una importante proporcién de las moléculas efectoras de los
probidticos residen en su envoltura celular, las estructuras mas expuestas a la interaccion
con células del huésped ?°. Como se menciond anteriormente, los probi6ticos mas
ampliamente comercializados y estudiados corresponden a bacterias Gram positivas. La
membrana citoplasmatica de las bacterias Gram positivas esta recubierta por una gruesa
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pared compuesta por multiples capas de peptidoglicano, lipoproteinas, acidos teicoicos y
en algunos casos polisacéaridos capsulares y exopolisacaridos. Estas moléculas
comprenden MAMPs que son reconocidos por PRRs expresados en celulas del huésped
2. También los fragmentos de ADN no metilados que contienen motivos CpG 7,
moléculas proteicas extracelulares o asociadas a la superficie, lipoproteinas 3%/ y

metabolitos " pueden ser reconocidos por los PRRs.

Las propiedades bioguimicas y estructurales de estos componentes juegan un rol
en el efecto de un determinado probi6tico 2. Se ha demostrado contundentemente que las
propiedades inmunomoduladoras e inmunoadyuvantes son dependientes de la cepa y la
dosis administrada 3657677 Sj bien, los MAMPs poseen una estructura conservada, los
diferentes microorganismos pueden mostrar sutiles variaciones estructurales en estas
moléculas que pueden significar que una macromolécula actie como agonista para un
PRR mientras que una molécula similar en otra cepa actia como antagonista del mismo
PRR ™. La especificidad de las cepas de Lactobacillus esta indudablemente vinculada a
la variabilidad y complejidad bioquimica de ligandos y MAMPSs, como se ha observado
con los niveles de sustitucion de los acidos teicoicos y lipoteicoicos (D-alanil y glicosil),
la composicion variable de polialcoholes (alditol) del acido teicdico unido a la pared, los

niveles de N-deacetilacion, N-glicosilacion y O-acetilacion del peptidoglicano 272,

Por otra parte, es reconocido que algunas cepas de Lactobacillus tienen la
propiedad de formar biopeliculas in vitro e in vivo "® y que en general las bacterias
adquieren un fenotipo diferencial durante la formacion de biopeliculas **7. En ese
sentido, estudios han demostrado que los sobrenadantes de algunas cepas de Lactobacillus
cultivados formando biopeliculas tienen una actividad anti-inflamatoria in vitro mayor
que los sobrenadantes derivados de las mismas cepas cultivadas en forma planctonica 3.
Se ha descrito que el exopolisacarido, principal componente de matriz de las biopeliculas,
tiene una importante actividad inmunomoduladora y se cree su variabilidad estructural
(homo/heteropolimérica) determina las respuestas observadas entre diferentes

microorganismos &,

11



El efecto inmunomodulador que posee una determinada cepa inmunobidtica
depende de las diferentes interacciones que produce con las células inmunes y no inmunes,
asi como de las interacciones de dichas celulas entre si a través de la secrecion de
citoguinas y quimioquinas, cambios en la expresion de moléculas de adhesion y moléculas
co-estimuladoras ®3738l Las diferentes combinaciones de MAMPs expresados por
distintos tipos de bacterias (sus atributos y su cantidad), son reconocidas por los PRRs en
el huésped dando lugar a diferentes respuestas. Esta comunicacién no tiene un solo
sentido, sino que involucra complejas interacciones entre moléculas microbianas,

receptores del huésped y moléculas adaptadoras 2.

Actualmente existen disponibles numerosas herramientas “omicas” y secuencias
completas de genomas de cepas probidticas, que han permitido comparaciones
funcionales que ofrecen un acercamiento a identificar las moléculas efectoras
involucradas en la comunicacion con el sistema inmune del huésped que estan detras de
los efectos de una determinada cepa 2°. Esta caracterizacion resulta relevante considerando
que la identificacion y caracterizacion del componente que modifica benéficamente la

respuesta inmune es importante para su aplicacion racional como producto 6.

L.IL.111 Microorganismos con actividad inmunomoduladora

Las bacterias probidticas pueden modular al sistema inmunolégico del huésped
tanto en condiciones homeostaticas como inmunopatoldgicas a través de efectos directos
0 indirectos en rutas de sefializacion, actuando tanto como inmunosupresores o
activadores ®°. Estos efectos se han evidenciado por una gran cantidad de estudios in vitro

e in vivo (Figura 3) y la actividad es cepa y dosis especifica &.

Se ha descrito que bacterias probioticas pueden aumentar la secrecion de IgA y el
numero de células productoras de IgA, ayudando a mantener la inmunidad humoral
intestinal al limitar el acceso de patdgenos al epitelio y mantener la simbiosis con los

microorganismos presentes en el intestino 234984,
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Figura 3. Resumen de la evidencia recopiliada en la literatura sobre la actividad de
bacterias probidticas sobre diferentes componentes del sistema inmune. A. Sistema Inmune en
Mucosas. B. Sistema inmune sistémico. Modificado de: Kemgang TS, et al. 2014. J Appl
Microbiol. 117. p 305.

Se ha observado también que algunas cepas probiodticas aumentan la actividad en
fagocitos mononucleares y polimorfonucleares, el estallido respiratorio y la expresion de
receptores, favoreciendo el posterior reclutamiento de células inmunocompetentes y la
generacion de la respuesta inflamatoria “>®. Los microorganismos probidticos pueden
ademas regular el nimero, la actividad citotoxica y la produccién de citoquinas de las
células NK, ayudando a preparar al sistema inmune para combatir virus, bacterias
intracelulares y tumores. Las células NK tienen una importante comunicacion con las
células dendriticas y esta interaccion puede modular la respuesta inmune adaptativa. De
esta forma la exposicién a ciertas bacterias probidticas puede desempefiar un papel
benéfico en la polarizacion hacia una respuesta Thl %8887 | as bacterias probidticas
pueden estimular el sistema inmune mediante la induccion de interferones tipo I, tanto en

células inmunes como no inmunes, influenciando la repuesta antiviral 84,

El efecto méas estudiado de la modulacién del sistema inmune por bacterias
probidticas es la secrecion de citoquinas incluyendo interleuquinas, factor de necrosis
tumoral, interferones, factores de crecimiento y quimioquinas en células inmunes
(linfocitos, granulocitos, macréfagos, mastocitos y células dendriticas) y en células
epiteliales, los cuales regularan posteriormente las respuestas inmunes innata y adaptativa
8, Las células dendriticas y las células epiteliales son las mas descritas en la literatura
sobre probioticos inmunomoduladores; ya que éstas células son las que estan en mayor

contacto con los microorganismos intestinales y sus metabolitos .

Los probidticos y las especies comensales pueden interactuar con las células
epiteliales intestinales de varias formas: aumentando las uniones estrechas y la produccion
de mucina por parte de las células caliciformes, la produccién de péptidos antimicrobianos

(defensinas y catelicidinas) por parte de las células Paneth, la produccion de proteinas del
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shock térmico, modulando las citoquinas pro-inflamatorias e inmunoreguladoras e
interfiriendo con la patogénesis %%, Una respuesta inflamatoria excesiva frente a un
patdgeno microbiano puede afectar la barrera epitelial, y se ha visto que microorganismos
probidticos han demostrado reducir la expresion de algunas citoquinas y quimioquinas
pro-inflamatorias a la vez que pueden aumentar la expresion de otras. Este efecto se
correlaciona con una respuesta inmunolégica que es capaz de eliminar eficientemente al
patdgeno del tejido infectado mientras que reduce el dafo local producido por la respuesta
inflamatoria 8!, La via del NF-xB regula la transcripcion de varios genes incluyendo la
citoquina pro-inflamatoria TNF-a y la quimioquina IL-8. Ciertos probidticos modulan
diferencialmente las respuestas de las células epiteliales mediante la activacion o
supresion de rutas de sefializacion como la de NF-«xB %%, En la mucosa intestinal los
probidticos pueden disminuir el estrés oxidativo al afectar la produccion de citoquinas,
disminuyendo IL-1 0 TNF-a.. También pueden aumentar los niveles de glutation, bloquear
la produccidn de superoxido y radicales hidroxilo y disminuir los niveles de pro-oxidantes
88,92_

Por otra parte, las células dendriticas en el intestino reconocen MAMPs en las
bacterias probidticas. Este reconocimiento induce la maduracién de dichas células la cual
estd caracterizada por la expresion de moléculas co-estimuladoras y secrecion de
citoguinas las que contribuyen a la activaciéon de las células T. De hecho, las sefiales
producidas por las células dendriticas determinaran la polarizacién de las células T hacia
respuestas Thl, Th2, Th17 o Treg %%, dirigiendo la respuestas inmunoldgicas hacia
respuestas pro- o anti-inflamatorias **’’. Algunos estudios sugieren ciertos grupos de
bacterias probioticas modulan el tipo de perfil de citoquinas; asi, las bifidobacterias en
general se consideran buenos inductores de IL-10 pero pobres inductores de IL-12
mientras que los lactobacilos tienden a inducir respuestas pro-inflamatorias y son débiles
inductores de IL-10. Deber recalcarse; sin embargo, que existe un fuerte impacto de la
especificidad de la cepa en ésta actividad ®. EI metabolismo de la vitamina A, la induccion
de heme-oxigenasa-1 y la produccion de acidos grasos de cadena corta han demostrado

tener un efecto inmunomodulador asociado a la maduracién de las células dendriticas
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intestinales. En este sentido, se ha reportado que algunos microorganismos probidticos
pueden ejercer sus efectos inmunomoduladores a través de su accidn sobre estos
mecanismos fisiologicos 1. La microbiota intestinal tiene un importante efecto sobre el
sistema inmune, por lo tanto, cuando hay una pérdida de la homeostasis intestinal
(disbiosis), el predominio microorganismos con actividad pro-inflamatoria pueden
favorecer el desarrollo de enfermedades, como la enfermedad inflamatoria intestinal
(IBD). Ciertas bacterias probioticas pueden tener un efecto positivo en estas patologias,
al restablecer el equilibrio en la comunidad microbiana y reducir la inflamacion 89,
Ademaés, las bacterias probioticas pueden influenciar la activacion de las células
dendriticas al modular las poblaciones bacterianas en el intestino 8. Como ejemplo de ello
se puede mencionar la capacidad de una cepa de L. plantarum, aislada de kéfir, para
modular la poblacion de bacterias filamentosas segmentadas en el intestino de ratones

inmunocomprometidos conduciendo a cambios en la activacion de células Th17 .

Se ha descrito que bacterias probidticas afectan los niveles de expresion de los
TLR en diferentes células. La activacion de los TLR conduce a una regulacion positiva de
mediadores pro-inflamatorios que facilitan la defensa inmunitaria del huésped . Por otra
parte, algunas cepas probiéticas ejercen efectos sobre los reguladores negativos de los
TLRs, mecanismo necesario para evitar una exagerada respuesta pro-inflamatoria. De este
modo, algunos probidticos ejercen un efecto regulador en el contexto de infecciones
entéricas e inflamacién en la mucosa, ayudando a preservar la integridad estructural y

funcional de los tejidos afectados 23,

Se postula que los probidticos ejercen efecto en la respuesta inmune a través de las
células presentadoras de antigeno en las mucosas. Las CPA estimuladas migran a los
ganglios linfaticos mesentéricos para diferenciar las células T CD4+ virgenes en las
correspondientes subpoblaciones de acuerdo al patrdn de citoquinas. Las citoquinas y las
células T se dirigen a la circulacion sanguinea y migran al higado y el bazo para regular
la respuesta inmune sistémica °. Se ha descrito que algunos probidticos pueden modular

los niveles de inmunoglobulinas y citoguinas en suero, las células en sangre y la
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estimulacion de los linfocitos en el bazo 2. Las células inmunes en el bazo también se ven
influenciadas por la variacion en la produccion de citoquinas y estimulacion de

poblaciones especificas de linfocitos 2.

Se han observado cambios en los niveles de IgG en animales a los cuales se
administraron diferentes cepas probioticas, y también se han descrito efectos en los
subtipos de anticuerpos. Por ejemplo, L. johnsonii NCC 533 inclina la respuesta hacia
mayor proporcion de 1gG1 un isotipo asociado con la induccion de IL-4 por parte de las
células B y una respuesta predominantemente Th2; mientras que L. paracasei NCC 2461
induce una mayor proporcion de IgG2a que esta asociada a una respuesta
predominantemente de tipo Thl 23%%, |os probitticos también pueden aumentar el
nimero de células B IgG+ de memoria en respuesta a ciertas vacunas, como se ha
observado con Bifidobacterium longum bv. infantis CCUG 52486 en la vacunacion contra

la influenza .

Ciertos probidticos producen un aumento en el nimero de células Treg. Por
ejemplo, B. infantis 35624 en adultos sanos aumento los niveles de linfocitos Foxp3+ en
sangre periférica, en pacientes con psoriasis, sindrome de fatiga crénica o pacientes con
colitis ulcerativa. Este efecto se asocié a dismunuciones en los biomarcadores pro-
inflamatorios como la proteina C reactiva 8%,

Considerando que los microorganismos probioticos pueden modular la actividad
de muchas células del sistema inmune, incluyendo el sistema innato (NK, Células
dendriticas, macrofagos, células epiteliales y granulocitos) y adaptativo (Thl, Th2, Th17,
Treg, Tcy células B), los probioticos pueden modular el sistema inmune en el contexto
de respuestas frente a patogenos intracelulares o extracelulares ®. Los inmunobidticos han
demostrado ser capaces de aumentar la resistencia contra las infecciones virales y
bacterianas, mediante la modulacién de la inmunidad innata y adaptativa en humanos,
ratones y animales de importancia para la agricultura como bovinos y porcinos . Varios
informes han demostrado que algunas cepas mejoran la proteccién contra las infecciones

entéricas y acortan la duracion de diarreas, reduciendo el nimero de episodios, ademas de
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disminuir la propagacion del patégeno, normalizar la permeabilidad intestinal y aumentar
la produccién de anticuerpos especificos 19191, Se han estudiado cepas inmunobidticas
capaces de generar proteccion contra patogenos virales mediante la modulacién
diferencial de las respuestas inmunitarias antivirales en humanos, cerdos y bovinos 6102,
Se ha postulado que los inmunobiéticos podrian usarse en la alimentacion del ganado para
mejorar su salud y producir animales seguros 193194, Asi, la cepa L. jensenii TL2937 al
ser administrada a cerdos fortalece su sistema inmune y aumenta su velocidad de
crecimiento y productividad 1%, Estudios transcriptémicos de L. jensenii TL2937 en
células epiteliales porcinas (células PIE) ofrecieron una vision amplia de los patrones de
expresion de genes relacionados con el sistema inmune implicados en la respuesta de las
células epiteliales intestinales a la activacion del TLR4 %7, La cepa L. rhamnosus
CRL1505 demostré modular la respuesta inmune en el intestino y en mucosas distantes al
tracto gastrointestinal “®. L. rhamnosus CRL1505 estimula la respuesta inmune innata y
adaptativa en el intestino y confiere resistencia a la infeccion por Salmonella typhimurium
en ratones inmunocompetentes 1%, desnutridos inmunocomprometidos ® y en modelo
murino mejoran la respuesta inmunocoagulativa en infecciones respiratorias en huéspedes
malnutridos %, L. rhamnosus CRL1505 mejoro la inmunidad en mucosas y redujo la
incidencia y gravedad de las infecciones intestinales y respiratorias en nifios, permitiendo
el desarrollo de una bebida lactea para un programa de alimentacion social en el Norte de
Argentina para prevenir las infecciones digestivas y respiratorias de nifios en edad escolar
110 Estudios transcriptomicos con L. rhamnosus CRL1505 en células PIE permitieron
identificar un grupo de genes modulados diferencialmente por esta cepa, involucrados en
la mejora de la resistencia a las infecciones virales 1. Se ha estudiado el efecto en
infecciones intestinales virales producidas por Rotavirus, con una importante disminucion
en la severidad de los sintomas, normalizando la permeabilidad intestinal, favoreciendo
una respuesta inmune antiviral 1127114 Por otra parte, se ha evaluado el efecto de cepas
inmunobioticas en infecciones respiratorias por Virus Influenza y Virus Sincicial
Respiratorio en infantes, individuos de edad avanzada e inmunocomprometidos con una

mejora en la inmunidad antiviral, disminucion de los titulos virales, aumento en la
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actividad de las celulas NK, modulacion de la respuesta inmune pro-inflamatoria e
inmunocoagulativa 419114 por otra parte, se ha evidenciado una disminucion en la

probabilidad de infecciones secundarias a infecciones respiratorias graves 1*°

y regulacion
de la hematopoyesis de emergencia con un incremento de la resistencia a infecciones

bacterianas y virales 116,

El uso de inmunobidticos en el tratamiento y prevencion de enfermedades
alérgicas como la rinitis, asma y eczema atopico o dermatitis también han resultado
exitosas 46117, En estudios animales de cancer colorectal 8 y cancer de mama ®11° se ha
observado una disminucion en el tamafio de tumores y disminucién de la metéstasis

regulada por el sistema inmune %,

A medida que avanza el estudio de los microorganismos inmunobidticos aparecen
nuevos enfoques en bioterapia y pueden evaluarse nuevas estrategias de combinacion de
terapias en diferentes sitios blanco %2. Los inmunobi6ticos pueden considerarse candidatos
para ensayos terapéuticos en enfermedades que involucran en su patogénesis funciones
desreguladas de las células inmunes de mucosas, como es el caso particular de la infeccion
por Helicobacter pylori en donde la respuesta inmune a la infeccién contribuye al

desarrollo de la enfermedad y al fallo en la erradicacion 522,
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I.11 Helicobacter pylori: ASPECTOS GENERALES

Aunque desde finales del siglo X1X varios investigadores describieron la presencia
de formas espirales en la mucosa gastrica, el primer aislamiento e identificacion
bacterioldgica de Helicobacter pylori (H. pylori) fue realizado en 1982 por Marshall y
Warren. Esto inicié una nueva era en la microbiologia gastrica, cambiando el paradigma
que el estdmago era un drgano estéril 1227124 | as primeras observaciones experimentales,
producto de la auto infeccién y estudios en voluntarios, demostraron que la colonizacién
gastrica por este microorganismo conducia a inflamacion de la mucosa gastrica. Asi se
dio lugar a un amplio campo de investigacion sobre el papel de la infeccion crénica por

este microorganismo en las patologias gastroduodenales 2.

La colonizacion gastrica por H. pylori induce gastritis en todos los individuos
infectados y si no hay tratamiento, causa una infeccion de por vida'?#'?>, En la mayor
parte de los casos la infeccion es asintomatical?#'?®, Sin embargo, el 10% puede
desarrollar Glcera péptica, un 1% progresa a adenocarcinoma gastrico y menos del 0.1%
evoluciona a linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa (MALT) %7128 Otras
condiciones asociadas con la infeccion por H. pylori incluyen dispepsia, gastritis atrofica,
anemia ferropénica y plrpura trombocitopénica idiopatica ?. El riesgo de desarrollar
estas patologias depende de factores bacterianos, ambientales y del huésped!?.

En 1994 la IARC (International Agency for Research on Cancer) clasifico a H.
pylori como carcindgeno del grupo I (riesgo carcindégeno probado con datos claros y
confirmados). De este modo, es el primer patégeno bacteriano reconocido formalmente
como carcindgeno, designacion confirmada en 2009 123124 Se considera que 89% de los
casos de cancer gastrico pueden atribuirse a la infeccion por H. pylori. EI cancer gastrico
es la tercera causa de muerte asociada a cancer con un mal prondstico de supervivencia:
s6lo 1 de 5 pacientes sobrevive mas de 5 afios después del diagndstico 12612° E|
adenocarcinoma gastrico es la tercera causa de muerte por neoplasias a nivel mundial .
En Chile, es la cuarta neoplasia mas frecuente (5162 nuevos casos estimados para 2018)

131 representando el 9.7% de todos los canceres. ElI ASIR (Age Standardized Incidence
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Rate) cataloga a Chile como region de riesgo intermedio de desarrollar cancer gastrico
(10-20/100.000 habitantes) 132,

H. pylori es uno de los patégenos humanos mas exitosos, colonizando cerca de la
mitad de la poblacion mundial*®*. Si bien su prevalencia es ubicua, demuestra variaciones
geograficas, siendo mas alta en paises en via de desarrollo (mas del 80%, incluyendo
poblacién juvenil) y en paises industrializados es menor al 40% (con mayor prevalencia
en adultos y ancianos). Se ha observado que existe una correlacion inversa con el estatus
socio- econdmico, particularmente con el nivel de higiene y las condiciones de vida en la
infancia. La prevalencia es alta en Africa (79,1%), Latinoamérica y el Caribe (63,4%) y
Asia (54,7%); mientras que es mas baja en Norteamerica (37,1%) y Oceania (24,4%). La
disminucion de la incidencia de la infeccion por H. pylori se asocia con mejores estandares
de vida 12412913 En Chile, la prevalencia de infeccion oscila entre 60% y 79%,
dependiendo de la condicién socio-econdémica, de la educacion y a las condiciones

sanitarias de la poblacion estudiada 3.

La ruta de transmision de este patdgeno ain es poco clara; se postula que la
infeccion se adquiere durante la infancia temprana y que la madre juega un rol importante
en la transmision. El Gnico nicho reconocido para H. pylori es la mucosa gastrica y se cree
que la bacteria se disemina persona a persona a través de la ruta fecal-oral u oral-oral. La
infeccion se asocia a condiciones deficientes de saneamiento, falta de suministro de agua

potable y hacinamiento 24135,

H. pylori es una bacteria Gram negativa, espiral, de 2-4 um de largo y 0,5-1 um de
ancho y tiene 3-7 flagelos polares protegidos por una vaina lipidica®®. Pertenece al orden
de Epsilonproteobacterias, familia Helicobacteriaceae; inicialmente se consideré6 como
una especie del género Campylobacter (C. pylori), pero analisis de la secuencia del ARNr
16S demostré que constituia un género aparte 23137, Necesita niveles de 2 a 5% de Oz, 5
a 10% de CO. y alta humedad 24, tiene un crecimiento 6ptimo a 37°C en pH neutro. H.
pylori es ureasa, catalasa y oxidasa positiva; caracteristicas a menudo empleadas para su

identificacion 124,
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Por otra parte, H. pylori exhibe una diversidad genética entre cepas, lo que
favorece la adaptacion al huésped 26, Se considera una bacteria no invasiva, la mayor
parte vive libremente en la capa de mucus, algunas se adhieren a la superficie de células

epiteliales y pocas invaden a las células epiteliales gastricas 8.

I1.11 PATOGENESIS Y RESPUESTA INMUNE FRENTE A H. pylori

El riesgo de enfermedad esta relacionado con la interaccién de numerosos factores
bacterianos y ambientales del huésped, muchos de los cuales influyen en la inflamacion
cronica y el dafio a la mucosa gastrica 126.Para establecerse y mantener la infeccion en un
nicho Unico como el lumen gastrico, H. pylori requiere varios determinantes de
patogenicidad que pueden dividirse en dos grupos: los factores de virulencia, que
determinan la aparicién de los efectos patogénicos de la bacteria (inflamacion, disrupcién
de lamucosa y alteracién de la fisiologia gastrica); y los factores de mantenimiento, que
permiten colonizar y persistir en el huésped; si bien, algunos factores pueden funcionar en

las dos categorias 13%140,

Los factores de virulencia incluyen los factores de colonizacion bacteriana BabA
(Blood Group Antigen-Binding Adhesin), SabA (Sialic Acid-Binding Adhesin), OipA
(Outer Inflammatory Protein), HopQ (Helicobacter Pylori Outer Membrane Protein) y
los factores necesarios para la patogenicidad incluyen las proteinas efectoras como CagA,
VacA, HtrA vy las vesiculas de membrana externa (OMV: Outer Membrane Vesicles)
(Tabla 1).
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Tabla 1. Factores de virulencia relacionados con la patogenicidad mediada

por H. pylori (Modificado de Ansari et al 141).

Factores de

. . Mecanismo
virulencia

Efectos

Factores de virulencia para la evasion al acido

Produccion de NH3
y CO;

Ureasa

Angiogenesis

Activacion de la via
PI3SK-AKT-mTOR

Forma helicoidal de

Forma Bacteriana i
la bacteria

Flagelos Motilidad

Flagelina

Factores de colonizacién epitelial

Unidn al receptor

BabA Leb en las células
epiteliales
Unidn al antigeno
SabA Lex sialilado
OipA A_dh(_erenlea _al
epitelio gastrico
HopQ Adherencia al

epitelio gastrico

Neutraliza la acidez gastrica

El NH; altera las uniones estrechas, produce pérdida de la
integridad celular y dafios en el epitelio gastrico.

El CO; protege a la bacteria de la muerte por productos
metabdlicos como el Oxido nitrico (NO) y la muerte
intracelular en los fagocitos.

Conduce a la diferenciacion de las células endoteliales
produciendo ROS y activando la via lipoxigenasa,
contribuyendo a la progresion a carcinogénesis gastrica.
Se une a moléculas MHC-II e induce apoptosis celular.

Contribuye al crecimiento del tumor y diseminacion
metastasica jugando un importante papel en la progresion
al cancer gastrico.

Activada por la ureasa. Aumenta la expresion de HIF-a
que contribuye al desarrollo y progresion del cancer.

Favorece que la bacteria penetre la capa de mucus y
colonice el epitelio gastrico.

Ayuda a la bacteria a escapar del ambiente &cido.

La exposicion al &cido activa la flagelina. Mayor motilidad
protege la bacteria. Residuos en el dominio DO juegan un
rol en el escape del reconocimiento por TLR5.

Participa la adhesion bacteriana y la colonizacion.
Aumenta la traslocacion de CagA. Induce rupturas en las
dobles cadenas del ADN en las células del huésped.

Participa en la adherencia y colonizacion.

Involucrado en la adherencia a células epiteliales y dafio a
la mucosa. Induce la expresion de IL-8, causa apoptosis de
las células del huésped. Ayuda al establecimiento de una
infeccién cronica y supresion de la maduracion de células
dendriticas 142,

Interactda con varios miembros de la familia de CEACAM
en el epitelio gastrico facilitando la translocacion de CagA.
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En las etapas tempranas del desarrollo/progresion del
tumor, protege a los tumores del ataque celular mediante
la interaccion de CEACAM 1 en células inmunes,
inhibiendo su actividad?4.

Factores de patogenicidad que afectan a las células epiteliales

Codifica sistema de
cagPAl secrecién tipo 4
(TSS4)

Actla como
proteina del
CagT complejo central en
T4SS

CagY S_e une con
integrina
Actlia como
proteina del
complejo central en
TA4SS y se une con
integrina

CagL

Fosforilacion de

CagA tirosina

Vacuolizacion de
las células
VacA epiteliales
Estrés del reticulo
endoplasmatico

Translocacion de CagA y péptidoglicano.
Induccion de la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias
por monocitos y células epiteliales!#*.

Esencial para la translocacion de CagA. Necesario para la
formacion del pili#.

Modula la respuesta inmune promoviendo la persistencia.
Altera funciones T4SS%6. Necesario para la formacion del
pili 14°,

Ayuda en la translocacion de CagA. Induce la expresion
de IL-8.

Estimula la activacion de NF-xB en las células epiteliales
géstricas, lo que conduce a la expresion de citoquinas y
quimioquinas  pro-inflamatorias; activacion de la
sefializacion de MAPK, que conduce a la proliferacion
celular y la expresion de genes inflamatorios; interrupcion
de las uniones de células epiteliales 144,

Es una oncoproteina que puede inducir neoplasias
malignas en mamiferos.

La inyeccion de CagA en células epiteliales gastricas
normales provoca estrés oncogénico, que induce
senescencia celular prematura o apoptosis. Al inducir
defectos de union y polaridad, CagA también puede causar
gastritis cronica y/o ulceracion péptica debido a la
desintegracion estructural de la mucosa gastrica. La
inflamacién cronica asociada con la infeccion por H.
pylori cagA+ a largo plazo causa inestabilidad genética y
epigenética en la mucosa del estomago infectada 4.
Produce proliferacién celular. Genera elongacion celular.

Induce la produccion de IL-8 por monocitos y macréfagos
a través de la sefalizacion p38 MAPK; activa los
mastocitos e induce la expresion de citoquinas
inflamatorias; juega un papel en el mantenimiento de la
colonizacion 44,
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v- Glutamil
transpeptidasa

HrtA

Vesiculas de
membrana externa

Transpeptidacion y
sintesis de
aminoacidos
Vacuolizacion de
las células
epiteliales
dependiente de
VacA

Actlla como
proteasa

Internalizacion
dependiente e
independiente de
clatrina

Se une a CD18 en células T humanas e inhibe directamente
la activacion y proliferacion de linfocitos B y T humanos;
ejerce efectos de tolerancia en DC para estimular una
respuesta Treg; inhibe la presentacion de antigenos; inhibe
la maduracion de DC a través de efectos sobre la
sefializacion de E2F1; induce a las células T a expresar el
factor de transcripcion Treg Foxp3 44,

Interfiere con la via de sefializacion de I1L-2 en las células
T al bloguear la movilizacién de Ca2+ y la actividad de la
calcineurina fosfatasa dependiente de Ca2+/calmodulina.
También interfiere con la presentacion de antigenos
mediada por MHC-I1 148,

Aumenta la apoptosis celular. Inhibe la proliferacion
celular. Detencion del ciclo celular.

Destruccion de las células epiteliales.
Induce la activacion de NF-xB, la produccion de IL-8 y
ROS por las células epiteliales gastricas; estimula una
respuesta Thl7. Por otra parte demuestra una potente
actividad supresora de células T; induce a las células T a
expresar el factor de transcripcion Treg Foxp3; regula al
alza la expresion de ciclooxigenasa 2 (COX2) en las
células T que modula la respuesta Th144,

Degrada proteinas defectuosas. Permite la inyeccion de
CagA. Escinde las proteinas de unidn estrecha.

Protege al patdgeno de los efectos de las especies reactivas
de oxigeno. Dafa las funciones celulares. Inducen la
funcidn de las células dendriticas.

La infeccion por H. pylori produce una robusta respuesta innata y adaptativa, sin

embargo, es ineficaz ya que la bacteria persiste y la inflamacion contintia por décadas *4°.

Los factores de virulencia de H. pylori son elementos cruciales en la patogénesis y la

tolerancia inmune

150

Los PRRs expresados por las células epiteliales, macréfagos y células dendriticas

reconocen patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs: Pathogen-associated

molecular patterns) como el lipopolisacérido, flagelina y pépidos de la pared bacteriana,

activando la expresion de genes relacionados con la inflamacion (Figura 1). H. pylori

tiene varios mecanismos para la induccion de citoquinas pro inflamatorias %12, El

epitelio tiene la habilidad de producir citoquinas que gatillan el reclutamiento de células

27



inflamatorias a la ldmina propia géstrica, la produccion de IL-8 en respuesta a la infeccion
por H. pylori es una de las primeras respuestas epiteliales'. El contacto del patdgeno con
monocitos y otras CPA conduce a la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-
o, IL-1p e IL-8 148, IL-8 recluta neutrdfilos a la mucosa géstrica, que contribuyen al dafio
epitelial. Los macréfagos también contribuyen al dafio epitelial al producir 6xido nitrico

en respuesta a la ureasa, conduciendo a produccion de mediadores de la inflamacion.

La mucosa gastrica infectada es infiltrada por neutréfilos y monocitos asi como
células de la inmunidad adaptativa como los linfocitos 3. La activacion de las DC
gastricas por H. pylori conduce a las células T CD4+ virgenes a la diferenciacion Thl
mediante la produccion de IL-12 y permite que estas células secreten citoquinas tales
como IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y. La respuesta inicial de Th1 tiene como objetivo erradicar
la infeccién por H. pylori. Sin embargo, en algunos individuos las citoquinas productoras
de células Thl mantienen la inflamacion de la mucosa y contribuyen al desarrollo de la
inmunopatologia preneoplasica gastrica asociada a la infeccion que se manifiesta
histoldgicamente como gastritis atrofica, hiperplasia epitelial y metaplasia intestinal .
Las células Th17 también contribuyen a la defensa de la mucosa del huésped al funcionar
como mediadores de la inflamacion asociada con la produccion de 1L-17, IL-8 y factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), que se utilizan para
atraer granulocitos ®*. Se sabe que la infeccién por H. pylori suprime las respuestas
inmunitarias del huésped, se plantea que la supresion es causada por una reprogramacion
eficaz de DC hacia un fenotipo promotor de tolerancia a traves de IL-1p e IL-18. Estas
células DC tienen la capacidad de inducir la produccion de celulas Treg a través de la
expresion mucosa del factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-f1) e IL-10. H.
pylori promueve la expresion de IL-10 inhibiendo la maduracion de las DC e induciendo
a las mismas a tener un fenotipo tolerogenico que puede suprimir la proliferacion de
células T efectoras CD4" y CD8* El resultado funcional es la supresion de la inmunidad

Th17 y Thi especifica de H. pylori y la colonizacion cronica del estomago .
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Figura 1. Esquema de la respuesta inmune frente a H. pylori. Modificado de Wilson &
Crabtree!®®

El resultado de la infeccidon depende en gran medida del equilibrio relativo de las
células Thl, Thl7 y Treg, que juntas representan la respuesta inmune adaptativa
predominante frente a H. pylori. Las respuestas Th1ly Th17 controlan la infeccion, aunque
no la eliminan, pero se produce a expensas de la inmunopatologia y la enfermedad. Por
otro lado, una respuesta Treg induce tolerancia y probablemente también sea responsable
de los efectos protectores de H. pylori contra el asma y algunas otras enfermedades

inflamatorias 1°°

H. pylori evade las respuestas inmunitarias del huesped mediante diferentes
mecanismos, como la induccion de la apoptosis de los macrofagos en asociacion con
alteraciones en la via mitocondrial 1*8. H. pylori ha modificado algunos PAMPS, como es
el caso del LPS tetra acetilado que es pobremente reconocido por TLR4 y la flagelina
FlaA que se une de manera poco eficiente a TLR5 *°, conduciendo a una débil activacion
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de los PRRs. Respecto al LPS, la cadena polisacérida del antigeno O puede ser fucosilado
e imitar a los antigenos del grupo sanguineo Lewis (Le* LeY Le? Le), este mimetismo
contribuye a la evasion inmune. Asi mismo, la variacion de fase del LPS contribuye a la
heterogeneidad de la poblacion y permite la adaptacion del microorganismo a las
condiciones de la mucosa gastrica 12°. Ademas, el LPS de H. pylori tiene baja afinidad a
la proteina de union a LPS, por lo que tiene menor capacidad de transferencia al CD14
presente en los macréfagos y monocitos '*3. Por otra parte, la bacteria produce una
arginasa que compite con la 6xido nitrico sintasa (NOs) por la L-arginina, convirtiéndola
en urea y L-ornitina en lugar de NO, al prevenir la produccion de NO puede escapar del

sistema inmunoldgico %3,

Comprender los mecanismos de colonizacién, los factores de persistencia y
virulencia de la bacteria, asi como las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas del
huésped, son de vital importancia para el desarrollo de nuevas estrategias para prevenir el

desarrollo de la enfermedad gastroduodenal inducida por H. pylori *°¢.

IL.111 TRATAMIENTO

La infeccion por H. pylori sigue siendo un problema de salud publica a nivel
mundial. La evidencia demuestra que la erradicacién del microorganismo conduce a la
resolucion de las enfermedades asociadas (con evidencia en gastritis cronica, ulcera
péptica y linfoma MALT) y se ha asociado con una disminucion de la incidencia del
cancer gastrico 122129157158 E patdgeno es sensible a una variedad de antibidticos in vitro;
sin embargo, ningun antimicrobiano ha resultado eficaz para su erradicacion cuando se
administra como monoterapia ya que la eficiencia de la terapia antimicrobiana se ve
afectada por las condiciones de la mucosa géstrica 26%°, La terapia estandar recomendada
por varios consensos Yy guias clinicas consiste en una triple terapia que incluye dos
antibioticos (normalmente claritromicina y amoxicilina o metronidazol) y un inhibidor de
la bomba de protones por 14 dias 1%, Las limitaciones del tratamiento antimicrobiano
incluyen la seleccion de cepas resistentes, la aparicion de efectos adversos, el riesgo de

re-infeccidn, el alto costo de la terapia y la poca adherencia al tratamiento 122140160161 | 5
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OMS, incluyé a H. pylori resistente a la claritromicina en el listado de pat6genos
prioritarios (Prioridad 2: Alta) objeto de nuevas estrategias de investigacion y desarrollo

para su tratamiento 2,

Las tasas de erradicacion dependen en gran parte de la prevalencia de resistencia
antimicrobiana, la cual varia ampliamente en todo el mundo y esta relacionada con el
consumo de estos medicamentos en cada region. Por lo tanto, la estrategia apropiada para
cada pais puede ser variable 12612° Por ello, las directrices se han modificado en Canada,
Estados Unidos, Europa, China y Latinoamérica; todas destacan la importancia de
considerar la prevalencia local de resistencia a los antibiéticos al elegir un régimen de
tratamiento adecuado. Debe evitarse la terapia triple de primera linea basada en
claritromicina en &reas en las que la prevalencia de infecciones resistentes a la
claritromicina es mayor al 15% y se recomienda la terapia cuadruple de bismuto o las
terapias concomitantes cuadruples sin bismuto . Latinoamérica presenta altos
porcentajes de resistencia antimicrobiana a farmacos de primera linea como claritromicina
y metronidazol; en Chile, se reporta una tasa promedio de resistencia a claritromicina y

metronidazol de 9 y 31%, respectivamente 164,

Por otra parte, estudios han demostrado que la falla terapéutica no puede explicarse
completamente por el no cumplimiento o por la resistencia a los antimicrobianos 1%; y
apuntan a que una respuesta inmune especifica establecida puede tener un rol en la

erradicacion exitosa de la infeccion 6,

Debido a la disminucion de la eficiencia de la terapia antimicrobiana, se han
investigado estrategias alternativas que incluyen principios activos de plantas, miel y
propdleos, probidticos, péptidos, polisacaridos y fototerapia. Aunque ninguno de ellos ha
mostrado capacidad para inducir una completa erradicacion del patdégeno, en diferente
grado, han contribuido a la disminucién en las densidades de colonizacion, favorecen la
gastro-proteccion, modulan la respuesta inmune y reducen los efectos adversos de la
terapia convencional 1°%16%167- esto puede significar evitar la evolucion hacia las formas

maés graves de la infeccion 24,
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Resulta l6gico pensar que la vacunacion podria ser una estrategia apropiada para
el control de esta infeccion. Se han evaluado formulaciones con lisados celulares,
vesiculas de membrana externa, antigenos purificados (ureasa, catalasa, NapA, VacA,
CagA, proteinas del shock térmico), vacunas de ADN, empleando diferentes vias de
administracion y adyuvantes; sin embargo, a pesar de méas de 30 afios de investigaciones,
los resultados no han sido completamente exitosos!®. Se postula que la vacunacion
efectiva depende de la induccion de una respuesta inmune humoral y de células Th2,

mientras que la induccion de una respuesta Thi favorece la inflamacion 24,

La infeccion entérica por helmintos ha demostrado modular el sistema inmune del
huésped disminuyendo el dafio gastrico inducido por H. pylori. Esto podria sugerir que la
administracion de agentes inmunomoduladores podria ser una estrategia prometedora para

el manejo de la enfermedad 24,

I1.111.1 PROBIOTICOS EN LA INFECCION POR H. pylori

Se ha demostrado que los probidticos previenen la infeccion por bacterias
patdgenas gracias a diversos mecanismos, dentro de ellos, la modulacién del sistema
inmune del huésped, asi como la competencia directa con el patégeno *?*. El interés en los
probiédticos en la infeccion por H. pylori ha aumentado ya que representa una opcion a
bajo costo que se puede implementar a gran escala . De hecho, el consenso de Maastrich
indica que ciertos probioticos demuestran efectos prometedores como adjuvantes en el
tratamiento disminuyendo los efectos colaterales. Este efecto es cepa especifico, por lo

que debe existir eficacia clinica demostrada 681,

La evidencia actual respalda el rol de los probi6ticos en el aumento de las tasas de
erradicacion, de los efectos adversos relacionados a la terapia antimicrobiana y la mejora
de los hallazgos histopatoldgicos en la mucosa gastrica 1"%*"*, Los mecanismos de accion
de los probidticos en el contexto de la infeccion por H. pylori incluyen competencia por
nutrientes, actividad bactericida a través de la produccion de bacteriocinas o acidos

organicos, inhibicion de la adhesion a las células epiteliales, efecto sobre la expresion y
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funcionalidad de factores de virulencia, estabilizacion de la funcién de barrera gastrica y
disminucion de la inflamacion en la mucosa gastrica. Es reconocido que algunas cepas
probidticas contribuyen a la curacion de la mucosa gastrica gracias a sus propiedades
antioxidantes y anti inflamatorias. Algunos ejemplos de cepas probidticas Utiles para
combatir a este patdgeno gastrico incluyen L. johnsonii NCC 533, L. casei Shirota, L.
acidophilus LB, L. johnsonii MH-68, L. salivarius ssp. salicinius AP-32 17217,

La regulacion de los niveles de citoquinas anti-inflamatorias tendria un efecto en
la inflamacién, con un efecto favorable en la mucosa gastrica a través de la
inmunomodulacion local o sistémica. Se postula que los probidticos podrian contribuir a
polarizar la respuesta inmune hacia una respuesta tipo Th2, asociada con la produccién de
IL-4 o IL-10 lo que podria contribuir a disminuir la inflamacion producto de la respuesta
natural frente a H. pylori, caracterizada originalmente por una células T CD4+ que

expresan principalmente un fenotipo Th1 17076,

En la Tabla 2, se enumeran los estudios in vitro y en modelos animales mas
relevantes en los que se evalla el efecto de diferentes cepas probioticas en la respuesta
inflamatoria asociada a la infeccion por H. pylori. La microbiota intestinal es una
importante fuente de probioticos para el uso humano, en ese contexto, lactobacilos de
origen gastrico pueden ser candidatos para el uso en la infeccion por H. pylori si bien
muchos estudios que evidencian una disminucion en la produccion de 1L-8 in vitro e in

vivo se han evaluado en cepas que no son de origen gastrico 177178,
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Tabla 2. Resumen evidencia de la actividad inmunomoduladora de cepas
probidticas sobre H. pylori.

L. casei L26, B. Ratones C57BL/6 { Infiltracién gastrica por neutrofilos.
lactis B94 %8 Infeccion por H. pylori | Secrecién IL-1p.
SSi T Secrecion IL-10.
B. lactis B94 T1L-12/23p40 ; | anti H. pylori
19G.

No hay diferencia significativa en la
colonizacién por H. pylori.

L. johnsonii Lal Ratones C57BL/6 { infiltracion de linfocitos y neutréfilos

1 Infeccién por H. pylori | Niveles de en mucosa gastrica MIP-2 y
SS1 KC.
No hay efecto inhibitorio en la infeccion por
H. pylori.

J Titulos 1gG anti H. pylori.

Sobrenadante Células AGS J Secrecion de IL-8 in vitro en células AGS.
neutralizado de

L. johnsonii Lal

BIFICO: 17® Ratones C57BL/6 No tiene efecto sobre la colonizacién por H.
pylori en el estomago del raton.
E. faecalis, B. Infeccion por H. pylori Mejora en la gastritis inducida por H. pylori
longumy L. SS1 { Expresion de TNF-a, IL-1B, IL-10, IL-
acidophilus 6,G-CSF y MIP-2.

4 En la sobreexpresion de TLR2, TLR4 y
MyD88 inducidos por H. pylori.

Células GES-1 ! La respuesta inflamatoria producto de la
(Gastric epitelial cells) infeccion por H. pylori via NF-kB y
sefializacion MAPK en GES-1.

L. salivarius Células AGS Sobrenadantes libres de células (SLC)
B101, L. Infeccion por H. pylori obtenidos a partir de cultivos de
rhamnosus B103, 43504 Lactobacillus
L. plantarum
XB7
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L. plantarum
XB7 178
Ratas Sprague—
Dawley
Infeccion por H. pylori
43504
L. acidophilus Ratones Balb/c
TYCAQS, L. Infeccion por H. pylori
acidophilus BCRC 17023
TYCAIS, L.
johnsonii MH-
68, y L. salivarius
subsp. salicinius
AP-32 Células AGS
Lactobacillus Células AGS
spp. aislados de  Infeccion por H. pylori
biopsias 43504
gastricas de
pacientes

dispépticos 17’
Células monocitoides
THP-1 estimuladas
con LPS E. coli

Células SGC-7901
tratadas con LPS de H.

L. bulgaricus &

pylori SS1
L. salivarius Células AGS
uccil1g 8t infectadas con H.
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J la produccion de IL-8 en células AGS y la
expresion de ARNm inducido por la
infeccion por H. pylori.

{ la activacion de NF-kB en células AGS.

La cepa L. plantarum -XB7 retrasa la
deteccion y colonizacion de H. pylori en el
estdmago de las ratas, atenda la inflamacion
gastrica 'y mejora los  hallazgos
histopatoldgicos.

L. plantarum XB7 { TNF-o y CINC-1 en
suero y CINC-1 en la mucosa géstrica.

L. johnsonii MH-68 y L. salivarius subsp.
salicinius AP-32 | colonizacion de la
mucosa gastrica por H. pylori.

d Secrecion IL-8.

4 Disminucién de la infiltracién linfocitaria.

L. salivarius subsp. salicinius AP-32 |
Secrecion IL-8, condujo a secrecion de IL-
10.

SLC obtenido de L. casei, L. plantarum, L.
rhamnosus, L. salivarius { secrecion de IL-
8.

No se observaron efectos antagénicos en el
crecimiento de H pylori.

Inhibicién en la produccién de TNF-a en
células monocitoides THP-1 estimuladas
con LPS.

J Expresion TLR4, inhibicion de la
fosforilacion de TAK1 y p38 MAPK, |
activacion de NF-xB. 4 secrecion IL-8 .

J Secrecion de I1L-8 inducida por H. pylori.
T Secrecion de CCL20 CXCL10 en
respuesta a la infeccion por H. pylori.



pylori cepa CCUG Modulacion de citoquinas era independiente

17874 a la produccion de bacteriocina y capacidad
de adhesion.
Lactobacillus Células MKN-45 d Expresion ARNm IL-8 en el co-cultivo.
gasseri OLL2716 infectadas con H.
182 pylori cepas 192, 42,
273, WT, 130

Estudio doble ciego en | secrecién de IL-8 determinado en biopsias
humanos infectados  gastricas

por H. pylori

I1.111.1.1 Lactobacillus fermentum UCO-979C: PROBIOTICO CON ACTIVIDAD
EN LA INFECCION POR H. pylori.

En el laboratorio de Patogenicidad Bacteriana (Universidad de Concepcion-Chile)
se aislaron y caracterizaron cepas de Lactobacillus obtenidos a partir de estomago humano
y se seleccionaron aquellas con propiedades probiéticas y actividad anti-H. pylori. Los
cultivos se obtuvieron a partir de 427 biopsias gastricas. Las colonias fueron sometidas a
pruebas fenotipicas y genotipicas para identificar las especies de Lactobacillus. Un total
de 109 cepas identificadas como Lactobacillus se caracterizaron por pruebas funcionales
y de inocuidad 83184 Entre estos aislamientos se encontrd una cepa con buenos atributos

probidticos y fuerte actividad inhibitoria contra H. pylori, denominada UCO-979C.

La cepa UCO-979C se aislo en agar MRS y se identificd como Lactobacillus spp.
en funcion de su tincion de Gram positiva y el fenotipo oxidasa y catalasa ambos
negativos. La cepa UCO-979C se confirmo como Lactobacillus después de la
amplificacion de la region intergénica de los genes 16S-23S, UCO-979C se identifico
como perteneciente a uno de dos grupos definidos arbitrarios por PCR. Mediante API 50
CHL kit V5.2 lacepa UCO-979C fue identificada como Lactobacillus fermentum (95,0%)
lo cual se confirmé mediante secuenciacion completa del genoma depositado en
DDBJ/EMBL/GenBank bajo el nimero de acceso LJWZ00000000 8, Esta cepa se
depositd en el banco de cepas bacterianas internacionales BCCM/LMG. A continuacion,
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se describe el draft genome de la cepa, destacando sus caracteristicas especificas!®. El
tamafio del genoma (2.1-2.33 Mb) y el contenido GC (51.9%), guarda correlacion con
datos publicados para L. fermentum. Tres contigs revelan similaridades con plasmidos en
otros Lactobacillus, lo que sugiere la presencia de al menos un plasmido en la cepa UCO-
979C. Las secuencias de genoma mas cercanas son las cepas L. fermentum NB-22 y L.
fermentum 3872. Genes que codifican para proteinas de union al colageno CBP, muestran
gran nivel de similitud en la secuencia de aminoacidos con la CBP de L. casei. También
es homdloga a la CBP de L. fermentum 3872. Un gen que codifica para una proteina de
union a la fibronectina A es identico a la de L. fermentum NB-22, se encontraron varios

genes idénticos o altamente similares a los de NB-22 °,

Se evaluaron varias propiedades fisiolégicas de L. fermentum UCO-979C
relacionadas con su potencial probidtico 8. L. fermentum UCO-979C sobrevive a pH 3 y
la prueba de tolerancia a la bilis indico es resistente a 2.0% de sales biliares. L. fermentum
UCO0-979C mostrd alta hidrofobicidad y agregacion en solucion salina, lo que indica que
esta cepa podria tener una mayor capacidad de adherencia celular. De hecho, L. fermentum
UCO-979C fue altamente adherente en el ensayo de vidrio y a células Caco-2 en cultivo,
de manera similar a otras cepas probioticas reconocidas como L. rhamnosus GG y L.
johnsonii Lal 8. L. fermentum UCO-979C tiene la habilidad de formar biopeliculas y
sintetizar exopolisacarido en superficie abidtica y modelos celulares (AGS y Caco-2)%8"y
se adhiere a la mucosa gastrica (antro y cuerpo) de gerbos de Mongolia, permaneciendo
viable hasta 14 dias'®®. Posee ademéas buenas caracteristicas de inocuidad: un alto perfil
de susceptibilidad a los antibioticos, sintetiza bajos niveles de aminas biogénicas (en
particular, no produce histamina) %, y carece de plasmidos en el rango de 5 a 200 kb
(datos no publicados).

L. fermentum UCO-979C produce acido lactico (3,149 mg /ml) y de acuerdo con
los criterios de Felten et al. '8 produce +++ de H20,'. El pH y la tasa de crecimiento
tienen un importante efecto en la actividad metabolica de L. fermentum UCO-979C; a

pesar de las diferencias metabdlicas observadas a pH 6 (pH fisioldgico del epitelio
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géastrico) y 7 (pH intestinal), la cepa puede crecer y desarrollarse exitosamente en ambas
condiciones siendo posible cuantificar moléculas asociadas con su actividad probidtica
como &cidos organicos y exopolisacaridos. Al respecto, la cepa demostré la habilidad de
producir altas cantidades de exopolisacaridos continuamente a altas tasas de dilucion,
comparado con otras bacterias lacticas (cerca de un 1 g/L) ®°. La variante aclimatada de
esta cepa resultd resistente a pH 2,6 por 48 horas donde demostr6 importante produccion

de exopolisacarido (690 £ 0,03 mg/L) comparado con la variante nativa (450 £ 0,12 mg/L)
190

L. fermentum UCO-979C inhibe el crecimiento y la actividad ureasa de cepas de
H. pylori (ATCC 43504, J99 y G27). También se ha demostrado que disminuye la
secrecion de 1L-8 por parte de células AGS infectadas con H. pylori 8. La cepa tiene la
habilidad de inhibir la adhesion de H. pylori en modelos celulares (AGS y Caco-2) hasta

en un 83,1% 187,

Considerando los antecedentes previamente mencionados de la cepa L.
fermentum UCO-979C y que la inflamacién crénica es un blanco util para reducir
las complicaciones producto de la infeccion por H. pylori; se propone determinar si
esta cepa cuenta dentro de sus mecanismos de accion con actividad moduladora
sobre la respuesta inmune. Teniendo en cuenta las complejidades de las interacciones
celulares in vivo, es necesario complementar estos estudios mediante la evaluacion del
efecto de L. fermentum UCO-979C en modelos celulares y su efecto sobre la infeccién
por H. pylori en un modelo animal. Los resultados de esta tesis pretenden definir a la cepa
L. fermentum UCO-979C como inmunobidtico y significaran un importante avance en el
conocimiento de los mecanismos involucrados su efecto protector contra H. pylori. Por
otra parte, permitird orientar la investigacion hacia los mecanismos celulares y
moleculares involucrados en el potencial efecto inmunomodulador de esta cepa. El
proyecto brindard ademéas las bases para el desarrollo de nuevo(s) alimento(s)
funcional(es) con esta potencial cepa inmunobidtica, que podran ser empleados en terapias

de prevencion y recuperacion de pacientes infectados con H. pylori.
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CAPITULO 111

HIPOTESIS, OBJETIVO
GENERAL Y OBJETIVOS
ESPECIFICOS
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HIPOTESIS

Teniendo en consideracion los antecedentes presentados se plantean las siguientes
hipdtesis de trabajo:
e HI1: L. fermentum UCO-979C modula beneficiosamente la respuesta
inmune innata en la infeccion por H. pylori.
e H2: El exopolisacarido de L. fermentum UCO-979C tiene un efecto
beneficioso en la infeccion por H. pylori.
e H3: L. fermentum UCO-979C, posee actividad inmunomoduladora

evidenciable en modelos in vitro e in vivo.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad de L. fermentum UCO-979C para modular la respuesta

inmune y su efecto en la infeccion por H. pylori.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto inmunomodulador de L. fermentum UCO-979C en la
infeccion por H. pylori en células epiteliales gastricas, macrdofagos activados.

2. Determinar el efecto de la administracion oral profilactica de L. fermentum
UCO-979C sobre la respuesta inmune y el dafio de la mucosa gastrica posterior a la
infeccion por H. pylori en el modelo animal raton.

3. Determinar si el exopolisacarido de L. fermentum UCO-979C esta
involucrado en su actividad anti-H. pylori.

4. Determinar el efecto de L. fermentum UCO-979C sobre la expresion de
mediadores inmunoldgicos en células epiteliales intestinales porcinas.

5. Determinar el efecto de L. fermentum UCO-979C en la inmunidad

intestinal y sistémica en un modelo murino.
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CAPITULQO IV

Lactobacillus fermentum UCO-979C
BENEFICIALLY MODULATES THE INNATE
IMMUNE RESPONSE TRIGGERED BY
HELICOBACTER PYLORI INFECTION IN VITRO.

Garcia-Castillo, V., Zelaya, H., [labaca, A., Espinoza-Monje,
M., Komatsu, R., Albarracin, L., Kitazawa, H., Garcia-Cancino, A.,
Villena, J.

Manuscrito publicado: Benef. Microbes (2018). 9, 829-841.
https://doi.org/10.3920/BM2018.0019
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ABSTRACT

Helicobacter pylori infection is associated with important gastric pathologies. An
aggressive pro-inflammatory immune response is generated in the gastric tissue infected
with H. pylori, resulting in gastritis and a series of morphological changes that increase
the susceptibility to cancer development. Probiotics could present an alternative solution
to prevent or decrease H. pylori infection. Among them, the use of immunomodulatory
lactic acid bacteria represents a promising option to reduce the severity of chronic
inflammatory-mediated tissue damage and to improve protective immunity against H.
pylori. We previously isolated Lactobacillus fermentum UCO-979C from human gastric
tissue and demonstrated its capacity to reduce adhesion of H. pylori to human gastric
epithelial cells (AGS cells). In this work, the ability of L. fermentum UCO-979C to
modulate immune response in AGS cells and PMA phorbol 12-Myristate 13-Acetate
(PMA)-differentiated THP-1(human monocytic leukemia) macrophages in response to H.
pylori infection was evaluated. We demonstrated that the UCO-979C strain is able to
differentially modulate the cytokine response of gastric epithelial cells and macrophages
after H. pylori infection. Of note, L. fermentum UCO-979C was able to significantly
reduce the production of inflammatory cytokines and chemokines in AGS and THP-1 cells
as well as increase the levels of immunoregulatory cytokines, indicating a remarkable anti-
inflammatory effect. These findings strongly support the probiotic potential of L.
fermentum UCO-979C and provide evidence of its beneficial effects against the
inflammatory damage induced by H. pylori infection. Although our findings should be
proven in appropriate experiments in vivo, in both H. pylori infection animal models and
human trials, the results of the present work provide a scientific rationale for the use of L.
fermentum UCO-979C to prevent or reduce H. pylori -induced gastric inflammation in

humans.

Keywords: Helicobacter pylori, gastric inflammation, macrophages, gastric

epithelial cells, Lactobacillus fermentum UCO-979C
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INTRODUCTION

Helicobacter pylori infection cause an aggressive pro-inflammatory immune
response in the gastric tissue resulting in gastritis and a series of morphological changes
that increase the susceptibility to cancer development *. This gastric pathogen induces the
production of pro-inflammatory cytokines and chemokines such as interleukin IL-1p, IL-
6, IL-8, IL-23 and tumor necrosis factor (TNF-a) resulting in gastric inflammation
characterized by the infiltration of plasma cells, lymphocytes, neutrophils, and monocytes
within gastric tissue 2. In mice and human studies, the gastric mucosa of H. pylori -infected
subjects show upregulated nuclear factor kB (NF-kB) pathway and T-helper 1 (Th1) type
cytokine responses, which may disturb the integrity of the gut epithelial barrier 34, Given
the importance of inflammation in host disease, modulation of innate immunity in the
gastric mucosa is an attractive target for improving resistance against H. pylori infections
and reducing severity of the disease >*.

Probiotics could present a low-cost, large-scale alternative solution to prevent or
decrease the colonization of H. pylori. In fact, several works have demonstrated that
probiotics are effective as adjunct treatment in H. pylori infections or in prophylaxis 5.
However, deeper studies are necessary to fully understand the mechanisms of action
involved in their beneficial effects. In this regard, we have performed a detailed
characterization of the potential probiotic properties and the anti-H. pylori activity of
Lactobacillus fermentum UCO-979C, a lactic acid bacterium isolated from human
stomach. We demonstrated that the UCO-979C strain is able to tolerate acid and bile salts;
produces hydrogen peroxide; and has high hydrophobicity properties **. In addition, we
observed that this strain is able to efficiently adhere to gastric mucosa as demonstrated by
in vitro (gastric adenocarcinoma human cells (AGS) cells) and in vivo (Mongolian
Gerbils) experiments. Moreover, we found that L. fermentum UCO-979C strongly
inhibited the adhesion, growth and urease activity of H. pylori *.

Preliminary studies in AGS cells also showed that L. fermentum UCO-979C

significantly reduced H. pylori -induced IL-8 production!. However, no deeper
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immunological studies were performed with this strain. Therefore, the aim of this work
was to analyze whether L. fermentum UCO-979C beneficially modulates the innate
immune response triggered by H. pylori infection in human gastric epithelial cells and

macrophages.

MATERIALS AND METHODS

Microorganisms

Bacterial strains were obtained from the Bacterial Pathogenicity Laboratory
culture collection at University of Concepcion, Chile. Lactobacillus fermentum UCO-
979C was isolated and characterized in previous works %12, L. fermentum UCO-979C was
cultured in Mann-Rogosa Sharpe broth (MRS Difco) at 37°C for 24 hours, followed by
culturing on MRS agar under same conditions. Isolated colonies were suspended in
phosphate buffered saline (PBS) and adjusted to concentrations to test in cell cultures
(10°,10%r 107cells/ml).

Commercially available Helicobacter pylori ATCC 43504 (American Type
Culture Collection, Manassas, VA, USA) was cultured in Columbia blood agar base
(Oxoid, Basingstoke, UK) supplemented with 5% horse blood and selective supplement
DENT (Oxoid) in a microaerobic atmosphere (10% CO2, 5% O2, 85% N) at 37°C for 72
hours. Bacterial colonies were suspended in PBS enriched with 5% of horse serum (GE

Healthcare). Final concentration of 10’cells/ml was used for cells infection.

Cell lines

AGS (human gastric adenocarcinoma epithelial cells) were provided by the
Bacterial Pathogenicity Laboratory, Department of Microbiology, and stored at -80° C.
Propagation was carried out according to the thawing, propagation and freezing ATCC
CRL-1739 protocol for AGS cells. Cells were cultured in DMEM (Dulbecco's modified
Eagles Medium-Gibco) medium supplemented with 10% v/v of inactivated fetal bovine
serum (FBS) (Biological Industries), 100 U/ml of penicillin, and 100 pg/ml of

streptomycin (Corning). Cells were seeded in flat bottom 24-well polystyrene
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microplates in a 5% CO2 atmosphere at a density of 1x10° cells/ml until a confluence of
80-90%.

THP-1 (human monocytic leukemia) cell line was provided by the Department of
Clinical Biochemistry and Immunology, University of Concepcion. For propagation the
thawing, propagation and freezing ATCC TIB-202 protocol for THP-1 cells was used.
Briefly, cells were maintained in RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) medium
(Gibco) supplemented with 10% v/v of inactivated fetal bovine serum (SFB) (Biological
Industries), 100 U/ml of penicillin, and 100 pg/ml of streptomycin (Corning). Media was
replenished every 3 days in order to maintain the cell concentration in 1x10° cells/ml.
Then, 1x10° THP-1 cells/ml were seeded in 24-well plates and incubated with 200 nM of
PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate) for 24 hours, to induce the differentiation of

monocytes into macrophages for immunomodulation assays.

Helicobacter pylori adhesion to AGS cells

In order to evaluate the effect of L. fermentum UCO-979C on the adhesion of H.
pylori 43504, preincubation and coincubation experiments were performed with different
doses of the strain (10°,10° or 10 CFU/ml). In preincubation experiments AGS cells were
stimulated with L. fermentum UCO-979C during 24 hours before the challenge with H.
pylori, while in coincubation assays lactobacilli and H. pylori were administered
simultaneously. For both conditions, AGS cells were challenged with 10’ CFU of H.
pylori per ml for 24 hours. After the incubation period, the cells were washed, trypsinized,
and serial dilutions were made in PBS to determine H. pylori cell counts. Ten pul of each
bacterial cell suspension were seeded in triplicate on Columbia agar plates. Infected AGS

cells without lactobacilli treatment were considered as 100% adhesion.

AGS and THP-1 cells viability and cytotoxicity

The cytotoxic effect of the different treatments on AGS and THP-1 cells was
evaluated by the determination of LDH in the culture medium using the Wiener reagents
and procedures (Wiener Lab, Buenos Aires, Argentina). In addition, cells viability was

evaluated with the Bromide reduction assay of 3 (4,5-dimethyl-2-thiazoyl)-2,5-
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diphenyltetrazole (MTT) ROCHE Cell Proliferation Kit I (MTT) following the

manufacturer's instructions.

Cytokine profiles

In order to evaluate the immunomodulatory effect of L. fermentum UCO-979C the
production of cytokines and chemokines was determined in AGS and THP-1 cells. The
levels of TNF-a, IL-1p, IL-6, TGF-B, IL-8, and MCP-1 (pg/ml) were determined in the
supernatant AGS. The levels of TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10, 1L-12p70, IL-12p40 and IFN-
v (pg/ml) were determined were in THP-1 macrophages after H. pylori infection or LPS
(1,000 ng/ml; from Escherichia coli O55:B5 prepared by phenol extraction followed by
gel- filtration chromatography; Sigma, St. Louis, MO) challenge®®. Cytokines and
chemokines levels were measured with commercial enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) kits following the manufacturer's recommendations (DuoSet R&D Systems).
Tests were performed in triplicate. The values reported correspond to the average of the

determinations the standard deviation.

Statistical analysis

For the comparison of two groups the Student's t-test was used and for the
comparison of more than two groups a one-way analysis of variance (ANOVA) was
performed. Fisher test was used for posteriori comparisons. In all cases a level of

significance of 0.05 was used.

RESULTS

L. fermentum UCO-979C modifies cytokine profile in AGS and THP-1 cells

We first evaluated whether L. fermentum UCO-979C was able to exert any
detrimental effect AGS cells. For this purpose, different concentrations of lactobacilli
were used to stimulate AGS cells and 24 hours after bacterial administration, cells were
collected for the determination of viability and injury by using the MTT colorimetric assay

and evaluating LDH activity in supernatants. As shown in Figure 1, no differences were
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observed between control and lactobacilli-treated AGS cells when cells viability and LDH

were compared.
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Figure 1. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C on viability and cytotoxicity
of human gastric epithelial cells (AGS cells). AGS cells were treated with different doses of L.
fermentum UCO-979C. The percentage of viable cells by MTT colorimetric assay and the levels
of LDH in culture supernatants were determined 24 hours after lactobacilli stimulation. The results
represent data from three independent experiments. Results are expressed as mean + SD. a-C

Means with different letters differ significantly (p<0.05).

Then, the capacity of L. fermentum UCO-979C to differentially modulate the
production of cytokines and chemokines was evaluated by determining the levels of TNF-
a, IL-1B, IL-6, TGF-B, IL-8 (CXCL8) and MCP-1 (CCL2) in culture supernatants (Figure
2). Stimulation of AGS cells with the UCO-979C strain significantly increased the levels
of the inflammatory cytokines TNF-a, IL-1B3, IL-6 with all the evaluated doses. In
addition, we observed that the production of the chemokine MCP-1 by AGS cells was
increased with 10° or 107 cells of L. fermentum UCO-979C. On the contrary, the levels of

IL-8 were not modified with any of the doses assessed. Interestingly, the levels of the
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immunomodulatory cytokine TGF-f were significantly increased in lactobacilli treated

AGS cells when compared to controls (Figure 2).
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Figure 2. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C on cytokine production of
human gastric epithelial cells (AGS cells). AGS cells were treated with different doses of L.
fermentum UCO-979C. The levels of TNF-a, IL-1B, IL-6, TGF-B, IL-8, and MCP-1 (pg/ml) in
culture supernatants were determined 24 hours after lactobacilli stimulation. The results represent
data from three independent experiments. Results are expressed as mean + SD. a-c Means with
different letters differ significantly (p<0.05).
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We next determined whether L. fermentum UCO-979C was able to exert
immunomodulatory effects in macrophages by using the THP-1 cell line. THP-1
monocytes were differentiated into macrophages with PMA and then stimulated with
lactobacilli. As shown in Figure 3, treatment of THP-1 macrophages slightly reduced
viability of macrophages, especially with the highest dose evaluated. In line with this
finding, LDH was increased in TPH-1 macrophages treated with L. fermentum UCO-979C

when compared to control cells.
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Figure 3. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C on viability and cytotoxicity
of human macrophages (THP-1 cells). Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA)-differentiated
THP-1 macrophages were treated with different doses of L. fermentum UCO-979C. The
percentage of viable cells by MTT colorimetric assay and the levels of LDH in culture supernatants
were determined 24 hours after lactobacilli stimulation. The results represent data from three
independent experiments. Results are expressed as mean + SD. a-cMeans with different letters

differ significantly (p<0.05).

In order to evaluate the capacity of L. fermentum UCO-979C to modulate THP-1
macrophages cytokine profile, we next determined the production of several factors
including inflammatory (TNF-a, IL-1f3, 1L-6), Thl (IL-12p70, 1L-12p40, IFN-y) and
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immunoregulatory (IL-10) cytokines (Figure 4). Inflammatory cytokines as well as Thl
related factors were significantly increased in THP-1 macrophages after lactobacilli
treatment, in a dose-independent manner. Interestingly, IL-10 production was also

improved in macrophages after the stimulation with L. fermentum UCO-979C.
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Figure 4. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C on cytokine production of
human macrophages (THP-1 cells). Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA)-differentiated
THP-1 macrophages were treated with different doses of L. fermentum UCO-979C. The levels of
TNF-a, IL-1p, IL-6, 1L-10, IL-12p70, 1L-12p40 and IFN-y (pg/ml) in culture supernatants were
determined 24 hours after lactobacilli stimulation. The results represent data from three
independent experiments. Results are expressed as mean + SD. a-c Means with different letters

differ significantly (p<0.05).

L. fermentum UCO-979C modifies the immune response of AGS cells against
H. pylori infection

The ability of L. fermentum UCO-979C to reduce the adhesion of H. pylori on
AGS cells was next evaluated (Figure 5). Two different approaches were used. In the first
one, L. fermentum UCO-979C was added to AGS cells before H. pylori challenge
(preincubation experiments). In the second set of experiments, the UCO-979C strain was
added to AGS cells together with H. pylori (coincubation experiments). In both
experiments L. fermentum UCO-979C was able to significantly reduce the adherence of
H. pylori to AGS cells when compared to untreated cells (Figure 5). Of note, inhibition
of H. pylori adhesion was more notable when the UCO-979C strain was used before the
challenge with the gastric pathogen (Figure 5). Therefore, pre-incubation experiments

were selected for further immunological studies.
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Figure 5. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C on Helicobacter pylori
adhesion to human gastric epithelial cells (AGS cells). Preincubation and coincubation
experiments were performed with different doses of the probiotic strain. In preincubation
experiments AGS cells were stimulated with L. fermentum UCO-979C during 24 hours before the
challenge with H. pylori, while in coincubation assays lactobacilli and H. pylori  were
administered simultaneously. For both conditions, AGS cells were then challenged with H. pylori
for 24 hours. The results represent data from three independent experiments. Results are expressed

as mean £ SD. a-c Means with different letters differ significantly (p<0.05).

The challenge of AGS cells with H. pylori significantly reduced de percentage of
viable cells and increased the levels of LDH suggesting a severe cellular damage (Figure
6). The treatment of AGS cells with L. fermentum UCO-979C significantly improved cells
viability and reduced damage as shown by LDH levels (Figure 6), indicating that the

UCO-979C strain was able to reduce the severity of the infection.
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Figure 6. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C on viability and cytotoxicity
of human gastric epithelial cells (AGS cells) after the challenge with Helicobacter pylori. AGS
cells were treated with different doses of L. fermentum UCO-979C for 24 hours and then
challenged with the gastric pathogen. The percentage of viable cells by MTT colorimetric assay

and the levels of LDH in culture supernatants were determined 24 hours after H. pylori infection.
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The results represent data from three independent experiments. Results are expressed as mean +
SD. a-¢ Means with different letters differ significantly (p<0.05).

The evaluation of inflammatory cytokines and chemokines indicated that H. pylori
challenge induced a potent inflammatory response in AGS cells (Figure 7). In fact, the
levels of TNF-a, IL-1PB, IL-6, IL-8 and MCP-1 were increased in AGS challenged with
H. pylori when compared to unchallenged controls. Of interest, the preventive treatment
of AGS cells with L. fermentum UCO-979C significantly reduced the production of

inflammatory factors in response to H. pylori challenge (Figure 7).
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Figure 7. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C on cytokine production of
human gastric epithelial cells (AGS cells) after the challenge with Helicobacter pylori. AGS
cells were treated with different doses of L. fermentum UCO-979C for 24 hours and then
challenged with the gastric pathogen. The levels of TNF-a, IL-1p, IL-6, TGF-B, IL-8, and MCP-
1 (pg/ml) in culture supernatants were determined 24 hours after H. pylori infection. The results
represent data from three independent experiments. Results are expressed as mean + SD. a-C
Means with different letters differ significantly (p<0.05).

The challenge of AGS cells with the gastric pathogen also induced a slight but
significant increase of the immunoregulatory cytokine TGF-p (Figure 7). However, in
lactobacilli-treated AGS cells the levels of TGF-B were significantly higher when

compared to infected AGS controls.

L. fermentum UCO-979C modifies the immune response of THP-1 cells
against H. pylori infection

Finally, we evaluated whether L. fermentum UCO-979C differentially modulated
the immune response of THP-1 macrophages to H. pylori or LPS challenges. The
stimulation of THP-1 macrophages with the gastric pathogen or LPS significantly reduced
the viability of cells and increased the levels of LDH (Figure 8). The preventive treatment
of THP-1 macrophages with the UCO-979C strain improved cells viability and reduced

the release of LDH into the culture supernatants.
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Figure 8. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C on viability and cytotoxicity
of human macrophages (THP-1 cells) after the challenge with Helicobacter pylori or LPS.
Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA)-differentiated THP-1 macrophages were treated with
different doses of L. fermentum UCO-979C for 24 hours and then challenged with the gastric
pathogen or LPS. The percentage of viable cells by MTT colorimetric assay and the levels of LDH
in culture supernatants were determined 24 hours after H. pylori infection or LPS stimulation. The
results represent data from three independent experiments. Results are expressed as mean + SD.
a-cMeans with different letters differ significantly (p<0.05).

Both, H. pylori and LPS significantly increased the production of inflammatory

factors in THP-1 macrophages. However, LPS induced the production of higher levels of
TNF-a, IL-1p and IL-6 when compared to H. pylori challenge (Figure 9). L. fermentum
UCO-979C significantly reduced the production of TNF-a after the challenge with the
gastric pathogen, but it was not able to induce changes in IL-1p or IL-6 levels (Figure 9).
Interestingly, the UCO-979C strain reduced the production of these three inflammatory
cytokines in response to LPS stimulation.
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Figure 9. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C on cytokine production of
human macrophages (THP-1 cells) after the challenge with Helicobacter pylori or LPS.
Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA)-differentiated THP-1 macrophages were treated with
107 cells of L. fermentum UCO-979C for 24 hours and then challenged with the gastric pathogen
or LPS. The levels of TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-12p40 and IFN-y (pg/ml) in culture
supernatants were determined 24 hours after H. pylori infection or LPS stimulation. The results

represent data from three independent experiments. Results are expressed as mean + SD. a-c
Means with different letters differ significantly (p<0.05).

The production of the Thl cytokines IFN-y, IL-12p70 and IL-12p40 was also
increased in THP-1 macrophages after the challenges with both LPS and H. pylori (Figure
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9). L. fermentum UCO-979C was not able to induce changes in the production of IL-12p70
or IL-12p40 in H. pylori -challenged THP1 macrophages but it slightly increased IFN-y
levels. On the other hand, the UCO-979C strain improved the levels of IFN-y and IL-
12p70 in LPS-challenged macrophages (Figure 9).

Both, H. pylori and LPS significantly increased the production of the
immunoregulatory cytokine IL-10 in THP-1 macrophages. Of note, L. fermentum UCO-
979C significantly improved IL-10 production in both H. pylori and LPS challenged

macrophages when compared to controls (Figure 9).

DISCUSSION

Research from the last decade, has demonstrated that various species of
Lactobacillus are capable of improving the resistance against the gastric pathogen H.
pylori, by inhibiting its growth as well as enhancing its eradication rates &°. Several
mechanisms have been proposed to explain the beneficial effects of probiotic lactobacilli
including the production of antimicrobial compounds such as bacteriocins, autolysins and
organic acids; as well as adhesion inhibition and the modulation of the immune defense
89 Most of these studies have been performed with commercially available strains of
different origins but few studies were made with probiotics strains isolated from human
stomach. In this regard, we previously characterized the potential probiotic properties of
L. fermentum UCO-979C strain isolated from a human stomach 2. Several physiological
properties of the UCO-979C strain related to its probiotic potential were evaluated,
including tolerance to acid and bile, hydrophobicity, saline aggregation and in vitro
adherence 4, L. fermentum UCO-979C was able to resist bile salts and survive at pH 3
for 24 hours showing a behavior that was similar to the observed for other probiotics strain
such as L. rhamnosus GG or L. casei Shirota with respect to its tolerance to gastrointestinal
conditions. Moreover, in vivo experiments in Mongolian gerbils clearly demonstrated the

capacity of the UCO-979 strain to colonize and survive within the gastric mucosa **.
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The first step in H. pylori infection involves the penetration into the gastric mucin
and the adhesion to epithelial cells. In addition, it was reported that H. pylori strains
capable of forming biofilms have an improved persistence in human infections becoming
refractory to the antimicrobial therapy >6. Therefore, we have also evaluated the capacity
of the UCO-979C strain to form biofilms and reduce H. pylori adhesion %, Our results
showed that L. fermentum UCO-979C is able to form biofilms in both abiotic and biotic
surfaces and that the exopolysaccharide synthesis is associated to this ability* 4. Biofilm
formation by probiotic bacteria is considered a beneficial property because it contributes
to colonization and longer permanence over time in the host’s mucosa, thereby preventing
colonization by pathogenic bacteria®’. In fact, we have clearly shown in in vitro and in
vivo experiments that L. fermentum UCO-979C significantly diminished the adhesion,

growth and urease activity of H. pylori 1114,

On the other hand, the capacity of L. fermentum UCO-979C to beneficially
modulate the immune response to H. pylori infection was not studied in detail before. Our
preliminary results in AGS cells showed that the UCO-979C strain was able to reduced
H. pylori -induced IL-8 production, indicating a potential immunomodulatory effect11. In
this work, we have significantly advanced in the immunological characterization of the
beneficial effects of L. fermentum UCO-979C by demonstrating its ability to modulate the
inflammatory responses of both gastric epithelial cells and macrophages in response to H.
pylori infection.

IL-8 secreted by gastric epithelial cells is a potent neutrophil-activating and
chemotactic agent that plays a major role in triggering the mucosal inflammation caused
by H. pylori -2, Increased levels of IL-8 in gastric fluids as well as biopsy samples have
been reported in patients with H. pylori infection 1°, Moreover, whole genome analysis
performed by Eftang et al 2! in H. pylori -exposed AGS cells revealed that after 3 hours
exposure IL-8 is the single most upregulated gene among 38,000 genes evaluated. The
levels of IL-8 mMRNA in the gastric mucosa of H. pylori -infected patients correlate
significantly with the severity of gastritis 22 and the risk of gastric cancer 23?4, In fact, the

activation of NF-kB and upregulation of IL-8 in gastric epithelial cells were suggested as
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the critical mechanisms responsible for H. pylori -induced chronic inflammation and
gastric carcinogenesis 2324, Then, strategies to reduce H. pylori -induced chronic

inflammation have been focus in the modulation of IL-8.

Some studies have documented the ability of lactobacilli to beneficially modulate
IL-8 production during H. pylori infection. In this regard, it was reported that coincubation
of L. gasseri OLL2716 with a MKN45 cell line infected with H. pylori inhibited
expression of 1L-8 when compared with the control °. L. acidophilus LA5 was also shown
to reduce IL-8 production induced by H. pylori in MKN45 gastric epithelial cells6. In
addition, L. salivarius B101, L. rhamnosus B103 and L. plantarum XB7 inhibited IL-8

secretion from H. pylori -infected AGS cell %°.

In our previous study ! and in this work, we demonstrated that L. fermentum UCO-
979C significantly reduce the production of IL-8 in AGS cells challenged with H. pylori.
We have extended these findings here by demonstrating that the UCO-979C strain also
modulates the production of other inflammatory factors. Reduced levels of TNF-a, IL-1f3,
IL-6, and MCP-1 were found in L. fermentum UCO-979C treated AGS cells when
compared to untreated infected controls. This finding is of importance since it should not
be automatically assumed that probiotics capable of modulating the production of IL-8 in
AGS cells also modulate other inflammatory factors in response to H. pylori infection. In
line with this statement, it was reported that the challenge of AGS cells with H. pylori J99
significantly increased the levels of IL-8, TNF-a and IL-6 in agreement with the capacity
of the pathogen to mount a robust inflammatory response in gastric cells’. However, when
AGS cells were coincubated with the probiotic strain Streptococcus thermophilus
CRL1190 and H. pylori a significant decrease in IL-8 production was observed while no

effect was evident in the levels of TNF-a, and IL-6 7.

Of interest, in addition to its capacity to reduce the production of inflammatory
factors we observed that L. fermentum UCO-979C was also capable to improve the
production of TGF-B in H. pylori -infected AGS cells. It was shown that in the normal

gastrointestinal mucosal, the TGF-f signal down regulate NF-kB activation by stimulating
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the negative regulator IkBo. 28. It was also reported that TGF-B negatively regulates Thil
cells and that TGF-B-deficient mice spontaneously develop gastritis?’. Moreover, H.
pylori infection inhibits the TGF- signal pathway via activation of the gastric Smad7
expression to promote inflammation 2. Then, the ability of L. fermentum UCO-979C to
improve TGF-B production would be also involved in its protective effect. Our findings
are in agreement with the study of Yang et al ¢, which were the first in demonstrating that
the probiotic strain L. acidophilus LAS5 is able to increase TGF-B and ameliorate the H.

pylori -induced gastric inflammation in vitro.

In an attempt to characterize the mechanism involved in the suppression of IL-8
secretion by lactobacilli, some works have evaluated their effects in signaling pathways
that mediated the production of inflammatory factors. L. salivarius B101 and L.
rhamnosus B103 inhibited IL-8 secretion from H. pylori -infected AGS cells through the
suppression of NF-kB activation while L. plantarum XB7 was capable of suppressing NF-
«B and c-Jun activation %°, The reduction of IL-8 production in H. pylori -infected MKN45
gastric epithelial cells induced by L. acidophilus LA5 was mediated by the inactivation of
Smad7 and NF-xB pathways . Moreover, the down-regulation of Smad7 production
induced by the LAS5 strain was also involved in the improved production of TGF-p ©.
However, the receptors and cellular factors that mediate the effects on those signaling
pathways were not characterized. Therefore, the detailed elucidation of the bacterial
molecules and host receptor and signaling pathways involved in the immunomodulatory
effects of L. fermentum UCO-979C on gastric epithelial cells is an interesting topic for

future research.

It was reported that monocytes/macrophages play an important role in the
inflammatory disease caused by H. pylori. Several inflammatory mediators are produced
by macrophages in response to this gastric pathogen. Research work demonstrated that
human monocytes and macrophages secreted IL-1p in response to H. pylori infection %,
Moreover, it was shown that IL-1p is produced in a caspase-1 dependent manner in PMA-

differentiated THP-1 cells after H. pylori challenge . Studies in murine RAW cells also
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showed that H. pylori and its virulence factors are capable of increasing the production of
other inflammatory mediators in macrophages including TNF-o,, MCP-1, IL-8, IL-6, and
IFN-y 3132 In line with these previous works, we observed here that the challenge of PMA-
differentiated THP1 macrophages with H. pylori significantly enhanced the production of
TNF-a, IL-1p, IL-6, 1L-12p70, 1L-12p40, and IFN-y.

The present study also showed evidence of the capacity of L. fermentum UCO-
979C to modulate the cytokine response of macrophages to H. pylori infection. The UCO-
979C strain was capable of reducing the production of TNF-a and improving IFN-y levels.
These findings are of interest since it was described that both TNF-a and IFN-y secreted
by macrophages could have several implications during infection. It has been shown that
in the case of H. pylori infection, TNF-a accumulation during the development of gastric
injury has a negative effect on the clearance of apoptotic gastric epithelial cells 3. The
lack of apoptotic cells’ clearance further enhances the inflammatory state of gastric
mucosa through release of additional proinflammatory mediators from the dying cells
following their secondary necrosis. Studies have also demonstrated a Thl profile of H.
pylori -mediated inflammation. Earlier studies showed a strong upregulation of IL-12p40,
IL-12p35, TNF-a, and IFN-y mRNAs in biopsies of the antral mucosa of H. pylori —
infected patients with severe gastric inflammation and peptic ulcer *. An increase in
serum level of IFN-y occurs in H. pylori —infected patients and experimental animal
models and is a predictor of clinical outcome 3%, Although elevated and sustained levels
of IFN-y have been associated with inflammatory damage, appropriate levels of this
cytokine have been linked to protection. In this regard, experiments in mice deficient in
IFN-y or IRF1 (a downstream modulator of IFN-y) showed that animals fail to develop
gastric inflammation but have increased susceptibility to H. pylori colonization ¥'.

In addition, we demonstrated here that L. fermentum UCO-979C improves the
production of IL-10 in THP1 macrophages challenged with H. pylori. The role and the
changes in IL-10 production by macrophages during H. pylori infection is still

controversial. It was reported that IL-10 levels were decreased following H. pylori
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challenge in RAW cells and that this effect was associated to an improved inflammation
in the murine macrophages 2. On the other hand, the concentration of IL-10 in THP-1
cells treated with H. pylori was significantly upregulated compared to that in the non-H.
pylori -infected groups *. The work suggested that the enhanced levels of IL-10 play a
crucial role in the persistence of H. pylori infection, because it allows the escape from the
host's immune responses. Interestingly, in vivo studies in macrophage-depleted mice
showed a decreased IL-10 production in the gastric mucosa after H. pylori infection,
leading to increased IL-17-mediated responses and increased neutrophil accumulation at
the gastric mucosa 3°. However, 1L-10-mediated regulatory responses driven by a
particular population of mononuclear phagocytes identified as CD11b*F4/80Mo"
CD64"CX3CR1" cells also contributed to maintaining high levels of H. pylori loads in the
stomach by reducing effector T cell responses *°. Then, IL-10 would have a very complex

role during H. pylori infection.

L. fermentum UCO-979C also modulated cytokine production in THP-1
macrophages challenged with LPS, indicating that its immunomodulatory effect is not
limited to H. pylori infection but can be extended to other pathogens able to induce a
TLR4-mediated inflammatory response. To evaluate the ability of the UCO-979C strain
to beneficially influence the immune response to other pathogenic Gram negative bacteria
is an interesting point for further research.

Our results allow us to hypothesize that the different balance in the TNF-a/IFN-
v/IL-10 production by macrophages induced by the UCO-979C strain could offer
advantages in the protection against H. pylori infection by improving the clearance of the
pathogen and the protection against inflammatory damage. In vivo studies that evaluate
the ability of the UCO-979C strain to modulate the production of these three cytokines
and that allow us to connect them to protective effects against H. pylori infection would

be of great importance. We intend to carry out these studies in the immediate future.

In conclusion, we have demonstrated that L. fermentum UCO-979C is able to

differentially modulate the cytokine response of gastric epithelial cells and macrophages
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after H. pylori infection. Therefore, L. fermentum UCO-979C has several characteristics
making it an excellent candidate as a probiotic to prevent infections caused by this gastric
pathogen. The UCO-979C strain is able to inhibit H. pylori growth, reduce bacterial urease
activity, decrease pathogen adhesion to gastric cells, and beneficially regulate the
inflammatory response triggered by the infection in gastric epithelial cells and
macrophages.
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CAPITULO V

THE EXOPOLYSACCHARIDE OF Lactobacillus
fermentum UCO-979C IS PARTIALLY INVOLVED
IN ITS IMMUNOMODULATORY EFFECT AND
ITS ABILITY TO IMPROVE THE RESISTANCE
AGAINST Helicobacter pylori INFECTION.

Garcia-Castillo, V., Marcial, G., Albarracin, L., Tomokiyo,
M., Clua, P., Takahashi, H., Kitazawa, H., Garcia-Cancino, A.,
Villena, J.

Manuscrito publicado: Microorganisms. (2020). 8(4):479.
https://doi.org/10.3390/microorganisms8040479.
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ABSTRACT

Lactobacillus fermentum UCO-979C (Lf979C) beneficially modulates the
cytokine response of gastric epithelial cells and macrophages after Helicobacter pylori
infection in vitro. Nevertheless, no in vivo studies were performed with this strain to
confirm its beneficial immunomodulatory effects. This work evaluated whether Lf979C
improves protection against H. pylori infection in mice by modulating the innate immune
response. In addition, we evaluated whether its exopolysaccharide (EPS) was involved in
its beneficial effects. Lf979C significantly reduced TNF-o, IL-8, and MCP-1 and
augmented IFN-y and IL-10 in the gastric mucosa of H. pylori-infected mice. The
differential cytokine profile induced by Lf979C in H. pylori-infected mice correlated with
an improved reduction in the pathogen gastric colonization and protection against
inflammatory damage. The purified EPS of Lf979C reduced IL-8 and enhanced IL-10
levels in the gastric mucosa of infected mice, while no effect was observed for IFN-y. This
work demonstrates for the first time the in vivo ability of Lf979C to increase resistance
against H. pylori infection by modulating the gastric innate immune response. In addition,
we advanced knowledge of the mechanisms involved in the beneficial effects of Lf979C

by demonstrating that its EPS is partially responsible for its immunomodulatory effect.
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INTRODUCTION

Helicobacter pylori (H. pylori) colonizes around 50% of the world population.
This bacterium is able to dominate the gastric microbiota and lead to gastric inflammation
(gastritis) in infected individuals 2. The conventional treatment for H. pylori infection
involves the combination of two antibiotics (amoxicillin/clarithromycin) and a proton
pump inhibitor. Although this therapy has been useful in reducing the pathologies
associated with H. pylori, its high cost, patient non-adherence to treatment, and the
appearance of resistant strains, have led to the search for new innocuous, natural and

healthier options, such as probiotics or plant derivatives *°.

In recent years, the scientific advances in probiotics have demonstrated their
ability to improve resistance against infectious diseases including those produced by
gastrointestinal, respiratory and urinary pathogens %8, As probiotics have been proven to
restore the microbiota balance, inhibit pathogen’s growth and/or modulate mucosal
immune responses, these microorganisms have been widely used in the development of
functional foods aiming to improve resistance against bacterial and viral pathogens 829,
For this reason, the research interest in the characterization of new probiotic strains with

outstanding benefits on human health has been increased in recent years*!.

It is recognized that the gastric microbial community and the mucosal immune
responses determine the outcome of H. pylori infection *2. Alterations in the microbiota
and deregulation of the inflammatory response during H. pylori infection can led to the
development of important diseases such as peptic ulcer, gastric cancer and mucosa-
associated lymphoid tissue (MALT) lymphoma 2. Thus, probiotics have appeared as an
alternative to modulate stomach microbiota and/or gastric inflammation and to reduce the
severity and complications of H. pylori infection 34, In this regard, our previous studies
demonstrated the benefits of Lactobacillus fermentum UCO-979C against the pathogenic
bacteria H. pylori, which were related to its capability of forming biofilms °. L. fermentum
UCO-979C inhibited bacterial growth, reduced H. pylori urease activity, decreased

pathogen adhesion to human gastric epithelial cells and beneficially regulated the
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inflammatory response in in vitro model by reducing the inflammatory chemokine IL-8
16. Besides, L. fermentum UCO-979C was able to differentially modulate the production
of TNF-a, IFN-y and IL-10 by gastric epithelial cells and macrophages, which may offer
advantages in the protection against H. pylori infection by improving the clearance of the
pathogen and the protection against inflammatory damage !’. Futher in vitro studies
demonstrated that the UCO-979C strain is a remarkable immunomodulatory agent due to
its ability to differentially modulate the immune response triggered by Toll- like receptor
4 (TLR4) activation through the modulation of TLR negative regulators expression in

epithelial cells 8.

Our previous studies with L. fermentum UCO-979C indicated the potential of this
immunobiotic strain to beneficially modulate the immune response to H. pylori infection.
However, the molecules of the UCO-979C strain involved in its immunomodulatory effect
were not investigated in detail. Moreover, the ability of L. fermentum UCO-979C to
modulate the immune response against the gastric infection in vivo has not been evaluated
before. Therefore, the aim of this work was to evaluate the effect of L. fermentum UCO-
979C or its secreted exopolysaccharide (EPS) on the immune response triggered by the

pathogenic bacteria H. pylori in vitro and in vivo in a mouse model.
MATERIALS AND METHODS

Microorganisms

L. fermentum UCO-979C 1® was obtained from the Bacterial Pathogenicity
Laboratory culture collection at University of Concepcion (Concepcion, Chile). L.
fermentum CRL973 was obtained from the CERELA-CONICET culture collection
(Tucuméan, Argentina). Lactobacilli strains were grown in Mann—-Rogosa—Sharpe Agar
(MRS) (Difco, Lawrence, KS, USA) at 37°C. After an overnight growth, bacteria were
transferred to MRS broth and cultured at 37°C until stationary phase °. Afterwards, the
bacteria were pelleted (3000% g for 10 minutes), washed twice with phosphate-buffered
saline (PBS) and suspended in specific media for in vivo or in vitro assays.
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Commercially available H. pylori ATCC43504 (American Type Culture
Collection, Manassas, VA, USA) and a mouse-adapted strain H. pylori SS1 ° were used
for cell culture assays and to induce gastric infection in mice, respectively. Both strains
were obtained from the Bacterial Pathogenicity Laboratory culture collection at University
of Concepcion (Concepcion, Chile). Bacteria were cultured on Columbia blood agar base
(Oxoid, Hampshire, UK) supplemented with 5% horse blood and antibiotics (supplement
DENT, Oxoid, Hampshire, UK) in a microaerobic atmosphere (10% CO2, 5% O, 85%
N2) at 37°C for 72 hours. The growth form the entire plate was washed twice with PBS
and suspended in PBS enriched with 5% of horse serum (GE Healthcare, Chicago, IL,
USA).

Exopolysaccharide Extraction

The secreted EPS was isolated according to Ferrer et al. 2° with slight
modifications. Briefly, a chemical-defined medium (CDM) was inoculated with (2% v/v)
of an overnight culture of selected lactobacilli (grown as referred in Section 2.1) and
incubated for 24 hours at 37 °C under microaerobic conditions. After incubation, media
were centrifuged (10,000% g, 30 minutes, at 4°C) and the supernatant treated with
trichloroacetic acid (Winkler, Chile) (final concentration 15% v/v) for 2 hours under
agitation. Then, proteins were precipitated by centrifugation (10,000x g for 30 minutes,
at 4°C) and the supernatant was mixed with 2 volumes of absolute cold ethanol (Merck,
Darmstadt, Germany) followed by an overnight incubation at 4°C, to enhance the EPS
precipitation. Finally, the EPS was harvested by centrifugation (10,000x g, 30 minutes, at
4°C) and the pellet was dissolved in distilled water (1/10 of the original volume), dialyzed
at 4°C by using dialysis membranes (14 kDa cut-off, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
and finally lyophilized ?°. For in vivo and in vitro assays, the dried EPS was suspended in
PBS.

Cell Lines
Human gastric adenocarcinoma epithelial cells (AGS, ATCC CRL1739) were
provided by the Bacterial Pathogenicity Laboratory, Department of Microbiology,
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University of Concepcion (Concepcion, Chile). Activation, propagation and freezing were
carried out according to protocol for AGS cells (https://www.atcc.org/products/all/CRL-
1739). AGS cells were cultured and handled according to Garcia-Castillo et al. (2018) *'.
After incubation, cells (1x10° cells/ml) in a flat-bottom 24-well were washed with warmed

PBS, and fresh culture media without antibiotics was added.

The human monocytic leukemia (THP-1) cell line was provided by the Department
of Clinical Biochemistry and Immunology, University of Concepcion (Concepcion,
Chile). Activation, propagation and freezing were carried out according to protocol for
THP-1 cells (https://www.atcc.org/products/all/TIB-202). For assays, THP-1 cells were
handled according to Garcia-Castillo et al. . Cells were maintained in RPMI-1640
medium (Gibco) supplemented with 10% v/v of heat-inactivated fetal bovine serum (SFB)
(Biological Industries, Cromwell, CT, USA), 100 U/mL of penicillin, and 100 pg/mL of
streptomycin (Corning). THP-1 cells (1x10° cells/mL) were incubated with 200 nM of
PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate) for 24 hours, to induce the differentiation of
monocytes into macrophages. For immunomodulation assays, cells were washed and fresh

culture media without antibiotics was added.

Effect of EPS on H. pylori Adhesion to AGS Cells

The effect of EPSs isolated from L. fermentum UCO-979C or L. fermentum
CRL973 on the adhesion of H. pylori ATCC 43504 to AGS cells was evaluated as
previously described by Garcia-Castillo et al. 1" with modifications. Briefly, AGS cells
were co-incubated with 100 pg/mL of UCO-979C EPS or CRL973 EPS for 24 h before
the challenge with 10’ CFU/mL of H. pylori ATCC43504 for other 24 h. After incubation,
AGS cells were washed and detached with 300uL of Trypsin/EDTA 0.05% (Corning,
Manassas, VA, USA), then 700uL. of DMEM without antibiotics was added. Suspension
was homogenized and 10-fold dilution series were performed in PBS. Serial dilutions of
the bacteria/cell suspension were seeded in selective Columbia agar plates. AGS cells
infected with H. pylori without prophylactic treatment were considered as 100% adhesion.

The UCO-979C EPS concentration was selected by preliminary experiments.
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Effect of EPS on AGS and THP-1 Cells Cytokines Profiles

In order to evaluate the effect of EPSs on the innate immune response, AGS cells
or THP-1 differentiated macrophages were incubated with 100 ug/mL UCO-979C EPS or
CRL973 EPS for 24 h, and supernatants were collected for cytokines analysis. Cells
without EPS stimulation were used as basal controls.

The effect of UCO-979C EPS or CRL973 EPS in the cytokine response to H.
pylori infection was also evaluated. AGS cells or THP-1 differentiated macrophages were
incubated with 100 pg/mL of UCO-979C EPS or CRL973 EPS and then challenged with
107 CFU/mL of H. pylori ATCC 43504 for 24 hours. Cells without EPS stimulation and
infected with H. pylori were used as infected controls. After incubation, supernatants were
collected and kept at —80°C to determined cytokines and chemokines by ELISA (DuoSet
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). The levels of TNF-a, IL-6 and IL-8, and MCP-
1 (pg/ml) were determined in the supernatant of AGS cells. The levels of TNF-a, IL-6,
IL-10 and IFN-y (pg/ml) were determined in the supernatant of THP-1 cells.

Animals and experimental infection

Female adult Swiss (6-week-old) SPF (specific pathogen free) mice were obtained
from the closed colony kept at CERELA-CONICET (Tucuman, Argentina). They were
housed in plastic cages with controlled room temperature (22 + 2 °C temperature, 55+2%
humidity) and were fed ad libitum with a conventional balanced diet. Animal welfare was
ensured by researchers and special trained staff in animal care and handling at CERELA-
CONICET. Animal health and behavior were monitored twice a day. This study was
carried out in strict accordance with the recommendations in the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals of the Guidelines for Animal Experimentation of CERELA.
The CERELA Institutional Animal Care and Use Committee prospectively approved this
research under the protocol BIOT-CRL-IBT18.

Mice were treated with viable L. fermentum UCO-979C or L. fermentum CRL973
or their EPSs. Viable bacteria were administered on two consecutive days at a daily dose
of 108 CFU/mouse. Bacteria were suspended in 5 mL of 10% skimmed milk and added to
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the drinking water and the consumption was monitored ensuring each mouse drinks 5-6
mL per day. Lactobacilli viability in drinking water was assessed after 24 hours by plating
in MRS and Bactlight® viability kit (Thermofisher, Buenos Aires, Argentina). UCO-
979C EPS or CRL973 EPS were administered by drinking water at a concentration of 100
pg/mL for two consecutive days. The infection control only received water instead
probiotic or EPS suspension. After two days of lactobacilli or EPSs administration, these
mice and untreated controls were infected with H. pylori SS1 using 100uL of 6x
108CFU/mL of the pathogenic strain by gavage .. Mice were housed individually during
the experiments and the assays for each parameter studied were performed in 5-6 mice
per group. Two days post-infection (dpi), blood samples were collected in heparinized
tubes by cardiac puncture under anesthesia. Afterwards, the stomachs were removed and
processed for histological and immunological examination. To assess the gastric damage
after H. pylori infection, stomachs were fixed in 4% (v/v) formalin saline solution, then
dehydrated and embedded in paraffin wax (Leica Microsystems, Mannheim, Germany).
Samples were cut in sections and stained with hematoxylin-eosin. Blind microscopic

examination of slides was performed.

Adhesion of H. pylori to mouse gastric mucosa

In order to evaluate the H. pylori adhesion in presence or absence of lactobacilli
or EPS, stomachs were aseptically excised, weighed and dissected. Each stomach was
placed in BHI broth, homogenized and diluted in PBS (10 fold). Then, dilutions were
seeded on selected agar media for H. pylori and incubated for 72 hours at 37°C under
microaerobic conditions 2. H. pylori presence was confirmed by Gram staining and

positive urease activity, and the concentration was expressed as CFU per gram of stomach.

Urease activity was determined in processed stomachs by a modified version of
red phenol method 2324, Briefly, stomach samples were placed in a solution containing
0.002% of phenol red, urea 150 and 100 mM phosphate buffer and urease activity was
measured by absorbance (570 nm) after 2 h by using Infinite M200 pro (TECAN) plate

75



reader. H. pylori SS1-infected group mean absorbance was considered as 100% of urease

activity.

Gastric and serum immunological response

For evaluating the effect of the prophylactic administration of lactobacilli or their
EPSs on the inflammatory response, cytokines and chemokines were measured. Briefly,
stomachs from mice were individually grounded in a mortar with cold 5 mL of PBS and
centrifuged 2>%. Supernatant was collected and stored at —80°C until cytokine/chemokine
determination. Cytokines (IFN-y, IL-10, TNF-a) and chemokines (IL-8, MCP-1) were
quantified by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Kkits, following the
manufacturer’s recommendations (DuoSet R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). The
values were expressed as pg per gram of stomach. In addition, to evaluate the effect of
lactobacilli and EPSs treatments and infection on the systemic immune response, blood
samples from mice were collected in heparinized tubes by cardiac puncture. Mouse serum
samples were kept at —80°C until cytokine/chemokine determination by ELISA Kits.

Values were expressed as pg/mL of serum.

Statistical Analysis

Experiments were performed in triplicate and results were expressed as
meanzstandard deviation. After verification of the normal distribution of data, 2-way
ANOVA was used. Tukey’s test (for pairwise comparisons of the means) was used to test
for differences between the groups. Differences were considered significant at p < 0.05 or
p <0.01.

RESULTS

L. fermentum UCO-979C improves the resistance against H. pylori infection
in mice

Our previous in vitro studies have clearly demonstrated the ability of L. fermentum
UCO0-979C to inhibit H. pylori growth and adhesion to human gastric epithelial cells *°
and to beneficially regulate the inflammatory response triggered by the pathogen in both

epithelial cells and macrophages *’. In this work, in a first set of experiments, we aimed
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to confirm the immunomodulatory and anti-H. pylori effects of L. fermentum UCO-979C
in an in vivo animal model. For this purpose, adult immunocompetent mice were treated
with the UCO-979 strain, as described in detail in materials and methods, and then
challenged with H. pylori. The non-immunomodulatory strain L. fermentum CRL973 8
was used for comparison. As shown in Figure 1, mice treated with L. fermentum UCO-
979C had lower H. pylori colony counts associated with the stomachs, as well as reduced
urease activity when compared to the control group. On the contrary, L. fermentum
CRL973 was not able to modify the levels of H. pylori colonization when compared to
control mice. Although the urease activity in CRL973-treated mice was lower than the
observed in the H. pylori-infected control group, it was significantly higher when
compared to that observed in UCO-979C-treated animals (Figure 1).
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Figure 1. Effect of viable L. fermentum UCO-979C or L. fermentum CRL973 on
gastric colonization of H. pylori SS1. L. fermentum UCO-979C or L. fermentum CRL973
were administered to different groups of mice for two consecutive days at a dose of 108
CFU/mouse/day, then mice were challenged with H. pylori SS1. Two days post-infection,
mice were euthanized. H. pylori counts (Log CFU/g of tissue) and Urease activity (%
percentage) were determined in gastric explants. Mice infected with H. pylori were used as
controls. The results represent three independent experiments and are expressed as mean +
SD. Significant differences when compared to the control group: *(p< 0.05), ** (p< 0.01).
Significant differences when compared to the indicated group: 1 (p< 0.05).
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Histopathological analysis of stomach tissue sections was performed in the
different groups of mice in order to evaluate the tissue damage and the inflammatory
response (Figure 2). The infection of adult immunocompetent mice with H. pylori
significantly increased the inflammatory cells infiltrating the stomach mucosa, since
control mice displayed no inflammation versus notable inflammatory changes in the
infected control mice. Inflammatory infiltrates consisted of neutrophils and mononuclear
cells in the lamina propria and around the gastric glands, as has been described in

previous publications 2728,

NON-INFECTED CONTROL H. pylori INFECTED CONTROL

L. fermentum UCO-979C
+ H. pylori + H. pylori
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Figure 2. Effect of viable L. fermentum UCO-979C or L. fermentum CRL973 in the
gastric inflammatory response of competent adult mice infected with H. pylori SS1. L.
fermentum UCO-979C or L. fermentum CRL973 were administered to different groups of mice
for two consecutive days at a dose of 108CFU/mouse/day, then mice were challenged with H.
pylori SS1. Two days post-infection, mice were euthanized, and histopathological evaluation of
gastric samples was performed. Hematoxilin/eosin stained sections of gastric mucosa. Upper
left: Normal appearance of mice gastric mucosa. Upper right: Control group: Swiss mice infected
with H. pylori. Lower left: L. fermentum UCO-979-H. pylori group. Lower right: L. fermentum
CRL 973-H. pylori group. Original magnification 200x.

The inflammation of gastric tissue in L. fermentum UCO-979C-treated mice was
milder than that in controls after infection. There were only mild inflammatory
neutrophil and mononuclear-cell infiltrates in the UCO-979C group (Figure 2). On the
other hand, L. fermentum CRL973-treated mice showed neutrophil and mononuclear-
cell infiltration in the gastric tissue that were not different from infected controls (Figure
2).

L. fermentum UCO-979C differentially modulates the immune response

against H. pylori Infection in Mice

Cytokines and chemokines were measured in the stomach (Figure 3) and serum
(Figure 4) samples of lactobacilli-treated and untreated control groups after the
challenge with H. pylori. The infection of adult immunocompetent mice with H. pylori
significantly increased the levels of the inflammatory factors IFN-y, TNF-a, MCP-1 and
IL-8, as well as the levels of the regulatory cytokine IL-10 when compared to basal levels
in non-infected animals (data not shown). Mice treated with L. fermentum UCO-979C
had significantly higher levels of gastric and serum IFN-y when compared to the control
group (Figure 3, 4). On the contrary, the UCO-979C-treated group showed significantly
lower levels of gastric and serum TNF-a and IL-8 compared to the control group (Figure
3,4). L. fermentum UCO-979C was also able to reduce the levels of MCP-1 in the gastric
mucosa when compared to controls (Figure 3). In addition to its ability to diminish

inflammatory cytokines and chemokines, it was observed that the UCO-979C strain was
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capable of inducing a significant increase in IL-10 levels when compared to controls in
both the gastric mucosa (Figure 3) and serum (Figure 4). The group of animals treated
with L. fermentum CRL973 did not exhibit any variation in gastric IFN-y, IL-10, TNF-
a, MCP-1 levels and only gastric IL-8 values were lower than that observed in the control
group (Figure 3). On serum samples, there were not statistically significant differences
between L. fermentum CRL973 and control mice (Figure 4).
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Figure 3. Effect of viable L. fermentum UCO-979C or L. fermentum CRL973 on
gastric cytokines and chemokines in H. pylori SS1-infected mice. Effect of viable L.
fermentum UCO-979C or L. fermentum CRL973 on gastric cytokines and chemokines in adult
immunocompetent mice infected with H. pylori SS1. L. fermentum UCO-979C or L. fermentum
CRL973 were administered to different groups of mice for two consecutive days at a dose of 108
CFU/mouse/day, then mice were challenged with H. pylori SS1. Two days post infection, gastric
concentrations of IFN-y, IL-10, TNF-a, IL-8 and MCP-1 (pg/ml) were determined. Mice infected
with H. pylori were used as controls. Results are expressed as mean = SD. Significant differences
when compared to the control group: * (p < 0.05), ** (p < 0.01). Significant differences when

compared to the indicated group: 1 (p < 0.05).
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Figure 4. Effect of viable L. fermentum UCO-979C or L. fermentum CRL973 on
serum cytokines in adult immunocompetent mice infected with H. pylori SS1. L.
fermentum UCO-979C or L. fermentum CRL973 were administered to different groups of
mice for two consecutive days at a dose of 108CFU/mouse/day, then mice were challenged
with H. pylori SS1. Two days post-infection, serum concentrations of IFN-y, IL-10, TNF-a,
IL-8 and MCP-1 (pg/mL) were determined. Mice infected with H. pylori were used as
controls. Results are expressed as mean + SD. Significant differences when compared to the
control group: * (p < 0.05). Significant differences when compared to the indicated group: ¥
(p <0.05).

The EPS from L. fermentum UCO-979C reduces H. pylori adhesion to AGS
Cells

In a second set of experiments, we evaluated whether the EPS produced by L.
fermentum strain UCO-979C was involved in the in vitro and in vivo abilities to improve
resistance against H. pylori and differentially modulate the immune response. We first
evaluated the ability of the EPS produced by the UCO-979C to modify the adhesion of
H. pylori to AGS cells. For this purpose, AGS cells were treated with UCO-979C EPS
prior to H. pylori infection. The EPS isolated from strain L. fermentum CRL973 was
used for comparison. As shown in Figure 5, both UCO-979C EPS and CRL973 EPS
significantly reduced H. pylori adherence. However, the protective effect of UCO-979C
EPS was greater than that for CRL973 EPS (Figure 5).
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Figure 5. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C EPS pre-incubation on
Helicobacter pylori adhesion to human gastric epithelial cells (AGS cells) challenged
with H. pylori. AGS cells were stimulated with EPS-979C or EPS-973 for 24 h before the
challenge. Results are expressed in percentage, 100% correspond to infected control and
represent data from three independent experiments. Results are expressed as mean + SD.
Significant differences when compared to the control group: * (p < 0.05), ** (p < 0.01).

Significant differences when compared to the indicated group: f (p < 0.05).

The EPS from L. fermentum UCO-979C modulates cytokine profile in
AGS and THP-1 Cells

We next aimed to evaluate whether the EPS produced by the probiotic strain
L. fermentum UCO-979C was able to modify the production of cytokines and
chemokines in human gastric epithelial cells and macrophages. AGS cells were
stimulated with UCO-979C EPS and the levels of TNF-o, IL-6 and IL-8 were
measured in culture supernatants (Figure 6). Again, the EPS isolated from L.
fermentum CRL973 was used for comparison. The levels of TNF-o and IL-6 were
significantly increased in the presence of UCO-979C EPS or CRL973 EPS. However,
CRL973 EPS was more efficient than UCO-979C EPS to enhance TNF-a production
in epithelial cells. On the contrary, IL-8 levels were not affected by UCO-979C EPS
or CRL973 EPS treatments (Figure 6).
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Figure 6. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C or L. fermentum
CRL973 EPS on cytokine and chemokine production of human gastric epithelial cells
(AGS cells). AGS cells were incubated with 100 pg/mL of L. fermentum UCO-979C or L.
fermentum CRL973 EPS. The levels of TNF-a, IL-6 and I1L-8 (pg/mL) in culture supernatants
were determined 24 h after stimulation. The results represent data from three independent
experiments. Results are expressed as mean + standard deviation. Significant differences
when compared to the control group: * (p < 0.05), ** (p < 0.01). Significant differences when

compared to the indicated group: T (p < 0.05).

When the effect of EPSs on THP-1 cells was analyzed, it was observed that
both UCO-979C EPS and CRL973 EPS significantly increased the levels of I1L-6 and
IL-10 (Figure 7). However, UCO-979C EPS was more efficient than CRL973 EPS
to enhance IL-10 production in macrophages. The levels of TNF-a were not affected
by UCO-979C EPS or CRL973 EPS treatments, while only the EPS produced by the
probiotic strain L. fermentum UCO-979C was able to increase the production of IFN-

vy (Figure 7).
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Figure 7. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C or L. fermentum
CRL973 EPS on cytokine and chemokine production of human macrophages (THP-1
cells). THP-1 cells were incubated with 100 pg/mL of L. fermentum UCO-979C or L.
fermentum CRL973 EPS. The levels of TNF-a, IL-6, IFN-y and IL-10 (pg/mL) in culture
supernatants were determined 24 h after stimulation. The results represent data from three
independent experiments. Results are expressed as meanz standard deviation. Significant

differences when compared to the control group: * (p < 0.05), ** (p < 0.01). Significant
differences when compared to the indicated group: T (p < 0.05).

We also evaluated whether the EPS of L. fermentum UCO-979C was able to
modify the production of cytokines and chemokines in human gastric epithelial cells

and macrophages in the context of H. pylori infection. It was observed that after the
infection with H. pylori, secretion of TNF-a, IL-6 and I1L-8 increased considerably in
AGS cells (Figure 8) compared to basal levels (Figure 6). Likewise, TNF-a, IL-6,

IFN-y and IL-10 significantly increased in THP-1 cells (Figure 9) when compared to
basal levels (Figure 7).
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Figure 8. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C or L. fermentum
CRL973 EPS on the cytokine and chemokine production of human gastric epithelial
cells (AGS cells) after Helicobacter pylori challenge. AGS cells were incubated with 100
pg/mL of L. fermentum UCO-979C or L. fermentum CRL973 EPS for 24 h. Then, cells were
challenged with H. pylori 43504. The levels of TNF-a, IL-6, IFN-y and IL-10 (pg/mL) in
culture supernatants were determined 24 h after infection. Results represent data from three
independent experiments. Results are expressed as mean + standard deviation. Significant
differences when compared to the control group :*(p < 0.05), **(p < 0.01). Significant

differences when compared to the indicated group: T (p < 0.05).
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Figure 9. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C or L. fermentum
CRL973 EPS on cytokine and chemokine production of human macrophages (THP-1
cells) after Helicobacter pylori challenge. THP-1 cells were incubated with 100 pg/mL of
L. fermentum UCO-979C or L. fermentum CRL973 EPS for 24 h. Then, cells were challenged
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with H. pylori 43504. The levels of TNF-a, IL-6, IFN-y and IL-10 (pg/mL) in culture
supernatants were determined 24 h after infection. The results represent data from three
independent experiments. Results are expressed as mean + standard deviation. Significant
differences when compared to the control group: * (p < 0.05), ** (p < 0.01). Significant

differences when compared to the indicated group: T (p < 0.05).

AGS cells stimulated with UCO-979C EPS showed a significant decrease in
the levels of the inflammatory cytokines TNF-a, IL-6 and IL-8 when compared with
H. pylori-infected controls (Figure 8). In addition, it was observed that the levels of
TNF-o and IL-8 decreased significantly in AGS cell treated with CRL973 EPS than
in the control group (Figure 8). However, it should be noted that TNF-a was
significantly lower in UCO-979C EPS-treated AGS cells than in those stimulated
with CRL973 EPS.

On the other hand, the treatment of THP-1 cells with UCO-979C EPS previous
to infection with H. pylori did not exert any effect on the levels of IFN-y and IL-10,
since the concentrations of both cytokines were not different from the control infected
THP-1 cells (Figure 9). In addition, a modest but significant decrease in the levels of
TNF-a and IL-6 was observed in THP-1 cells treated with UCO-979C EPS when
compared to the infected controls (Figure 9). There were not statistical differences in
the levels of TNF-a, IL-6, IFN-y or IL-10 when cells treated with the EPS from L.

fermentum CRL973 and infected control cells were compared (Figure 9).

The EPS from L. fermentum UCO-979C modulates the inflammatory
response triggered by H. pylori infection in mice

Finally, we aimed to determine whether the EPS from L. fermentum UCO-
979C was able to exert beneficial effects in vivo. For this purpose, mice were orally
treated with an aqueous suspension of the lyophilized UCO-979C EPS and then
challenged with H. pylori. Mice treated with CRL973 EPS were used for
comparisons. As shown in Figure 10, it was observed that the treatment of mice with
UCO-979C EPS did not induce significant differences in the counting of pathogenic
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bacteria in stomach samples. However, a significant reduction in the urease activity
in UCO-979C EPS mice was detected when compared to controls (Figure 10). As
expected, there were not statistical differences in H. pylori counts or urease activity
when mice treated with the EPS from L. fermentum CRL973 and infected controls

were compared (Figure 10).
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Figure 10. Effect of L. fermentum UCO-979C or L. fermentum CRL973 EPS on
gastric colonization of H. pylori SS1. L. fermentum UCO-979C or L. fermentum CRL973
EPS were administered to different groups of mice for two consecutive days at a dose of
100pg/mL/mouse/day, then mice were challenged with H. pylori SS1. Two days post-
infection, mice were euthanized, H. pylori counts (Log CFU/g of tissue) and Urease activity
(% percentage) were determined in gastric explants. Mice infected with H. pylori were used
as controls. Results are expressed as mean + standard deviation. Significant differences when
compared to the control group: * (p < 0.05). Significant differences when compared to the

indicated group: 1 (p < 0.05).

In order to determine the impact of UCO-979C EPS on the innate immune
response, we measured gastric (Figure 11) and systemic (Figure 12) cytokines and
chemokines in infected mice. It was observed that the administration of UCO-979C
EPS was capable of reducing the levels of serum and gastric I1L-8 as well as serum
TNF-a in H. pylori-infected mice. In addition, UCO-979C EPS-treated mice had
significantly higher levels of gastric (Figure 11) and serum (Figure 12) IL-10 than
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infected controls. No differences were detected in the levels of IFN-y and MCP-1
when UCO-979C EPS and control mice were compared. The CRL973 EPS did not
exert any significant effects in the levels of gastric or serum cytokines and

chemokines during H. pylori infection (Figures 11 and 12).
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Figure 11. Effect of L. fermentum UCO-979C or L. fermentum CRL973 EPS on
gastric cytokines and chemokines in adult immunocompetent mice infected with H.
pylori SS1. L. fermentum UCO-979C or L. fermentum CRL973 EPS were administered to

different groups of mice for two consecutive days at a dose of 100pug/mL mouse/day, then
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mice were challenged with H. pylori SS1. Two days post-infection, gastric concentrations of
IFN-y, IL-10, TNF-0, IL-8 and MCP-1 (pg/mL) were determined. Mice infected with H.

pylori were used as controls. Results are expressed as mean + standard deviation. Significant

differences when compared to the control group: * (p < 0.05). Significant differences when
compared to the indicated group: T (p < 0.05).
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Figure 12. Effect of L. fermentum UCO-979C or L. fermentum CRL973 EPS on
serum cytokines and chemokines in adult immunocompetent mice infected with H.
pylori SS1. L. fermentum UCO-979C or L. fermentum CRL973 EPS were administered to
different groups of mice for two consecutive days at a dose of 100 ug/mL mouse/day, then
mice were challenged with H. pylori SS1. Two days post-infection, serum concentrations of
IFN-y, IL-10, TNF-0, IL-8 and MCP-1 (pg/mL) were determined. Mice infected with H.
pylori were used as controls. Results are expressed as mean + standard deviation. Significant
differences when compared to the control group: *(p < 0.05). Significant differences when

compared to the indicated group: T (p < 0.05).
DISCUSSION

H. pylori triggers mucosal and systemic immune responses in infected
individuals. However, these immune responses are not always efficient for
eradicating the pathogen 2°%. Moreover, the aggressive and persistent
proinflammatory response induced by this pathogen can contribute to the
development of gastritis, preceding a series of morphological changes that may lead
to gastric cancer. An enhanced modification in DNA methylation in the gastric
mucosa, which is considered as a preliminary stage of tumor transformation, has been
reported after H. pylori infection 32, Moreover, the infection-associated
inflammatory response rather than H. pylori itself has been associated to DNA
methylation 3132 Then, mediators of inflammation including cytokines and
chemokines, are considered as important therapeutic targets to prevent gastritis and
gastric cancer associated to H. pylori infection®. In this regard, the beneficial effect
of probiotics for the protection against H. pylori infection and inflammation is
supported by a large amount of scientific evidence 3434, Earlier studies reported that
L. salivarius WB 1004 35, L. rhamnosus R0011 and L. acidophilus R0052%¢ were
able to differentially modulate immune responses and diminish H. pylori colonization
in mice. The beneficial modulation of the inflammatory immune response and the
reduction of H. pylori adhesion has been also reported in in vitro experiments for

probiotic strains such as L. bulgaricus *” and L. rhamnosus UCO-25A *. Moreover,
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studies have proposed the inactivation of Smad7 and NF-kB signaling pathways *°
and the activation of SOCS-2/SOCS-3 signaling through STAT1/STAT3 activation
and JAK2 inactivation “° as the molecular mechanisms of action for the beneficial
effects of probiotics. Then, these and other in vitro and in vivo studies have clearly
demonstrated the potential of probiotics for the protection against H. pylori

colonization as well as in the regulation of the associated inflammation.

We have carried out studies to evaluate the ability of probiotics to protect
against H. pylori infection using mainly the strain L. fermentum UCO-979C. This
probiotic strain was selected between other of lactic acid bacteria isolated from human
gastric tissue because of its remarkable anti-H. pylori properties **. The UCO-979C
strain strongly inhibited the adhesion, growth and urease activity of H. pylori in AGS
cells and Mongolian gerbils *42. Moreover, L. fermentum UCO-979C was able to
beneficially modulate the cytokine response of AGS cells and THP-1 macrophages
after H. pylori challenge '’. Here, we extend those previous findings by
demonstrating, for the first time, the ability of L. fermentum UCO-979C to
beneficially modulate the innate immune response triggered by H. pylori in vivo.

Cytokines variations during the H. pylori infection have a significant impact
on the evolution of the gastric pathology due to their vast and pleiothropic effects on
immune and epithelial cells **. The increased production of proinflammatory
cytokines and chemokines, including TNF-a, IL-6, IL-8 and MCP-1, during H. pylori
gastric mucosal inflammation, has been well documented. Those inflammatory
factors can be secreted by gastric epithelial cells and play a major role in triggering
the mucosal inflammatory damage caused by H. pylori 4. In addition, H. pylori and
its virulence factors are capable of increasing the production of the inflammatory
mediators TNF-o, IL-6, and IFN-y by macrophages, which contribute to the
amplification of the inflammatory response in the gastric mucosa “¢#’. In our previous
study ', we demonstrated that L. fermentum UCO-979C significantly reduced the
production of IL-8, TNF-a, IL-6, and MCP-1 in AGS cells and macrophages
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challenged with H. pylori. The results presented here confirm those in vitro findings,
by demonstrating that the UCO-979C strain reduced the levels of TNF-a, 1L-8, and
MCP-1 in the gastric mucosa of H. pylori-infected mice. In addition, our previous in
vitro studies also revealed the ability of the UCO-979C strain to improve the levels
of IL-10 in H. pylori-infected macrophages '/, which is in line with the increased
concentrations of IL-10 found in gastric and serum samples of H. pylori-infected
mice. Increased levels of IL-10 may contribute to the chronicity of gastritis, however,
this regulatory cytokine is of fundamental importance to prevent mucosal injury
mediated by the inflammatory response /-0, Then, the balance in the inflammatory
and regulatory cytokine production induced by L. fermentum UCO-979C could offer
advantages in the protection against H. pylori infection, since a reduced inflammatory

damage was observed in the histopathological analysis of gastric samples of mice.

The differential cytokine profile induced by L. fermentum UCO-979C
treatment in H. pylori-infected mice could also explain the reduction in the pathogen
gastric colonization. The generation of a Th1 response with the subsequent increase
in the mucosal and systemic levels of IFN-y have been described in both experimental
animal models and human clinical trials ®°2, The production of appropriate levels of
IFN-y has been associated to the protection against H. pylori infection. Peek et al.*
demonstrated that mice that are deficient in IFN-y have an increased susceptibility to
H. pylori colonization. It was also reported that the virulence factor cytotoxin-
associated gene A (cagA) can be translocated into the cytoplasm of dendritic cells,
reducing the secretion of 1L-12p40 and impairing the generation of the Th1 response,
which would favor the replication of H. pylori ®*°. Then, the increase in gastric IFN-
y induced by probiotics such as L. fermentum UCO-979C could reduce the initial
replication of H. pylori in the initial steps of the infection.

Some studies have demonstrated that probiotic strains may exert beneficial
effects on H. pylori infection and inflammation through the molecules produced and

secreted by bacterial cells %. Interestingly, it was reported that L. rhamnosus GG-
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conditioned media was able to antagonize TNF-a secretion induced by H. pylori or
LPS in murine macrophages °’. In addition, the supernatant of L. plantarum B7
administered to rats infected with H. pylori showed the ability to reduce gastric
pathology and apoptotic cells rate, as well as to decrease serum TNF-a and MDA
levels®®.  Among the functional molecules produced by probiotics, are EPSs
macromolecules, which were proposed to be involved in host microbe interactions *°.
In that regard, a polysaccharide produced by Bacteroides fragilis can suppress IL-17
and increase 1L-10 production by intestinal immune cells and in a rodent model of
Helicobacter hepaticus infection . In addition, it was described that polysaccharides
produced by L. salivarius B37 and L. salivarius B60 suppressed H. pylori-induced
IL-8 production and mRNA expression in gastric epithelial cells ®*. To our
knowledge, no other studies have demonstrated the anti-H. pylori inhibitory and

immunomodulatory effects of EPS obtained from a probiotic strain.

We have reported that L. fermentum UCO-979C produces large amount of
EPS and is able to form biofilms on AGS and Caco-2 cell lines, inhibiting the
colonization by H. pylori by up to 80% 15. Thus, it was concluded that the EPS was
a key molecule in the ability of L. fermentum UCO-979C to inhibit H. pylori
colonization. In this work, we hypothesized that UCO-979C EPS is also involved in
the immunomodulatory effects of this probiotic strains in the context of H. pylori
infection. We confirmed that the UCO-979C EPS was capable of inducing a
significant reduction in H. pylori adhesion (~30%) to AGS cells, which was
comparable with the inhibitory activity of viable L. fermentum UCO-979C (~44%)
reported previously!’. In addition, the UCO-979C EPS was able to differentially
modulate the cytokine profile of AGS and THP-1 cells in response to the challenge
with H. pylori. Similar to our previous studies with L. fermentum UCO-979C 17, the
UCO-979C EPS reduced the production of TNF-a, IL-6 and I1L-8 in H. pylori-infected
AGS cells while it diminished the production of TNF-a in H. pylori-infected THP-1
cells. Moreover, the in vivo studies of this work demonstrated that both L. fermentum
UCO-979C and its EPS were able to reduce IL-8 and enhance IL-10 levels in the
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gastric mucosa of infected mice. It should be noted, however, that the immunological
changes induced by UCO-979C EPS in our in vitro and in vivo experiments did not
completely resemble those observed for the viable UCO-979C strain. The UCO-979C
EPS was not able to improve the levels of IFN-y in infected mice, as observed for the
viable bacterium. The lack of ability of UCO-979C EPS to increase IFN-y could be
related to its inability to reduce H. pylori counts in vivo. In this sense, it would be of
great value to evaluate alternative treatments with UCO-979C EPS, varying
concentrations and periods of administration, to conclusively rule out its ability to

increase gastric IFN-y in vivo.

The molecular mechanisms by which L. fermentum UCO-979C or its EPS
modulate the secretion of inflammatory cytokines and chemokines in H. pylori-
infected AGS cells are not known. Some studies have described the ability of
probiotic lactobacilli to differentially modulate the expression of inflammatory
factors in gastric epithelial cells through the suppression of NF-«xB activation 392,
Recently, we described the ability of L. fermentum UCO-979C to modify the
expression of negative regulators of TLR4 signaling in intestinal epithelial cells 8.
The UCO-979C strain diminished the expression of MKP-1 and Tollip in intestinal
epithelial cells after the activation of TLR4, conducting the down-regulation in the
expression of inflammatory factors such as IL-8, CXCL9, CXCL10, CXCL11, and
C3. Then, it is tempting to speculate that L. fermentum UCO-979C or its EPS are able
to interact with pattern recognition receptors expressed in gastric epithelial cells,
inducing the upregulation of negative regulators and thereby modifying the activation
of signaling pathways such as the NF-kB pathway, and reducing the production of
inflammatory mediators. The detailed molecular investigation of this hypothesis is an

interesting topic for future research.

In order to evaluate whether the immunomodulatory effects of L. fermentum
UCO-979C or its EPS in the context of H. pylori infection were a strain-specific

property, the in vitro and in vivo experiments conducted in this work were performed
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in comparison with a strain of the same species, which is also able to produce EPS.
Although CRL973 EPS was able to slightly reduce H. pylori adhesion to AGS cells
and diminish the production of IL-8 and TNF-a by the gastric epithelial cells in vitro,
neither the CRL973 strain nor its EPS were able to induce changes in H. pylori
colonization or protect against inflammatory damage in infected mice. Interestingly,
CRL973 EPS was not able to induce any significant effect in the cytokine profiles of
THP-1 cells or gastric samples of infected mice. These results allow us to arrive at
two conclusions. First, the modulation of immune cells (such as macrophages) would
be of great relevance to achieve an optimal protective effect in vivo. This implies that
the in vitro selection and characterization of immunomodulatory bacteria or their
functional molecules for their application in the prevention of H. pylori infection
should not only be limited to the use of epithelial cells but also include specialized
cells of the immune system. Secondly, our results indicate that the EPS produced by
L. fermentum UCO-979C would have unique functional characteristics that deserve
to be studied in depth. Chemical, structural, genetic and genomic studies comparing
the EPS of the UCO-979C and CRL973 strains as well as their ability to interact with
different pattern recognition receptors would be of great importance to advance the
knowledge of the molecular mechanisms involved in the effect of beneficial

microorganisms against H. pylori infection.

The stomach mucosa is protected against pathogenic microbes by the low
gastric pH, the secretion of antimicrobial peptides and mucins by epithelial cells ©,
as well as by the presence of an associated microbiota®. Disbyosis of gastric
microbiota and inefficient production of antimicrobial peptides such as -defensins
have been implicated in an increased susceptibility to H. pylori infection 634, Taking
into consideration that the probiotic strain L. fermentum UCO-979C was originally
isolated from the healthy human gastric mucosa, it would be of value to investigate
its influence on the gastric microbiota, the production of antimicrobial peptides as
well as the interaction among them, to further characterize the mechanisms involved

in its beneficial effects.
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In conclusion, this work demonstrates for the first time the in vivo ability of
the probiotic strain L. fermentum UCO-979C to improve the resistance against H.
pylori infection by modulating the gastric innate immune response. In addition, our
results demonstrate that the EPS expressed by L. fermentum UCO-979C is partially
responsible for its immunomodulatory effect, impacting its anti-inflammatory

activity.
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ABSTRACT

Lactobacillus fermentum UCO-979C, a strain isolated from a human stomach, was
previously characterized by its potential probiotic properties. The UCO-979C strain
displayed the ability to beneficially regulate the innate immune response triggered by
Helicobacter pylori infection in human gastric epithelial cells. In this work, we conducted
further in vitro studies in intestinal epithelial cells and in vivo experiments in mice in order
to characterize the potential immunomodulatory effects of L. fermentum UCO-979C on
the intestinal mucosa. Results demonstrated that the UCO-979C strain is capable to
differentially modulate the immune response of intestinal epithelial cells triggered by
Toll-like receptor 4 (TLR4) activation, through the modulation of TLR negative regulators
expression. In addition, we demonstrated for the first time that L. fermentum UCO-979C
is able to exert its immunomodulatory effect in the intestinal mucosa in vivo. The oral
administration of L. fermentum UCO-979C to mice significantly increased the production
of intestinal IFN-y, and IL-10, stimulates intestinal and peritoneal macrophages and
improved Peyer’s patches CD4" T cells. In addition, L. fermentum UCO-979C augmented
intestinal IL-6, reduces immature B220*CD24"9" B cells from Peyer’s patches, enhanced
mature B B220*CD24'" cells, and significantly increased intestinal 1gA. The results of
this work revealed that L. fermentum UCO-979C has several characteristics making it an
excellent candidate for the development of immunobiotic functional foods aimed to

differentially regulate immune responses against gastric and intestinal pathogens.

Keywords: Lactobacillus fermentum UCO-979C, intestinal immunity,

macrophages, PIE cells
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INTRODUCTION

It is widely recognized that commensal microorganisms are relevant for human
and animals health, participating in nutrients digestion, vitamins synthesis, pathogens
inhibition 2. The importance of beneficial microorganisms of the microbiota in the
maintenance of immune health also has been demonstrated in a convincing way 3#. Many
effective tools have already been developed in order to study and manipulate the
microbiota and improve their beneficial properties for the host, and protect against
immune-related diseases >®. In this regard, the development of immunomodulatory
probiotic (immunobiotic) interventions offers opportunities for the modulation of the

mucosal immune system towards long lasting health’.

The beneficial role of immunobiotic lactic acid bacteria (LAB) has been
extensively reported, supporting their implementation to improve some immunological
functions in the host 8%, The potential effect of probiotics on the immune system occurs
through direct and indirect interactions of bacteria with immune and non-immune cells -
14" leading to cells’ activation and proliferation, cytokines production, IgA secretion,
antimicrobial peptides synthesis, and tight junctions improvement >4, Several research
works including recent transcriptomic analysis revealed that the immunomodulatory
effect of immunobiotics is strain-specific characteristic %2>, and therefore, each
individual strain has to be studied in detail in order to explore its immunomodulatory

potential.

Immunobiotics has been proposed as an alternative to prevent bacterial and viral
infections in gastrointestinal tract °. Experimental models have demonstrated that
immunobiotics can attenuate the severity of infections caused by several gastrointestinal
pathogens including Helicobacter pylori, Citrobacter rodentium, Listeria monocytogenes
and Salmonella typhimurium . In this regard, it was reported that some Lactobacillus
strains are able to increase the resistance against the gastric pathogen H. pylori and among
the mechanisms proposed to explain this beneficial effects of probiotic lactobacilli are the

production of antimicrobial compounds, the inhibition of pathogen’s adhesion and the
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modulation of the immune system "-1°, We previously isolated Lactobacillus fermentum
UCO-979C strain from a human stomach sample and characterized its potential probiotic
properties 221, We observed that this strain is able to efficiently adhere to gastric mucosa
as demonstrated by in vitro experiments in human gastric adenocarcinoma cell-line (AGS
cells) and in vivo studies in Mongolian gerbils 1. The L. fermentum UCO-979C also
showed the potential to strongly inhibit the adhesion, growth and urease activity of H.
pylori 2222, Moreover, we recently reported that L. fermentum UCO-979C beneficially
modulates the innate immune response triggered by H. pylori infection in human gastric
epithelial cells and macrophages 3. Our data showed a reduced level of IL-8, TNF-a, IL-
1B, IL-6, and MCP-1 expressions in L. fermentum UCO-979C-treated AGS cells when
compared to untreated infected controls. In addition, improved production of TGF-f in
response to H. pylori infection was detected in L. fermentum UCO-979C-treated AGS
cells 2. Interestingly, L. fermentum UCO-979C was also capable of reducing the
production of TNF-a and improving IFN-y and 1L-10 levels in macrophages challenged

with H. pylori Z.

Taking into consideration the effect of L. fermentum UCO-979C on the gastric
immune response against H. pylori infection, we wonder whether this probiotic
Lactobacillus strain is also able to modulate immune responses in the intestinal tract.
Therefore, we conducted here, in vitro studies in intestinal epithelial cells and in vivo
experiments in mice in order to characterize the immunomodulatory effects of L.

fermentum UCO-979C on the intestinal mucosa.
MATERIALS AND METHODS

Microorganisms

Lactobacillus fermentum UCO-979C was obtained from the Bacterial
Pathogenicity Laboratory culture collection at University of Concepcién (Concepcion,
Chile) 2921, L, fermentum CRL973 was obtained from the CERELA culture collection
(Tucuman, Argentina). Lactobacilli strains were activated from frozen stock and cultured
in Mann-Rogosa Sharpe Agar (MRS Difco) at 37°C for 24 hours. After 24 hours of

106



incubation, a single colony was transferred to MRS broth (MRS Difco) and cultured under
same conditions twice. Then, bacterial cells were washed three times with phosphate

buffered saline (PBS) and adjusted to appropriate concentrations for the experiments.

Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) strain 987P (09: H-: 987 pilus+: heat
stable toxin+) was obtained from the National Institute of Animal Health (Tsukuba, Japan)
24-26. ETEC cells were grown in blood agar (5% sheep blood) for 24 hours at 37°C and
transferred to tryptic soy broth (TSB; Becton, Dickinson and Company, USA) and
cultured 20 hours at 37°C with shaking. After incubation, the subcultures of bacteria were
centrifuged at 5000 x g for 10 min at 4°C and washed with PBS (pH 7.2). Finally, ETEC
cells were heat killed at 100°C for 15 minutes and then washed with PBS. Heat-stable
ETEC pathogen associated molecular patterns (PAMPS) were suspended in DMEM for
the experimental challenge.

Sacharomyces boulardi was obtained from commercial lyophilized preparation
(Floratil- Argentina). The yeast suspensions were prepared in PBS and heat inactivated
during 15 minutes in 100°C water bath and adjusted to 107cells/ml for ex vivo

phagocytosis assay.

Porcine intestinal epitheliocytes

Porcine intestinal epitheliocytes (PIE cells) are non-transformed intestinal cultured
cells derived from intestinal epithelia isolated from an unsuckled neonatal swine. When
PIE cells are cultured, they assumed a monolayer, cobblestone and epithelial-like
morphology, with close contact between cells 2. PIE cells were maintained in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA)
supplemented with 10% fetal calf serum FCS (Hyclone, Logan, USA), 100 mg/ml
penicillin, and 100 U/ml streptomycin at 37 °C in an atmosphere of 5% CO.. PIE cells
grow rapidly and are well adapted to culture conditions even without transformation or
immortalization. However, the proliferative ability of PIE cells diminishes after 50
passages in culture. Therefore, we used PIE cells only between the 20th and 40th passages
in these experiments 22, Briefly, PIE cells were cultured in 250 ml flasks (1.0x10° cells)
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for five days after reaching 80-90% confluence, changing culture media every 1-2 days,
followed by subculturing in 24 well flasks for immunostimulation assays as described
below.

Immunomodulatory assay in PIE cells

Lactobacilli were re-suspended in DMEM (10% FCS), enumerated in a
microscope using a Petroff-Hausser counting chamber, and stored at —80°C until use. PIE
cells were plated at 3x10* cells/well of a 12-well type | collagen-coated plates (lwaki,
Tokyo, Japan), and cultured for three days. After changing medium, lactobacilli (5x108
cells/ml) were added followed by stirring in microplate mixer and co- cultured for 48
hours at 37°C 5% CO; atmosphere. Then, each well was washed vigorously with medium
at least 3 times to eliminate all the stimulants. Expression of cytokines, chemokines,
complement and coagulation factors as well as negative regulators of TLR signaling were
studied without any inflammatory challenge (basal levels) or after heat-stable ETEC
PAMPs challenge (5x107 cells/ml) for 12 hours ?° by using RT-PCR as described below.

Quantitative expression analysis by RT-PCR

Two-step real-time gPCR was performed to characterize the expression of selected
genes in PIE cells. Total RNA was isolated from each PIE cell sample using TRIzol
reagent (Invitrogen). RNA purity and concentration were assessed using NanoDropTM
1000 Spectophotometer. All cDNAs were synthesised using the PrimeScript RT Reagent
kit with the treatment of gDNA eraser (Takara- Bio, Japan) according to the
manufacturer’s recommendations. Real-time quantitative PCR (gRT-PCR) was carried
out using a 7300 real-time PCR system (Applied Biosystems, Warrington, UK) and the
Platinum SYBR green gPCR SuperMix uracil-DNA glycosylase (UDG) with 6-carboxyl-
X-rhodamine (ROX) (Invitrogen). The primers used in this study were described
previously %/, The PCR cycling conditions were 2 minutes at 50°C, followed by 5
minutes at 95°C, and then 40 cycles of 15 seconds at 95°C, 30 seconds at 60 °C, and 30
seconds at 72°C, followed by a dissociation stage of 15 seconds at 95°C, 1 minute at 60°C,
15 seconds at 95°C and 15 seconds at 60°C. The reaction mixtures contained 2.5 pl of

cDNA and 7.5 pl of master mix, which included the sense and antisense primers.
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According to the guidelines for minimum information for publication of gRT-PCR
experiments, B-actin was used as a housekeeping gene, to normalize cDNA levels for
differences in total cONA levels in the samples, because of its high stability across porcine
various tissues 28. The relative index of a cytokine mRNA in PIE cells stimulated with
lactobacilli was calculated as follows: first, the average cytokine expression levels from
at least three samples challenged with ETEC without prestimulation with lactobacilli were
set to 100. Then, relative expressions of cytokines were calculated in the samples

prestimulated with lactobacilli followed by ETEC challenge .

Animals and feeding procedures

Female 6-8 week-old Balb/c mice were obtained from the closed colony kept at
CERELA (Tucuman, Argentina). They were housed in plastic cages with controlled room
temperature (22 £ 2 °C temperature, 55 + 2 % humidity) and were fed ad libitum
conventional balanced diet. Animal welfare was ensured by researchers and special
trained staff in animal care and handling at CERELA. Animal health and behaviour were
monitored twice a day. This study was carried out in strict accordance with the
recommendations in the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of the
Guidelines for Animal Experimentation of CERELA. The CERELA Institutional Animal
Care and Use Committee prospectively approved this research under the protocol BIOT-
CRL-17.

Mice were housed individually during the experiments and the assays for each
parameter studied were performed in 5-6 mice per group. L. fermentum UCO-979C or
CRL973 were administered to different groups of mice for 2 consecutive days at a dose
of 108 cells/mouse/day in the drinking water. Bacteria were prepared as described above,
suspended in 5 ml of 10% skimmed milk and added to the drinking water.

Ex vivo phagocytosis assay
Peritoneal macrophages were collected aseptically from mice as described
previously 2, Briefly, after exposing inner skin, cold PBS containing 10% fetal bovine

serum was carefully injected into peritoneal cavity. The fluid was collected and
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macrophages were washed twice with PBS containing bovine serum albumin (BSA) and
adjusted to a concentration of 1x10° cells/ml. Phagocytosis was performed using a heat-
killed S. boulardi. Mixtures of opsonized yeasts in mouse autologous serum (10%) were
added to 0.2 ml of macrophage suspension. The mixture was incubated for 30 minutes at
37°C. The percentage of phagocytosis was expressed as the percentage of phagocytosing
macrophages in 200 cells counted using an optical microscope 331,

Nitro blue tetrazolium test (NBT)

The bactericidal activity (oxidative burst) of peritoneal macrophages was
measured using the NBT reduction test (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) as
previously described *°. Briefly, 200 ul of peritoneal macrophages obtained as described
above were incubated with 120 pl of NBT reagent and incubated first at 37 °C for 10
minutes and then 10 minutes at room temperature. NBT was added to each sample and
incubated at 37°C for 20 min. In the presence of oxidative metabolites, NBT (yellow) is
reduced to formazan, which forms a blue precipitate. Smears were prepared and, after
staining, the samples were examined under a light microscope for blue precipitates.
Randomly, one hundred cells were counted and the percentage of NBT positive (+) cells

were determined 3032,
Cytokine concentrations

Blood samples were obtained through cardiac puncture at the end of each treatment
and collected in heparinized tubes. Intestinal fluid samples were obtained as the method
described previously 3. Briefly, the small intestine was flushed with 5 ml of PBS and the
fluid was centrifuged (10,000 x g, 4°C for 10 min) to separate particulate material. The
supernatant was kept frozen until use. Tumor necrosis factor o (TNF-a), interferon y (IFN-
v), and interleukin 10 (IL-10) concentrations in serum and intestinal fluid, were measured
with commercially available enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits following

the manufacturer's recommendations (R&D Systems, MN, USA).
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Flow cytometry

Peritoneal macrophages were collected as described above. Peyer’s patches were
collected and mechanically disaggregated. A single-cell suspension from the Peyer’s
patches of each mouse was obtained by gently passing the collected tissue through a tissue
strainer with PBS with 2% FCS (FACS buffer). Cell suspensions were subjected to red
blood cells lysis (Tris-ammonium chloride, BD PharMingen) flowed by counting on a
hemacytometer. Viability of cells was assessed by trypan blue exclusion. Cell suspensions
were pre-incubated with anti-mouse CD32/CD16 monoclonal antibody (Fc block) for 30
minutes at 4°C. Cells were incubated with the antibody mixes for 30 minutes at 4°C and
washed with FACS buffer. The following antibodies from BD Biosciences were used:
FITC-labeled anti-mouse MHC-II, FITC-labeled anti-mouse CD86, PE-labeled anti-
mouse CD11b, PE-labeled anti-mouse F4/80, PE-labeled anti-mouse Ly6C, PE-labeled
anti-mouse CD24, biotinylated anti-mouse B220, FITC-labeled anti-mouse CD3, PE-
labeled anti-mouse CD8, and biotinylated anti-mouse CD4 antibodies. Streptavidin-
PerCP was used as a second-step reagent. Flow cytometry was performed using a BD
FACSCaliburTM flow cytometer (BD Biosciences) and data were analysed using FlowJo
software (TreeStar). The number of cells in each population was determined by
multiplying the percentages of subsets within a series of marker negative or positive gates

by the total cell number determined for each tissue.

Statistical analysis

Experiments were performed in triplicate and results expressed as the mean + SD.
For the comparison of two groups, the Student's t-test was used. For the comparison of
more than two groups, a one-way analysis of variance (ANOVA) was performed followed

by and Tukey’s test. In all cases, a level of significance of p< 0.05 was considered.
RESULTS
L. fermentum UCO-979C modifies cytokine profile in PIE cells

We first evaluated whether L. fermentum UCO-979C was able to modify the
cytokine expression profile of PIE cells by evaluating the mRNA levels of IL-6, CXCL8

111



(IL-8), CXCL5 (AMCEF-11), CXCL9, CXCL10 (IP-10), CXCL11 and CCL8 (MCP1) as
shown in Figure 1. Then, in order to evaluate whether the immunomodulatory effects of
L. fermentum UCO-979C were a strain specific property, we performed comparative
experiments with the strain of the same species L. fermentum CRL973. Stimulation of PIE
cells with the UCO-979C or CRL973 strains improved the expression of IL-6 and CXCL9,
respectively, while no differences were found between controls and lactobacilli-treated
PIE cells when the other chemokines were analyzed. The modulation of cytokines and
chemokines was also studied in the context of inflammation. For this purpose, PIE cells
were treated with lactobacilli and then challenged with heat-stable ETEC PAMPs that are
able to trigger Toll-like receptor 4 (TLR4) activation in this cell line?>?, Untreated PIE
cells challenged with ETEC were used as controls. Heat-stable ETEC PAMPs
significantly improved the expression of all the inflammatory cytokines and chemokines
in all the experimental groups (Figure 1). However, the mRNA expression levels of IL-6
and CCL8 were significantly higher in lactobacilli-treated cells. In addition, expression of
CXCL8, CXCL10 and CXCL11 were lower in lactobacilli-treated PIE cells than in
controls, being the UCO-979C strain more efficient that CRL973 to achieve this effect.
Interestingly, only L. fermentum CRL973 was able to reduce CXCLS5 expression (Figure
1). Our previous immunotranscriptomics studies in PIE cells revealed that in addition to
cytokines and chemokines, immunomodulatory probiotic strains are able also to modulate
factors from the complement and coagulation systems 2’. Therefore, we evaluated the
expressions of C1S, C1R, C3, CFB and F3 in PIE cells under inflammatory and non-
inflammatory conditions (Figure 2). No significant expression differences were observed
for these factors when control and lactobacilli-treated PIE cells were compared. Challenge
with heat-stable ETEC PAMPs increased C1S, C1R, C3, CFB and F3 expressions in all
the experimental groups. L. fermentum UCO-979C-treated PIE cells had significantly
lower levels of C1S and C3, and higher levels of C1R and CFB expression as compared
to controls. While L. fermentum CRL973-treated PIE cells exhibited significantly lower
levels of C1S, C1R, C3 and CFB than controls (Figure 2). No significant differences were

observed in F3 expression when control and lactobacilli-treated PIE cells were compared.
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Figure 1. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C and L. fermentum CRL973
on the expression of cytokines and chemokines in porcine intestinal epithelial (PIE) cells. PIE
cells were pre-treated with UCO-979C or CRL973 strains for 48 hours and then stimulated with
heat-stable Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) pathogen-associated molecular patterns

(PAMPs). The expression of cytokines (IL-6) and chemokines (CXCL5, CXCL8, CXCLJ9,
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CXCL10, CXCL11 and CCL8) were studied at hour 48 after lactobacilli stimulation (basal) or at
hour 12 after heat-stable ETEC PAMPs challenge. The results represent three independent
experiments. Results are expressed as mean + SD. Significantly different from control PIE cells
at the same time point *(P<0.05), **(P<0.01).
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Figure 2. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C and L. fermentum CRL973
on the expression of factors from the complement and coagulation systems in porcine
intestinal epithelial (PIE) cells. PIE cells were pre-treated with UCO-979C or CRL973 strains
for 48 hours and then stimulated with heat-stable Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC)
pathogen-associated molecular patterns (PAMPS). The expression of factors from the complement
(C1S, C1R, C3 and CFB) and coagulation (F3) systems were studied at hour 48 after lactobacilli
stimulation (basal) or at hour 12 after heat-stable ETEC PAMPs challenge. The results represent
three independent experiments. Results are expressed as mean + SD. Significantly different from
control PIE cells at the same time point *(P<0.05), **(P<0.01).

L. fermentum UCO-979C modifies negative regulators of TLR4 signaling in
PIE cells

We next evaluated whether L. fermentum UCO-979C was able to modify the
expression of negative regulators of TLR4 signaling in PIE cells (Figure 3). No significant
differences were observed in the expression of A20, Bcl3, and MKP-1 when untreated
control, and lactobacilli-treated PIE cells were compared. Both, UCO-979C and CRL973
strains were able to reduce the expression of Tollip in PIE cells, while L. fermentum UCO-
979C increased IRAK-M expression. Challenge with heat-stable ETEC PAMPSs increased
A20, Bcl3, MKP-1, IRAK-M and SIGIRR in all the experimental groups. L. fermentum
UCO-979C-treated PIE cells had significantly lower levels of MKP-1 and Tollip, and
higher levels of Bcl3 than controls, while L. fermentum CRL973 showed significantly
lower levels of A20 and IRAK-M expressions than controls (Figure 3). Both lactobacilli
improved the expression of SIGIRR; however, the CRL973 strain was more efficient to

modulate this negative regulator.
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Figure 3. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C and L. fermentum CRL973
on the expression of negative regulators of the Toll-like receptor (TLR) signaling pathway
in porcine intestinal epithelial (PIE) cells. PIE cells were pre-treated with UCO-979C or
CRL973 strains for 48 hours and then stimulated with heat-stable Enterotoxigenic Escherichia
coli (ETEC) pathogen-associated molecular patterns (PAMPS). The expression of negative
regulators of the TLR signaling pathway were studied at hour 48 after lactobacilli stimulation
(basal) or at hour 12 after heat-stable ETEC PAMPs challenge. The results represent three
independent experiments. Results are expressed as mean £ SD. Significantly different from control
PIE cells at the same time point *(P<0.05), **(P<0.01).

L. fermentum UCO-979C modulates intestinal immunity in vivo

Taking into consideration that the capacity of increasing IgA production in the gut,
and stimulating macrophages and dendritic cells are amongst the beneficial effects of
lactobacilli on the immune system %32, we next aimed to evaluate in vivo the ability of L.
fermentum UCO-979C to modulate those parameters. As shown in Figure 4,
administration of the UCO-979C strain significantly increased the phagocytic activity of
peritoneal macrophages while this effect was absent in the case of CRL973 strain. In order
to study the activation of respiratory burst in peritoneal macrophages, we used the NBT
method as described previously *°. Both, UCO-979C and CRL973 treatments increased
the percentage of NBT+ cells in the peritoneal cavity; we observed no significant
differences between both lactobacilli-treated groups (Figure 4). In addition, mice orally
treated with the UCO-979C strain had significantly higher levels of intestinal IgA
antibodies than control animals while L. fermentum CRL973 did not induce significant
changes (Figure 4). It has established that the in vivo immunomodulatory abilities of
probiotic bacteria are in part attributable to altered production of cytokines that play
pivotal roles in coordinating the immune function. Then, we analyzed the concentrations
of cytokines in intestinal fluid and serum obtained from lactobacilli-treated mice, to
determine the local and systemic effects induced by both L. fermentum strains (Figure 5).
No significant differences were observed between lactobacilli-treated and control mice

when intestinal and serum TNF-a concentrations were analyzed. Intestinal IFN-y protein
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level was augmented by both L. fermentum UCO-979C and CRL973 while no differences
were observed for serum IFN-y between the groups. In addition, L. fermentum UCO-979C
significantly increased intestinal and serum IL-10 levels, an effect that was not observed
for the case of CRL973 strain (Figure 5). We also evaluated the levels of these three
cytokines: TNF-a, IFN-y, and IL-10, in mice after the intraperitoneal challenge with LPS
(Figure 6). The inflammatory stimulus modulated the concentration of intestinal and
serum TNF-o, and IFN-y in all experimental groups. However, TNF-a level was
significantly lower in L. fermentum UCO-979C-treated mice when compared with those
receiving the CRL973 strain or controls. In addition, both lactobacilli improved the
production of intestinal IFN-y after the challenge with LPS while only UCO-979C strain
increased the levels of this cytokine in serum (Figure 6). LPS challenge also increased
IL-10 both in intestinal fluid and serum of mice; however, the levels of this
immunoregulatory cytokine were significantly higher in L. fermentum UCO-979C-treated
mice when compared with those receiving the CRL973 strain or controls (Figure 6).
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Figure 4. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C and L. fermentum CRL973

on peritoneal macrophages activities and intestinal IgA production in adult

immunocompetent mice. L. fermentum UCO-979C or CRL973 were administered to different
groups of mice for two consecutive days at a dose of 108 cells/mouse/day. Untreated mice were
used as controls. One day after the last lactobacilli administration, phagocytic and bactericidal
(oxidative burst) activities of peritoneal macrophages, and intestinal IgA concentrations were

determined. The results represent three independent experiments. Results are expressed as mean
+ SD. Significantly different from control mice *(P<0.05).
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Figure 5. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C and L. fermentum CRL973
on intestinal and serum cytokines of adult immunocompetent mice. L. fermentum UCO-979C
or CRL973 were administered to different groups of mice for two consecutive days at a dose of
108 cells/mouse/day. Untreated mice were used as controls. One day after the last lactobacilli
administration, the concentrations of TNF-a, IFN-y, and IL-10 in intestinal fluid and serum were
determined. The results represent three independent experiments. Results are expressed as mean

+ SD. Significantly different from control mice *(P<0.05).
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Figure 6. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C and L. fermentum CRL973
on intestinal and serum cytokines of adult immunocompetent mice after lipopolysaccharide
(LPS) stimulation. L. fermentum UCO-979C or CRL973 were administered to different groups
of mice for two consecutive days at a dose of 108 cells/mouse/day. Untreated mice were used as
controls. Lactobacilli-treated and control mice were challenged with LPS by intraperitoneal
injection of LPS. One day after the LPS challenge the concentrations of TNF-a, IFN-y, and IL-10
in intestinal fluid and serum were determined. The results represent three independent
experiments. Results are expressed as mean = SD. Significantly different from control mice
*(P<0.05).

L. fermentum UCO-979C modulates intestinal immune cell populations in vivo

We aimed to evaluate the effect of L. fermentum UCO-979C on peritoneal and
intestinal immune cell populations in order to further characterize the immunomodulatory
activity of this strain. In the peritoneal fluid, resident macrophages (F4/80" cells) as well
as inflammatory monocyte and neutrophils (Ly6C/Grl* cells) were studied by flow
cytometry. As shown in Figure 7, the percentage of peritoneal F4/80+ macrophages as
well as activated macrophages (F4/80+MCH-II" cells) was increased in UCO-979C-
treated mice when compared to controls, while no significant differences between the
groups were observed when Ly6C/Grl* and Ly6C/Gri*MHC-II* cells were studied.
Antigen presenting cells were also analyzed in Peyer’s patches of mice (Figure 8). No
significant differences were observed between UCO-979C-tretaed and control mice when
CD11b" or F4/80" cells from Peyer’s patches were evaluated. In addition, there were no
differences between the groups in activated CD11b*CD86" cells; however, the percentage
of F4/80"CD86" cells were significantly higher in L. fermentum UCO-979C-treated mice
when compared with controls (Figure 8). Finally, B and T cells populations in Peyer’s
patches were studied (Figure 9). L. fermentum UCO-979C treatment improved the
proportions of both CD3*CD4" and CD3*CD8" T cells when compared to controls. No
differences between the groups were detected in the population of B220"9" cells; however,
the proportion of B220'"" and B220*CD24"9" cells (immature B cells) from Peyer’s
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patches were significantly reduced in L. fermentum UCO-979C-treated mice when
compared with controls (Figure 9). In addition, B220*CD24'°" population mature B cells)

from Peyer’s patches were higher in L. fermentum UCO-979C-treated mice than that of

controls.
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Figure 7. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C on peritoneal phagocytic cells
of adult immunocompetent mice. L. fermentum UCO-979C was administered to mice for two
consecutive days at a dose of 108 cells/mouse/day. Untreated mice were used as controls. One
day after the last lactobacilli administration, peritoneal phagocytes were evaluated by flow
cytometry. The results represent three independent experiments. Results are expressed as mean +
SD. Significantly different from control mice *(P<0.05).
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Figure 8. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C on Peyer’s patches
phagocytic cells of adult immunocompetent mice. L. fermentum UCO-979C was administered
to mice for two consecutive days at a dose of 108cells/mouse/day. Untreated mice were used as
controls. One day after the last lactobacilli administration, Peyer’s patches phagocytes were
evaluated by flow cytometry. The results represent three independent experiments. Results are

expressed as mean £ SD. Significantly different from control mice *(P<0.05).

123



PEYER'S PATCHES FPEYER'S PATCHES

B220+CD24" CELLS B220+CD24Mer CELLS
16 + 1
14 + H 4+
5 m T
& 10 g
s 2 s 4
- | 2 o4
g 61 .ﬂ_.E a0 4
4 + M+
2+ i}
1] | a
Coniral L. fermentum Contrel L. fermminm
UCO-978C UCO-979C
FEYER'S PATCHES PEYER'S PATCHES
B2 CELLS B220Me CELLS
(L x5 -
D+
& o * »g
3 L R
z 0 R
b B,
T 44 s 13T
= =
10+
a : 4 0
Control L. fermentum Control L. fermentane
UCO-979C U097
PEYER'S PATCHES PEYER'S PATCHES
CD3+CIM+ CELLS - CDA+CDE+ CELLS
L. - "
4 471
5 ¢
= ERELE
E i E ¢
= = st
5 4 1
ns 14
il F 1 L1] t
Camntral L. feramentiim Confrel L. fermeimiune
CO-97T9C U078

Figure 9. Effect of Lactobacillus fermentum UCO-979C on Peyer’s patches
lymphocytes of adult immunocompetent mice. L. fermentum UCO-979C was administered to
mice for two consecutive days at a dose of 108 cells/mouse/day. Untreated mice were used as
controls. One day after the last lactobacilli administration, Peyer’s patches T and B cells were
evaluated by flow cytometry. The results represent three independent experiments. Results are

expressed as mean £ SD. Significantly different from control mice *(P<0.05).
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DISCUSSION

We previously reported that L. fermentum UCO-979C modulates the innate
Immune response in human gastric epithelial cells and macrophages, and improves
protection against H. pylori infection 2. Here, we demonstrated for the first time that the

UCO-979C strain is also capable of modulating the intestinal immune system.

The recent scientific advances in the biology of intestinal epithelial cells (IECs)
have dramatically expanded our appreciation of their immunological functions. IECs
establish an interconnected network with underlying immune cells and with the
microbiota on their surface, and these complex interactions between intestinal cells and
microorganisms significantly influence the host defense against threats from the intestinal
lumen 3334 |ECs play crucial roles in the recognition of microorganisms in both
homeostatic and pathologic conditions through the expression of innate receptors
including the TLRs. TLR signaling by pathogens in IECs initiates signaling cascades that
culminates in the expression and secretion of various cytokines, chemokines, and other
inflammatory factors which signal and prime underlying immune cells 3334, It was also
reported that commensal and probiotic bacteria are recognized by IECs through innate
receptors'®. Moreover, immunobiotic bacteria are able to influence TLR signaling induced
by pathogens in IECs and therefore, differentially modulate immune responses®®.

We have previously used PIE cells to evaluate the effect of immunobiotic bacteria
on TLR signaling induced by pathogens” PAMPs. We demonstrated that stimulation of
PIE cells with heat-stable ETEC PAMPs activates NF-kB and induces the phosphorylation
of MAPK-ERK, MAPK-p38, and MAPK-JNK leading to the production of inflammatory
cytokines 2. Later, by performing transcriptomic studies we corroborated these findings
by demonstrating that activation of NF-kB and MAPK pathways in PIE cells results in an
increased expression of several chemokines including CCL4, CCL5, CCL8, CCL20,
CXCL2, CXCL5, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CSF2, as well as complement and
coagulation factors %’. Interestingly, we have also demonstrated that prestimulation of PIE

cells with the immunobiotic strain Lactobacillus jensenii TL2937 differentially modulate
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the expression of inflammatory factors produced in response to heat-stable ETEC PAMPs
challenge %%’ (Figure 10A). The upregulation of the negative regulators MKP-1, A20,
and Bcl-3 induced by the TL2937 strain in PIE cells was found to be related to the different
immunotrascriptomic response after heat-stable ETEC PAMPs challenge 2°?’. Here, we
performed similar experiments in order to evaluate the immunomodulatory effects of L.
fermentum UCO-979C in IECs. Our results showed that the prestimulation of PIE cells
with the UCO-979C strain differentially modulated the expression of inflammatory
factors induced by the heat-stable ETEC PAMPs challenge (Figure 10A). The changes
induced by L. fermentum UCO-979C were distinct from those previously observed in the
case of immunobiotic strain TL2937. While L. jensenii TL2937 induced a clear and
remarkable anti-inflammatory effect 2>%’, L. fermentum UCO-979C produced a
stimulant/anti-inflammatory mixed effect (Figure 10A). Though some inflammatory
factors such as CXCL8, CXCL9, CXCL10, CXCL11, C1S and C3 were significantly
reduced in UCO-979C-treated PIE cells; others like IL-6, CCL8, C1R and CFB were

upregulated.

The up and down regulation of inflammatory factors correlated with the changes
induced by L. fermentum UCO-979C on the expression of negative regulators of TLR4
signaling as evidenced by the augmented expression of SIGIRR and Bcl3, and the reduced
expression of Tollip and MKP-1 (Figure 10A). The intestinal innate immune system
needs to keep a balance in TLR activation to confer protection and avoid exaggerated
inflammatory responses. Several levels of negative regulation have been described for
TLR activation including the expression of membrane bound suppressors and intracellular
inhibitors 3%, In this regard, some probiotic strains have shown to reduce TLR negative
regulators and control the inflammation *¢. Lactobacillus amylovorus DSM 16698 was
reported to diminish IL-1p and IL-8 levels in IECs infected with ETEC K88 through the
modulation of the negative regulators Tollip and IRAK-M 37, ETEC K88-challenged pigs
exhibited a reduced inflammatory response after L. acidophilus administration and this
effect was associated with an increased expression of splenic Tollip, IRAK-M, A20 and
Bcl-3 levels . In addition, L. plantarum CGMCC1258 increased SIGIRR, Bcl3 and
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MKP-1 gene expressions in porcine IECs challenged with ETEC K88 ameliorating the

production of I1L-8 and TNF-a *°.
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Figure 10. Proposed mechanisms for the immunomodulatory activity of
Lactobacillus fermentum UCO-979C on intestinal mucosa. A) Effect of L. fermentum UCO-
979C on intestinal epithelial cells and modulation of the inflammatory response triggered by heat-
stable Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs). The immunomodulatory activity of the UCO-979C strain is compared with the activity
of the probiotic strain Lactobacillus jensenii TL2937 and with L. fermentum CRL973. B) Effect
of L. fermentum UCO-979C on intestinal immune cells. The immunomodulatory activity of the
UCO-979C strain is compared with the activity of the probiotic strain Lactobacillus rhamnosus
CRL1505.
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The stimulating/anti-inflammatory mixed effect of L. fermentum UCO-979C in
PIE cells contrast with our previous findings in AGS cells 2. We demonstrated that L.
fermentum UCO-979C significantly diminished the production of IL-8, TNF-a., IL-18, IL-
6, and MCP-1 in AGS cells challenged with H. pylori. Of interest, in addition to its
capacity to reduce the production of pro-inflammatory factors we observed that L.
fermentum UCO-979C was also capable to improve the production of TGF- in H. pylori-
infected AGS cells. These findings indicate that it is of great importance to characterize
the immunomodulatory properties of the probiotic strains in different cellular models

since it is not possible to extrapolate their effect in one mucosal tissue to another.

Several studies have reported the beneficial effects of immunobiotics on intestinal
health and those studies have shown that the most remarkable effect of immunobiotics on
intestinal cytokine dynamics is the increase in TNF-o, I[FN-y, and the regulatory cytokine
IL-10 %949, We have shown consistently that the oral administration of immunobiotic
strains including L. casei CRL431, L. plantarum CRL1506, and L. rhamnosus CRL1505
improves the production of TNF-a, IFN-y, and IL-10 in the gut %3141, Moreover, we have
demonstrated that oral administration of the immunostimulatory strain L. rhamnosus
CRL1505 to mice improved the activation of intestinal and peritoneal macrophages as
well as Peyer’s patches CD4+ T cells those are able to produce IFN-y 323141 |n the present
study, the oral administration of L. fermentum UCO-979C significantly improved the
production of IFN-y, and IL-10 but not the TNF-a. The UCO-979C strain stimulated
intestinal and peritoneal macrophages and improved Peyer’s patches CD4+ T cells,
although the effects were less pronounced than those previously observed for the
CRL1505 strain (Figure 10B). These results indicate that L. fermentum UCO-979C would
be capable of stimulating CD4+ T cells in the gut, increasing IFN-y production and
consequently stimulating the macrophages. In fact, peritoneal macrophages of UCO-
979C-treated mice had improved levels of parameters that involved in several
fundamental steps of the phagocytic process including attachment to surface and
internalization of S. boulardii as well as their microbicidal activity through oxidative
burst. We previously reported that L. fermentum UCO-979C modulated cytokine
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production in THP-1 macrophages challenged either with H. pylori or lipopolysaccharide
(LPS) 23. The UCO-979C strain was able to reduce the production of TNF-a, and to
improve IFN-y levels in challenged THP-1 macrophages. In addition, we demonstrated
that L. fermentum UCO-979C increased the production of IL-10 in THP-1 macrophages
challenged with H. pylori 23. Our previous results and those obtained in this work therefore
suggest that the UCO-979C strain could exert an immunomodulatory effect on
macrophages acting directly on them or indirectly through the cytokines produced by IECs

or other immune cells.

Another effect that has been consistently described for probiotics on the intestinal
immune system is their ability to improve secretory IgA production, which is supported
in most cases by an improved production of factors released by IECs. Cytokines produced
by IECs such as IL-6 are capable of promoting the switch from IgM to IgA expression in
B cells 3+, It is considered that approximately 80% of antibody-secreting plasma cells in
the human body are located in the gut. Intestinal antibody-secreting plasma cells produce
secretory IgA that plays an important protective role against pathogens and toxins through
a variety of non-inflammatory activities that increase their clearance, and prevent their
access to the intestinal epithelium #2. Dimeric IgA may neutralize endocytosed LPS in
intestinal epithelium, preventing NF-«xB activation *. IgA-producing B cells can be
generated by both T cell-dependent and -independent processes “4. T cell-dependent
responses usually occur in germinal centers in lymphoid tissues such as the Peyer’s
patches and mesenteric lymph nodes. In such structures, B cells undergo several rounds
of activation and maturation that are supported by follicular T cells that express co-
stimulatory molecules and cytokines. In T-independent responses, which occur outside
germinal centers, B cells are activated by IECs and innate immune cells to produce
polyreactive IgA *°. The T-independent IgA production is induced by and influences the
composition of indigenous members of the microbiota #2. In addition, improvement of T-
independent IgA induction supported by TGF-B, 1L-4, IL-2, IL-6, and IL-10 was also
demonstrated for immunobiotic strains including L. casei CRL431 #°, L. rhamnosus GG

4% and L. rhamnosus CRL1505 3! In this work, we have observed that the oral
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administration of the L. fermentum UCO-979C improves intestinal IL-6, reduces
immature B220*CD24"¢" B cells from Peyer’s patches, enhances mature B
B220+CD24low cells and significantly increases intestinal 1gA, although these effects

were less pronounced than those observed for the CRL1505 strain (Figure 10B).

Interestingly, L. fermentum CRL973 showed a modest immunomodulatory effect
in vitro (Figure 10A). The CRL973 strain was more efficient to increase the expression
of SIGIRR when compared to the UCO-979C strain. In addition, L. fermentum CRL973
reduced the expression of the negative regulators A20 and IRAK-M in PIE cells after heat-
stable ETEC PAMPs challenge. However, the in vivo studies in mice demonstrated that
the CRL973 strain was not able to exert an immunomodulatory effect since no
improvement of intestinal cytokines, IgA production, or activation of peritoneal
macrophages was observed in the CRL973-treated mice. These findings are of importance
since they confirm the general knowledge that the immunobiotic properties are dependent
on each specific strain. Moreover, results of this study open up an interesting possibility
for future research since cellular, molecular and genomic comparative studies between
both UCO-979C and CRL973 could help to understand the immunological mechanisms
involved in the beneficial effects of L. fermentum UCO-979.

We have demonstrated that L. fermentum UCO-979C is able to differentially
modulate the cytokine response of human gastric epithelial cells and macrophages, and to
improve protection against H. pylori infection in vitro 2. The UC0O-979C strain is also
capable to modulate the immune response of intestinal epithelial cells triggered by heat-
stable ETEC PAMPs challenge. Notably, we demonstrated here for the first time that L.
fermentum UCO-979C is able to exert its immunomodulatory effect in the intestinal
mucosa in vivo. Therefore, L. fermentum UCO-979C has several characteristics for
making it an excellent candidate for the development of immunobiotic functional foods to
prevent infections by gastric and intestinal pathogens. The in vivo evaluation of the ability

of the UCO-979C strain to beneficially influence the immune response and improve
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protection against H. pylori and other intestinal pathogenic Gram negative bacteria is an
interesting point for further research.
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DISCUSION GENERAL



Efecto inmunomodulador de L. fermentum UCO-979C en la infeccion por H.
pylori en células epiteliales gastricas y macrofagos.

La relacion inflamacion-cancer fue planteada en el siglo XIX por Rudolf Virchow
y por décadas la evidencia ha apoyado que la inflamacion crénica se asocia a la
etiopatogénesis y desarrollo de varios tipos de tumores ', De acuerdo a datos de
GLOBOCAN 2018, el cancer de estdmago es la quinta neoplasia mas comun vy la tercera
con mayor mortalidad asociada °2. Si bien el desarrollo de cancer gastrico es
multifactorial, aproximadamente el 90% de los casos de cancer son atribuibles a la
infeccion por H. pylori, siendo responsable de un 5% de los casos globales de cancer
191193 | a infeccion cronica por H. pylori produce desérdenes gastricos que van desde la
gastritis cronica al adenocarcinoma gastrico '**, una respuesta inflamatoria cronica es
requisito para el desarrollo de las secuencia de transformaciones epiteliales denominadas
cascada de Correa, que incluye gastritis atrofica multifocal, metaplasia intestinal,

dysplasia y cancer °.

La respuesta inmune frente a H. pylori implica componentes de la respuesta innata
y una compleja mezcla de respuestas adaptativas Thl, Th17 y Treg. La forma clinica de
la infeccion dependera en gran medida del balance de estas respuestas, en particular de las
cantidades y el tipo de citoquinas y quimioquinas producidas %1%, Las citoquinas son
componentes esenciales en la respuesta inflamatoria y el dafio en la mucosa gastrica®®’.
Es reconocido que polimorfismos en los genes que codifican para ciertas citoquinas que
resultan en una expresion aumentada de dichos factores pro-inflamatorios (IL-6, 1L-8,
TNF-a, IL-1B) o reducida de citoquinas anti-inflamatorias como la IL-10, estan asociadas
a mayor riesgo de desarrollar cancer gastrico °1%. Por otra parte, se sugiere que la
tolerancia inmunoldgica a la infeccion protege frente a formas graves de la enfermedad®®.
La erradicacion es un objetivo primario en los individuos infectados ya que disminuye
significativamente el riesgo de cancer gastrico en personas infectadas sin lesiones pre
malignas 1%1%; sin embargo, en las Ultimas décadas existe un creciente interés en los

191

mediadores de la inflamacion como blanco en las estrategias de tratamiento~"*. De esta
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forma, la modulacion de la respuesta inmune frente a la infeccién puede reducir la
inmunopatologia o promover una respuesta inflamatoria més eficiente para erradicar a H.
pylori 2%

Se postula que los probidticos podrian contribuir a polarizar la respuesta inmune
hacia una respuesta tipo Th2, asociada con la produccién de IL-4 o IL-10 lo que podria
contribuir a disminuir la inflamacion producto de la respuesta natural frente a H. pylori,
caracterizada originalmente por una células T CD4+ que expresan principalmente un
fenotipo Th1 "®76, Por tal motivo el objeto del presente estudio fue evaluar el efecto de
una cepa de aislamiento géstrico, L. fermentum UCO-979C previamente caracterizada
como probidtico 8, sobre la respuesta inmune en el contexto de la infeccion por H. pylori.
Para ello, se estudiaron diversos parametros inmunologicos en lineas celulares y en un
modelo animal murino. El amplio recorrido metodolégico abordado en este trabajo de
tesis permite posicionar a la cepa UCO-979C como un probiético inmunomodulador o
inmunobidtico, con gran potencial de aplicacion en el mejoramiento de la salud

gastrointestinal como se discute a continuacion.

Es claro que el reconocimiento innato local de H. pylori por parte de las células
epiteliales gastricas es un importante determinante del curso de la enfermedad . La
activacion de la via del NF-xB y regulacion positiva de IL-8 en células epiteliales gastricas
han sido sugeridos como los mecanismos criticos responsables de la inflamacion cronica
y la carcinogénesis inducida por H. pylori. De este modo, las estrategias para reducir la
inflamacion crénica se han centrado en la modulacion de IL-8. Sin embargo, varias
citoquinas juegan un papel relevante en el desarrollo de gastritis asociada a H. pylori.
Citoquinas como IL-1pB, IL-10, IL-6 y miembros de la familia Smad 7 también estan
involucrados en la respuesta de las células epiteliales frente a H. pylori 2°2, Por esta razon,
muchas de ellas pueden ser candidatas para ser empleadas en la terapia de la inflamacién
géastrica, sin embargo pocos estudios han investigado el papel de otras quimioquinas
diferentes a I1L-8 191293-205 por gste motivo, la determinacion de un repertorio mas amplio
de citoquinas y quimioquinas para contar con un estudio inmunolégico mas detallado

(Capitulo V) son necesarios para hacer un abordaje mas eficiente en la prevencion y
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tratamiento de las patologias asociadas a H. pylori. En este sentido, en estudios previos
demostramos que L. fermentum UCO-979C redujo significativamente la produccion de
IL-8 en células AGS desafiadas con H. pylori, indicando un potencial efecto
inmunomodulador. En este trabajo de tesis se amplié la caracterizacién del efecto
inmunomodulador de la cepa UCO-979C estudiando un repertorio mas amplio de
citoquinas y quimioquinas producidas por células epiteliales y macro6fagos en respuesta a

la infeccidn con el patdgeno gastrointestinal.

H. pylori puede inducir la activacion de una serie de vias de sefializacion en las
células epiteliales gastricas dando como resultado la produccion de citoquinas que
incluyen IL-8, IL-6, TNF-a, IL-1B, IL-a,, GM-CSF, MCP-1 y TGF-B. Como se menciond
anteriormente, dichas citoquinas desempefian un papel importante en el desarrollo de
enfermedades gastroduodenales asociadas con la infeccién por H. pylori 2. Considerando
que ciertos microorganismos pueden modular la respuesta inmune y mitigar el efecto
inflamatorio; en cumplimiento del objetivo 1, se determinaron los niveles de TNF-a, I1L-
1, IL-6, TGF-B, IL-8 y MCP-1 en el sobrenadante de células AGS estimuladas con la cepa
probiética (Figura 2 Capitulo IV) y en células AGS infectadas con H. pylori pre tratadas
con UCO-979C (Figura 7 Capitulo IV), con el fin de evaluar el efecto inmunomodulador
de L. fermentum UCO-979C.

El tratamiento de células epiteliales gastricas con L. fermentum UCO-979C indujo
un aumento en los niveles de TNF-a IL-1B, IL-6, MCP-1 y TGF-B sin modificar la
produccion de 1L-8 (Figura 2 Capitulo V). Estudios realizados con la cepa probidtica
Streptococcus thermophilus CRL1190 demostraron que dicho microorganismo no induce
cambios significativos en los niveles de TNF-a, IL-6 e IL-8 en condiciones
experimentales similares 2%. Por otro lado, la cepa de aislamiento géstrico L. rhamnosus
UCO-25A es capaz de modificar los niveles TNF-a IL-13, IL-6, MCP-1y TGF-$ e IL-8
en células AGS 2%, Estos resultados indican un claro efecto dependiente de cepa en la
modulacion de las citoquinas producidas por las celulas epiteliales géastricas. Esta

conclusion también es valida cuando se analizan los perfiles de citoquinas en el contexto
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de la infeccion por H. pylori. S. thermophilus disminuye los niveles de IL-8, sin ejercer
efecto sobre la produccion de TNF-a e IL-6, mientras que UCO-979C (Figura 7 Capitulo
IV) y UCO-25A disminuyen la produccion de TNF-a,, IL-1p, IL-8 y MCP-1. También se
reportd que la cepa UCO25-A aumenta los niveles de IL-6 mientras que UCO-979C los
disminuye. L. acidophilus LA5 ® disminuye la expresion de IL-8 en células MKN45 sin
embargo no ejerce un efecto sobre los niveles de TGF-B1 2%, Esto demuestra diferencias
en la capacidad inmunomoduladora de las cepas probidticas asociadas al patrén de

citoquinas liberadas por las células epiteliales gastricas.

Estudios en células epiteliales han demostrado que H. pylori puede inducir
expresion de genes pro-inflamatorios a través de la interaccion con TLR2, TLR4, TLR5 y
TLR9 2%, El patdgeno también puede ser reconocido a través de otros PRRs: el
peptidoglicano puede ser inyectado a través del sistema T4SS y estimular NOD-1
induciendo la activacion de la via de sefializacion del NF-xB %!°. Las interacciones
MAMPs-PRRs también se producen entre microorganismos benéficos y células
epiteliales. Actualmente se acepta que las diferencias en las respuestas inducidas por las
distintas cepas probidticas radica en la variedad de sus MAMPs (sus atributos y su
cantidad) y el reconocimiento por los diferentes PRRs presentes en las células inmunes y
no inmunes del huésped 8. Componentes estructurales microbianos serian esenciales en
la comunicacion huésped-microrganismo y serian los responsables de la variabilidad
funcional entre cepas. Entre ellos se pueden mencionar los exopolisacaridos, las proteinas
de superficie, las proteinas de unién a la mucina, proteinas de union a la fibronectina y
pili, el peptidoglicano '12%2 y los &cidos lipoteicoicos 5?%3. De este modo es posible
especular gque la interaccion MAMPs-PRRs producida entre L. fermentum UCO-979C y
las celulas epiteliales gastricas podria inducir cambios en la posterior interaccion
MAMPs-PRRs llevada a cabo entre H. pylori y dichas células. En consecuencia, la
reduccidn significativa de TNF-a, IL-1p, IL-8, MCP-1 e IL-6 de las células epiteliales en
respuesta al patdgeno producto del pretratamiento con la cepa UCO-979C podria ser el

resultado de cambios en las vias de sefializacion que sensan la presencia de H. pylori.
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Algunos estudios concentrados en la evaluacion del potencial rol de las vias de
sefializacion en el efecto benéfico de cepas probioticas en el contexto de la infeccidn de
células epiteliales gastricas por H. pylori apoyan nuestra hipotesis. Thiraworawong et al.,
demostraron que el sobrenadante de cultivo de L. plantarum XB7 es capaz de inhibir la
activacion del NF-«xB y de c-Jun (sub- unidad de AP-1) resultando en una disminucion en
la expresion de 1L-8 178, Asi mismo, L. bulgaricus NQ2508 inhibe la adherencia de H.
pylori a células GES-1 y también disminuye la produccion de IL-8 posterior al desafio
con LPS de H. pylori. El trabajo demostrd que la cepa NQ2508 ejercia su efecto benéfico
al inhibir la via de sefializacion TLR4/IxBa/NFxB 22, Aunque el desciframiento del
mecanismo molecular de la accion inmunomoduladora de la cepa UCO-979C no era
objetivo de la presente investigacion, la elucidacion de los receptores y vias de
sefializacion modificadas por la bacteria en células epiteliales es un importante objetivo
para futuras investigaciones. Estudios de expresion de PRRs, bloqueo con anticuerpos
anti-TLR y andlisis de expresion de proteinas de la via MyD88-TRAF6 y activacion de
NF-kB, moléculas criticas en la transduccién de sefiales en la infeccion por H. pylori,
serian de gran importancia para dilucidar si L. fermentum UCO-979C ejerce su efecto

inmunomodulador a través de su influencia en la interaccion MAMPs-PRRs.

La adhesion a la mucosa gastrica es una etapa clave en la patogénesis por H. pylori
202 |os probidticos pueden inhibir la adhesion de H. pylori a las células géastricas mediante
interferencia directa con la union del patégeno o indirectamente afectando los receptores
en las células huésped 24215, La inhibicion de la colonizacion por H. pylori mediada por
probiGticos es cepa especifica 2°2. Por otro lado, también se ha reportado que algunas
bacterias probioticas no tienen efecto en la eliminacion del patdégeno pero si tienen un
efecto benéfico en la inflamacion asociada a H. pylori 8. Algunos estudios demuestran
que algunas bacterias probidticas pueden tener un efecto en la inflamacion asociada a H.
pylori, sin eliminar la infeccion 8L, Al respecto, Panpetch et al. demostraron que el
sobrenadante de cultivo de L. salivarius B37 y B60 reduce la produccion de IL-8 inducida
por H. pylori en células epiteliales gastricas al suprimir la activacion de NF-xB, sin

suprimir la activacion de c-Jun. El sobrenadante de cultivo de estas cepas no tiene efecto
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sobre el crecimiento del patdgeno gastrico'®’. En otro estudio, se evalu6 el efecto de L.
gasseri OLL 2716, la dosis necesaria para reducir la adhesion a las células (10° UFC/ml)
fue superior al nimero de bacterias necesario para disminuir la produccion de 1L-8 (10’
UFC/ml). El trabajo sugirié que la supresion en la produccion de IL-8 por parte de esta
cepa no guarda relacion con un blogueo en la adhesion de H. pylori en células MKN45.
La misma dosis de bacterias probiéticas no inhibe la produccién de IL-8 inducida por
TNF-a por lo que los autores sugieren que este efecto es producto de un evento que ocurre

entre la adhesion del patdgeno y la transcripcion de 1L-8 2,

Estudios previos han demostrado que L. fermentum UCO-979C produce peroxido
de hidrégeno, acido lactico %, se adhiere eficientemente a células epiteliales gastricas e
intestinales, sobre las cuales la cepa forma estructuras tipo biopelicula y produce
exopolisacarido ¥, coloniza y sobrevive hasta 14 dias en la mucosa gastrica de gerbos de
Mongolia 8; inhibe fuertemente la adhesion, el crecimiento, la actividad de la ureasa de
H. pylori y reduce significativamente la produccion de IL-8 en células AGS infectadas
por H. pylori ', Para sugerir el mecanismo por el cual la cepa UCO-979C ejerce un efecto
sobre la produccion de citoquinas y/o la colonizacion por H. pylori seria relevante estudiar
el efecto de células inactivadas, sobrenadante de cultivo, expresion de genes de virulencia
en H. pylori, estudio de mutantes, entre otros, para poder relacionar la actividad de la

cepa con mecanismos de accion directos o indirectos.

Estudios refieren que la actividad de ciertas cepas probidticas frente a H. pylori es
mas evidente cuando se emplea sobrenadante de cultivo que cuando se emplean bacterias
viables 17°, en esta situacion, el mecanismo puede estar relacionado con sustancias
secretadas tales como el &cido lactico, peroxido, bacteriocinas y proteinas. En el caso del
uso de bacterias viables como el presente estudio, la participacion de moléculas de la
envoltura celular y componentes de superficie celular también deben ser considerados 6.
Se puede sugerir que el efecto de L. fermentum UCO-979C es una mezcla de eventos
inhibitorios en conocimiento de su actividad anti-H. pylori mediados por acido lactico,

peroxido y efectos sobre las células epiteliales gastricas.
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TGF- B producido por las células epiteliales actia como un importante regulador
de la funcion de los macrdfagos, promoviendo la diferenciacion de macrofagos tipo 2 27,
Una baja concentracion de TGF- con IL-6 e IL-21 promueve la expresion de IL- 23R y
la diferenciacion de células Th17 (el aumento de los niveles de IL-17 durante la infeccion
por H. pylori es responsable del dafio de la mucosa durante la gastritis) Por otro lado, una
alta concentracion de TGF-f inhibe la expresion de IL-23R, lo que favorece la generacion
de células Treg?*®. TGF-p desempefia una funcion en la prevencion de la inflamacion,
aungue no es lo suficientemente eficaz para prevenir las Ulceras causadas en la patologia
cronica por H. pylori. El pretratamiento de con L. fermentum UCO-979C en células AGS
infectadas con H. pylori, aumenta significativamente las concentraciones de TGF- y
disminuye las concentraciones de IL-6. Podria sugerirse que genera un microambiente de
citoquinas que favorece la diferenciacion hacia células Treg, aunque serian necesarios
estudios méas detallados para llegar a esta conclusién. Algunas cepas probidticas han
demostrado modular la produccién de TGF-B; el pre-tratamiento con altas dosis de L.
acidophilus LA5® aumenta los niveles de IkBa citoplasmatico y disminuye los niveles
de NF-xB en células MKNA45 infectadas con H. pylori 2%, L. acidophilus LA5® disminuye
la expresion de JAKL, STAT1 y SMAD7 y la subsecuente produccion de NF-kB en
células AGS posterior al desafio con H. pylori 2%, la disminucion en la expresion de
Smad7 inducida por la a LAS también estuvo involucrada en la produccion mejorada de
TGF-p 28,

Es importante destacar que la actividad de las cepas probidtica es dependiente de
la dosis. Al respecto, L. salivarius WB1004 demostro disminuir la adhesion de H. pylori
a células MKN45 y la secrecion de IL-8 en un patron dosis dependiente 2%°. En otro
estudio, Marcial y colaboradores observaron que el pretratamiento con S. thermophilus
CRL1190 disminuia la adhesion de H. pylori en células AGS de una forma dependiente
de la dosis, al igual que el descenso en los niveles de IL-8 demostraba diferencias
evidentes entre los grupos tratados con diferentes concentraciones del probiotico 2%, Por
el contrario, un estudio de nuestro laboratorio, no demostré diferencia significativa en los

recuentos de H. pylori en células AGS pretratadas o incubadas simultaneamente con varias
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concentraciones de L. rhamnosus UCO-25A 27, Por ello, con el objetivo de caracterizar
la actividad anti H. pylori de L. fermentum UCO-979C en la presente tesis se evaluaron
varias concentraciones de la cepa probidtica y su efecto en la adhesion de H. pylori en dos
modelos experimentales: pre-incubacion y co-incubacion con la bacteria probidtica. Las
dosis dptimas a evaluar en el presente trabajo (10°,10°, 10 UFC/ml de L. fermentum UCO-
979C y 10UFC/ml de H. pylori 43504) fueron seleccionadas considerando la
citotoxicidad evaluada por el porcentaje de LDH vy la viabilidad mediante el método de
MTT, posterior a la incubacidn con las bacterias probidticas y el patdgeno, considerando
tiempos de exposicion de 24 horas con cada microorganismo (Figura 1y 3 Capitulo IV).
Dosis mas elevadas demostraron afectar la viabilidad celular, probablemente por la

acidificacion del medio por el acido lactico liberado por la cepa UCO-979C.

Como se puede evidenciar en la Figura 5 (Capitulo I\V) no se observé diferencia
significativa entre las dosis evaluadas respecto al porcentaje de adhesion de H. pylori en
las células AGS ni sobre los niveles de TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-8 y MCP-1 en células
infectadas, pero si sobre los valores TGF-B, los cuales fueron significativamente
superiores al control infectado cuando las células fueron pre-tratadas con 10° y 10°
bacterias/ml. Sin embargo, todas las dosis evaluadas muestran una disminucion en los
valores de mediadores de la inflamacion en células infectadas por H. pylori, de igual forma
los estudios en el modelo murino (Capitulo V) confirman que la cepa tiene una actividad
anti-inflamatoria en el contexto de la infeccion por H. pylori cuando los ratones recibieron
108 UFC/ml por via oral. Esta evaluacion es relevante, ya que se ha descrito que una cepa
probidtica en diferentes dosis puede actuar como un agente inmunoestimulador o
inmunoregulador y si no se usan en la dosis optima podria ser ineficaz e incluso perjudicial

para el efecto terapéutico esperado °°.

L. fermentum UCO-979C es capaz de inhibir la adhesion de H. pylori a células
epiteliales géstricas y disminuir los niveles de citoquinas pro-inflamatorias incluso a la
menor concentracion evaluada 10° UFC/mI. La propiedad de esta cepa de ejercer un efecto

beneficioso ain en bajas densidades ofrece una ventaja desde el punto de vista
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biotecnoldgico ya que a bajas concentraciones la cepa demuestra un efecto inhibitorio en
la colonizacién e inflamacion por H. pylori, una ventaja sobre otras cepas estudiadas, por
ejemplo, L. gasseri OLL2716 requiere concentraciones mas altas 10° UFC/ml para inhibir
la adhesion por H. pylori que las que necesita para inhibir la produccion de IL-8 (10°
UFC/ml) en células MKN45 182,

La inflamacién causada por H. pylori es generada por mdltiples vias de
sefializacion tanto de las células epiteliales gastricas, que son la primera linea de defensa
del huésped contra este organismo, como de las células inmunes circulantes reclutadas en
el sitio de la infeccion 4, Los macréfagos son esenciales como respondedores innatos a
los productos derivados de H. pylori y a las sefiales de las células epiteliales que estan en
contacto directo con la bacteria en la superficie de la mucosa '*®. Los macréfagos son
reclutados hacia la mucosa gastrica donde contribuyen a la amplificacién de la respuesta
inflamatoria al producir IL-13, TNF-a e IL-6. Ademas, al sintetizar IL-12 son capaces de
activar la respuesta inmune innata estimulando a las células Thl e incrementando la
produccion local de citoquinas como IFN-y 19220 | 3 interaccion de los macréfagos con
H. pylori conduce a su activacion y a la secrecion de citogquinas y quimioquinas. Los
macrofagos reconocen el LPS de H. pylori a través de TLR4, ademas que pueden ser
activados por la ureasa y por Hsp60. El reconocimiento de H. pylori puede ser mediado
por TLR2 o TLR4 22,

La funcion de los macrofagos esta relacionada con su estado de polarizacion, los
macrofagos M1 promueven la inmunidad Thl, mientras que los macréfagos M2 se
inducen durante la fase de resolucion de la inflamacion y participan en la eliminacion de
desechos, remodelacion tisular y promocién de la inmunidad Th2. La polarizacion de los
macrofagos esté dirigida por el microambiente. Los macréfagos M1 son inducidos por
IFN-y y productos microbianos como el lipopolisacarido. Por otro lado, 105 macrofagos
M2 son inducidos por citoquinas Th2 o anti-inflamatorias y factores de crecimiento,
incluidos I1L-4, IL-10 y TGF-B 2%°, En ese sentido, las bacterias probidticas han demostrado
modular la polarizacién de los macréfagos, activando macréfagos hacia el fenotipo M1
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para eliminar patdgenos intracelulares, mientras que otras inducen macrdfagos M2 con
actividad anti-inflamatoria 2?2. Bacillus amyloliquefaciens SC06 223, Enterococcus
faecalis symbioflor-1 22y L. bulgaricus DTW1, demostraron inducir un fenotipo M1. L.
acidophilus LA1 2%, L. rhamnosus GG, L. rhamnosus GR-1 2% inducen macrofagos M2.
Diferentes cepas probidticas pueden inducir diferentes fenotipos de acuerdo a las
condiciones fisiologicas o patolégicas como se ha reportado en el manejo de colitis y
sepsis, pueden modular la polarizaciébn a macr6fagos M2, para mejorar ciertas
enfermedades inflamatorias mediante la regulacion de las vias de sefializacion NF-kB,
MAPK,PI3K/Akt y STAT 222,

Las células THP-1 activadas con esteres de forbol se diferencian en células que
imitan a los macréfagos nativos derivados de monocitos; proporcionando un modelo
valioso para el estudio de la actividad de macr6fagos en la respuesta del huésped 2%’. En
el presente estudio se evalud el efecto del tratamiento de los macr6fagos con la cepa L.
fermentum UCO-979C en la produccion de TNF-o, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-
12p40 e IFN-y (Capitulo V). La exposicion de los macrofagos al probiotico demostré un
aumento significativo en todas las citoquinas estudiadas. Podria sugerirse que este efecto
puede favorecer la eliminacion de microorganismos invasores y contribuir a activar la

respuesta inmune adaptativa.

En el presente estudio H. pylori y el LPS aumentaron los niveles de TNF-a, IL-1p,
IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-12p40 e IFN-y, siendo mas notable el efecto para el LPS de E.
coli. Estudios previos han demostrado que el LPS de H. pylori es menos potente para
activar el sistema inmunoldgico que el LPS de otras bacterias intestinales Gram negativas,
esto puede explicarse por las diferencias estructurales entre las moléculas de lipido A de
LPS de H. pylori y la presencia de antigenos del grupo sanguineo Lewis en la cadena
lateral de carbohidratos; se especula esto puede ser benéfico para la persistencia de la

bacteria 2%,

En el contexto de la infeccion por H. pylori, el pretratamiento con la cepa

probiotica, disminuye los niveles de los mediadores inflamatorios TNF-a e IL-1B y
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aumenta la produccién de IL-10. Estudios previos describen que polimorfismos que dan
como resultado niveles elevados de IL-1p y TNF-a y niveles reducidos de IL-10 se han
asociado con un mayor riesgo de gastritis atrofica y cancer gastrico %2, TNF-o e IL-1pB
secretada por los macrofagos durante la infeccion por H. pylori han demostrado tener una
importante contribucion al desarrollo de tumores 22, En el caso de IL-1B, ciertos
polimorfismos pueden predisponer a las personas a desarrollar atrofia gastrica y cancer
gastrico al aumentar de la gravedad de la inflamacion géstrica y una reduccién de la
secrecion de écido gastrico 2212, recientemente se ha destacado IL-1p como uno de los
mediadores centrales de la inflamacién la mucosa géastrica asociada a la infeccion por H.
pylori 2%, ya que induce la expresion de TNF-a, IL-2, IL-6, IL-12 y mediadores de la
inflamacion como ciclooxigenasa 2 e iINOS 2%, TNF-a es secretado principalmente por
macrofagos activados, se encuentra ampliamente expresada en la mucosa gastrica de
individuos infectados por H. pylori 22, La secrecion aumentada de TNF-a se ha asociado
con un nivel elevado de apoptosis, en el epitelio gastrico, disminucion en la eliminacion
de las células apoptoéticas por parte de los macrofagos, esto resulta en una liberacion de
componentes inflamatorios y autoantigenos que aumentan la inflamacion gastrica 198233
235_

En contra parte, ratones 1L10-/- infectados con H. pylori desarrollan gastritis mas
grave que los ratones que expresan IL-10, se sugiere que esta citoquina tiene un importante
rol en la regulacion negativa de la inflamacion inducida por H. pylori aunque esto puede
favorecer una colonizacion mas eficiente por parte del microorganismo 23, al respecto, se
ha demostrado la participacion de macréfagos CD11b* F4/80"9"CD64*CX3CR1"* en la
induccion de una respuesta regulatoria sobre las células T efectoras mediada por IL-10
que esta relacionada con densidades altas de H. pylori en la mucosa gastrica %', por lo que
el rol de IL-10 en la infeccién por H. pylori es controversial. Igualmente discutido es el
efecto de IFN-y en la infeccion por H. pylori. Ratones con defectos en la expresion de
IFN-y infectados por H. pylori, desarrollan inflamacion menos severa y tienen altos
niveles de colonizacion gastrica; se ha demostrado que IFN-y es crucial para el control de

la infeccion y a la vez puede modular la severidad de la inflamacién gastrica al activar a
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los macrofagos para producir citoquinas pro-inflamatorias favoreciendo cambios

preneoplasicos en la mucosa gastrica 2212%,

Aunque la mayor parte de estudios referentes a la inmunomodulacion por parte de
cepas probioticas en la infeccion por H. pylori evaltan el efecto en células epiteliales
gastricas, se ha descrito el efecto anti-inflamatorio de algunas cepas sobre macrofagos. La
produccion de TNF-a e IL-6 en macréfagos (THP-1 y macréfagos derivados de
monocitos) estimulados con H. pylori fue inhibida cuando fueron co-cultivados con la
cepa de aislamiento gastrico L. gasseri Kx110A, la inmunomodulacion esta relacionada
con una inhibicién en la expresion de ADAM17 2%; a diferencia de nuestro estudio, L.
gasseri no inhibe el crecimiento de H. pylori y la mayor actividad inmunomoduladora se
observo cuando se empled la dosis mas alta de Kx110A, se evalué el efecto del co- cultivo
con la cepa probidtica y al realizar ensayos de pretratamiento, solo se inhibié TNF-a. En
el mismo estudio se evalud la actividad de L. rhamnosus GG, que mostrd disminucion en

los niveles de TNF-o a las 8 horas de incubacion con H. pylori #*°

, estudios previos habian
demostrado que al afiadir medio condicionado de GG a células THP-1 tratadas con medio
condicionado de H. pylori, disminuia la concentracion de TNF-a, efecto que no se
observaba al evaluar el efecto sobre medio condicionado de E. coli 2*°. Otra cepa de origen
géstrico fue caracterizada en nuestro laboratorio, L. rhamnosus UCO-25A, disminuye la
secrecion de TNF-o e IL-8 y aumenta la produccion de IL-10 e IFN-y en células infectadas
con H. pylori, aunque demuestra un patrén no completamente anti-inflamatorio ya que al
desafiar con LPS de E.coli, la cepa demuestra aumentar la secrecion de IL-6 %7, El
sobrenadante de cultivo de L. acidophilus ATCC4356 evaluado en macréfagos U937
infectados con H. pylori, mostré un aumento en la produccion de IFN-y en comparacion
con el control infectado 2!, un hallazgo similar al observado con UCO-979C, los autores
coinciden que esto puede tener un efecto benéfico en la respuesta frente a H. pylori al
afectar la induccién de una respuesta Thl, sin embargo, la caracterizacion en nuestro
estudio incluye el analisis de otras citoquinas. Los resultados de los estudios en

macrofagos nos permiten plantear sugerir que la relacion en la produccion de TNF-o/IFN-
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v/IL-10 inducida por la cepa UCO-979C podria ofrecer ventajas en la proteccion contra la
infeccion por H. pylori mejorando la eliminacion del patogeno y a la vez, la proteccion
contra dafio inflamatorio, estas observaciones seran discutidas méas adelante al analizar los

resultados de la administracion de la cepa en un modelo in vivo (Capitulo V).

Dentro de los mecanismos de evasion, H. pylori afecta la actividad microbicida de
los macrofagos a través de varios mecanismos como expresion de la catalasa, bloqueando
la produccién de oxido nitrico mediada por la arginasa, induccién de la apoptosis en
macrdfagos 2**. Para complementar los hallazgos de la actividad inmunomoduladora de
UCO-979C en macrofagos, podria evaluarse si estos mecanismos de evasion se pueden

ver revertidos con la preincubacion con la cepa probidtica.

El tratamiento con la cepa probidtica UCO-979C demostré modular las citoquinas
en células THP-1 desafiadas con LPS de E. coli en macrofagos. Se observd una
disminucion significativa en los niveles de TNF-a e IL-1p, y un aumento en la produccion
IFN-y, IL-10 e IL-12. A diferencia de lo observado en el grupo tratado con UCO-979C e
infectado con H. pylori, en las células tratadas con LPS hubo un aumento significativo en
los niveles de la forma biol6gicamente activa IL-12 p70. La produccion de IL-12 es
necesaria para inducir la produccién de IFN-y por parte de las células NK, jugando un
importante rol en la resistencia innata a la infeccion al activar las funciones bactericidas
de los macrofagos 2*? aunque su produccion desregulada (junto con IL-23 con quien
comparte la subunidad p40) esta relacionada con inflamacion, por lo que se considera que
sus niveles deben regularse para mantener la homeostasis en el huésped 23, Ademas, se
observd una reduccion en los niveles de IL-6. En conjunto con TNF-o e IL-1pB, la
citoquina IL-6 ha demostrado ser una inductora de la inflamacion 2*4. Sin embargo, 1L-6
s una citoquina pleiotropica, promueve la diferenciacion y maduracion de los linfocitos
T y B, estimula la produccién de inmunoglobulinas por parte de las células B, inhibe la
secrecion de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-1B 2. Existe una clara
diferencia en el efecto de L. fermentum UCO-979C sobre dos estimulos inflamatorios H.

pylori y LPS de E. coli, lo que permite sugerir el estudio de las propiedades
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inmunomoduladoras de la cepa en el contexto de otras enfermedades inflamatorias
relacionadas con microorganismos Gram negativos como E. coli.

La actividad inmunomoduladora de los probidticos sobre la respuesta inflamatoria
inducida por LPS en macrdfagos ha sido ampliamente caracterizada con anterioridad.
Dichos estudios permitieron arribar a la conclusion de que no todas las cepas probioticas
ejercen la misma accion. Por ejemplo, el sobrenadante de cultivo de L. rhamnosus GG
inhibe la produccion de TNF-a inducida en macrofagos RAW 264-7 estimulados con LPS
240 De Marco et al, estudiaron el efecto del tratamiento del SLC varias cepas probioticas
(L. acidophilus ATCC4356, Lactococcus lactis ATCC 11454, L. casei ATCC 334, L.
reuteri ATCC 5514, Saccharomyces boulardii ATCC MYA-796) en macréfagos
derivados de monocitos obtenidos de PBMC. Todas las cepas evaluadas aumentaron
significativamente los niveles de TNF-a, mientras que L. casei, L. lactis y L.
reuteri aumentaron la produccioén de IL-6. Por otro lado, L. lactis y L. reuteri estimularon
la produccion de IL-1p e IL-10 y no hubo efecto sobre la producciéon de TNF-a e IL-6 en
células tratadas con SLC y desafiadas con LPS. Respecto a los niveles de IL-1pB, hubo
aumento en las células tratadas con L. lactis y L. reuteri y disminucion en las estimuladas
con L. acidophilus. Finalmente todas las cepas produjeron un aumento en los niveles de
IL-10 respecto al control desafiado con LPS %6, En otro estudio, macrofagos RAW 264.7
fueron tratados con el SLC L. reuteri CRL1098, la cepa demostr6 aumentar TNF-a. pero
no indujo cambios en IL-6 e IL-10; tras la estimulacion con LPS, las células pretratadas
con L. reuteri mostraron una disminucion en los niveles de TNF-a e IL-6 y un aumento
de IL-10 2*”. Aunque los hallazgos con las diversas cepas probioticas son muy diversos,
autores coinciden en el rol central de IL-10 en las propiedades inmunomoduladoras de
ciertas especies bacterianas, con un efecto en patologias cronicas como la colitis
ulcerativa, la enfermedad intestinal crénica, enfermedad atopica, o controlar la
inmunopatologia en infecciones respiratorias 24"-24°, En linea con los hallazgos de estudios
previos, la cepa UCO-979C tiene capacidad de inducir la secrecion de IL-10 en
macrofagos en el contexto de dos estimulos inflamatorios (H. pylori y LPS de E. coli). Es

clara la necesidad de identificar los mecanismos involucrados en esta actividad, confirmar
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los hallazgos en modelos animales y estudios clinicos para lograr un uso racional de la
cepa de acuerdo a su actividad.

Pefia & Versalovic sugieren que la inhibicion de la produccién de TNF-a
producida por L. rhamnosus GG puede ser secundaria a la interferencia con la activacion
de NF-kB, ya que otros genes regulados por NF-kB como IL-12 no estan disminuidos y
la produccion de IL-10 no se ve afectada 2*°. En el presente estudio, el tratamiento con
UCO-979C disminuye la expresion de TNF-a, IL-1 e IL-6 en macrdfagos desafiados con
LPS, por lo que podriamos sugerir que una interferencia en la activacion de NF-kB podria
ser responsable del efecto de la cepa UCO-979C. El LPS bacteriano actua a través de
TLR4 activando la produccion de citoquinas tipo 1 y tipo 2 a través de diferentes patrones
cinéticos y de sefializacién; la produccion de TNF-a es temprana, depende de MyD88,
mientras que la produccién de IL-4 es tardia, sostenida y requiere las vias TRAM y
MyD88. Para caracterizar el mecanismo involucrado en la modulacion de citoquinas en
macréfagos, producto del tratamiento con L. fermentum- 979C seria relevante investigar
las vias de sefializacidn celular y su participacion en el efecto observado.

En conclusion, en el Capitulo IV se demostré que la cepa UCO-979C tiene la
habilidad de regular la respuesta inflamatoria gatillada por H. pylori en células epiteliales
gastricas y macrofagos, donde también se demostré el efecto sobre la inflamacion
producida por el LPS de E. coli. Es relevante descifrar el mecanismo que produce el
efecto, si UCO-979C actua directamente en alguna via de sefializacion o su efecto guarda
relacién con la inhibicion del patdgeno. Sin embargo, podemos sugerir que ademas de su
actividad inhibitoria sobre H. pylori, L. fermentum UCQO979-C ejerce un efecto directo
sobre componentes de la respuesta inmune, ya que cuando las células se incuban con el
probidtico (sin patdgeno), se observa una modulacion de las citoquinas. Ademas, el perfil
anti- inflamatorio de citoquinas producido se observa también cuando células tratadas con
UCO0-979C son desafiadas con LPS de E. coli, por lo cual se puede sugerir una actividad
anti-inflamatoria inespecifica. Con estos resultados presentados en el capitulo 1V, se da

cumplimiento al objetivo 1.
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Efecto inmunomodulador de L. fermentum UCO-979C en la infeccion por H.
pylori en un modelo animal

L. fermentum UCO-979C sobrevive a pH acido, inhibe diferentes cepas de H.
pylori in vitro y ha demostrado colonizar transitoriamente el estbmago en gerbos de
Mongolia 8. Estos resultados son prometedores respecto al uso de la cepa en la infeccion
por H. pylori en un modelo animal. Por otra parte, considerando los resultados previos
respecto a su actividad inmunomoduladora en células epiteliales gastricas y macréfagos
(Capitulo V), el pretratamiento con la cepa probidtica podria generar un microambiente
de citoquinas en la mucosa gastrointestinal que prepararia a las células ante un contacto
con el patdgeno, favoreciendo su eliminacion y disminuyendo la respuesta inflamatoria
responsable del dafio gastrico. Por tal motivo, el estudio en el modelo animal se disefio

bajo un modelo de administracion profilactica (Capitulo V).

Varios estudios en modelos animales han evaluado el efecto de los probidticos
sobre la respuesta inflamatoria en la mucosa gastrica producto de la infeccion por H.
pylori. La administracion de una mezcla de L. rhamnosus R0011 y L. acidophilus R0052
redujo la colonizacion por H. pylori y aminoré la inflamacion géastrica inducida por el
patdgeno en ratones C57BL/6 2°. La administracion de L. casei Shirota durante nueve
meses a ratones C57BL/6 disminuy6 los niveles de colonizacion, atenué la gastritis y
demostrd una tendencia a la disminucion de la 1gG anti-H. pylori 2. En un estudio clinico
se administré L. johnsonii Lal durante 16 semanas en voluntarios positivos para H. pylori
y se demostrd que el tratamiento tuvo un efecto favorable disminuyendo el grado de
inflamacion gastrica y aumentando el grosor de la capa de mucus. Aungue ningun sujeto
mostro erradicacion de la infeccion, se observd una tendencia a la disminucion de la
infeccion aunque sin diferencias significativas entre los grupos. L. jonhsoni Lal no inhibe
la colonizacion de H. pylori en el modelo animal C57BL/6, sin embargo, los niveles
séricos de MIP-2 (homologo funcional murino de la IL-8 humana) mostraron un descenso
significativo en el grupo tratado con el probidtico a la semana en las etapas tempranas de

la infeccion. Se observaron también diferencias en los niveles de MIP-2 y KC en la
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mucosa gastrica; y dichos hallazgos se correlacionaron con el estudio histopatolégico
donde se evidencié una menor infiltracion neutrofilica y linfocitica en el grupo que recibio
la cepa Lal '?’. Es importante destacar que L. johnsonii Lal disminuy6 la infiltracion de
células inflamatorias en la mucosa gastrica, sin ejercer un efecto inhibitorio sobre la

colonizacion por H. pylori 127158.179,

El siguiente objetivo de este trabajo fue demostrar in vivo el efecto de L. fermentum
UCO-979C en el contexto de la infeccidn por H. pylori. Dichos estudios son de gran valor
para complementar los hallazgos in vitro debido a que la cepa deberd atravesar las
condiciones hostiles del tracto gastrointestinal conservando su la capacidad para modular
las respuestas de células epiteliales e inmunes. Ademas, el estudio en modelo animal
resulta valioso para analizar la respuesta inmune integral ya que considera la compleja
interaccion de la bacteria probiotica con otras células de la inmunidad y la microbiota, y
las interacciones directas e indirectas que se llevan a cabo entre las células de huésped.
Los estudios presentados en este trabajo de tesis demuestran que la administracion oral de
L. fermentum UCO-979C a ratones es capaz de incrementar su resistencia a la infeccion
con H. pylori y de modular diferencialmente la respuesta inmunol6gica contra el patdgeno.
El test de la ureasa es un método indirecto para la deteccion de H. pylori en muestras de
biopsias gastricas. La potente enzima ureasa del patégeno convierte la urea a amonio
aumentando el pH del medio, el cambio de color indirectamente se relaciona con la
presencia de H. pylori %2, El tratamiento con L. fermentum UCO-979C muestra una
reduccion en los recuentos de H. pylori que se correlaciona con una disminucion en la
actividad de la ureasa, mientras que la cepa L. fermentum CRL973 no demostro disminuir
los recuentos del patdgeno pero si la actividad ureasa. Esta discordancia puede ser
producto de la distribucion heterogénea de la bacteria presente en la mucosa gastrica 23,
que se ha descrito como una causa de resultados falsos negativos en muestras de
biopsias?®2. Al respecto, dos 0 mas biopsias gastricas mejoran la sensibilidad de la
técnica?®*. De acuerdo a Ferrero et al, el cultivo microbioldgico fue el método mas sensible
para la deteccion de H. pylori SS1 en ratones, seguido de la histologia y el test de la ureasa.

En nuestro estudio, no fue factible observar la presencia de H. pylori con la tincién
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Hematoxilina eosina, aunque si hubo evidencia de la inflamacion en los grupos infectados
con H. pylori. Cabe destacar que en la rutina se recomienda realizar al menos dos tipos de
tinciones para el diagndstico 2%°. Por lo tanto, en el presente estudio, los resultados mas
relevantes comprenden los recuentos de H. pylori en biopsias gastricas y la reaccion
inflamatoria observada con diferente intensidad entre los grupos evaluados, demostrando
un claro efecto beneficioso de la cepa probidtica UCO-979C. Resultados similares fueron
reportados por Sgouras et al, quienes basaron sus conclusiones sobre el efecto de L. casei
Shirota en los datos obtenidos del aislamiento cuantitativo, por las limitaciones de la
evaluacion histopatoldgica para detectar la presencia de estructuras bacterianas 2°%. Sin
embargo, los estudios histolégicos fueron de gran utilidad para evaluar la infiltracion de

células inflamatorias.

Los estudios histopatoldgicos se complementaron con la evaluacion de un panel
amplio de citoquinas gastricas para revelar el papel inmunomodulador de la cepa UCO-
979C en la infeccion por H. pylori. En este sentido, Zhang et al demostraron que ratones
C57BL/6 tratados con L. casei L26 o Bifidobacterium lactis B94 disminuyeron los niveles
de IL-1PB y aumentaron los niveles de IL-10. B. lactis B94 ademas aumento los niveles de
IL12-23p40 respecto al control infectado que no recibid probidticos °8. En otro estudio,
una mezcla de L. acidophilus, B. longum y E. faecalis fue suministrada a ratones
infectados con H. pylori. La intervencion redujo la secrecion de TNF-a, IL-1p, IL-10, IL-
6, G-CSF y MIP-2 ademas de disminuir la sobreexpresion de TLR2, TLR4 y Myd88. En
un modelo de ratas Sprague—Dawley infectadas con H. pylori la administracion de L.
plantarum XB7 condujo a una disminucién de CINC-1 (homélogo de IL-8 en ratas) en
estdbmago y suero y una reduccion de TNF-a en suero. El tratamiento no demostré efecto
sobre TNF-a a nivel géstrico ni sobre los niveles séricos o gastricos de IL-1p 178, Los tres
ejemplos mostraron ademas una menor inflamacion gastrica, aunque, solo la

administracion de L. plantarum XB7 demostro una disminucion en la colonizacién por H.

pylori.
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Los resultados del estudio in vivo de la cepa UCO-979C confirman los hallazgos
in vitro, al demostrar que redujo los niveles de TNF-a, MIP-2 (en adelante IL-8) y MCP-
1 en la mucosa gastrica y los niveles de TNF-a e IL-8 en el suero de ratones infectados
con H. pylori. Ademas, el aumento de las concentraciones de IL-10 e IFN-y en muestras
géastricas y de suero se correlaciond con los hallazgos in vitro en macrofagos infectados
con H. pylori. El equilibrio en la produccion de citoquinas inflamatorias y reguladoras
inducida por L. fermentum UCO-979C podria ofrecer ventajas en la proteccion frente a la
infeccion por H. pylori, ya que si bien se observo un menor dafio inflamatorio en el analisis
histoldgico de muestras gastricas de ratones, no se vio favorecida la persistencia del
patdgeno, ya que hubo una disminucion en la colonizacion. Esto puede ser producto del
balance de citoquinas como IL-10 e IFN-y. Resultaria de gran utilidad evaluar si dicho
efecto se mantiene a largo plazo, y ademas identificar a las células responsables de la
produccion de dichas citoquinas. La caracterizacion de la actividad inmunomoduladora
de la cepa UCO-979C también podria completarse mediante la evaluacion la produccion
de otras citoquinas relevantes como IL-4, IL-17, 1L-23 e IL-27. Estos son topicos

interesantes para futuras investigaciones.

En la mayor parte de estudios disponibles en la literatura donde se evalla el efecto
de cepas probidticas en la infeccion por H. pylori en modelos animales; la cepa probidtica
se administra por un periodo extendido (3-9 meses) y se evalua el efecto de los probidticos
administrados después de la infeccion por H. pylori. Kuo et al evaluaron el efecto de un
yogurt probiotico que contenia cepas de Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
lactis, Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus. En dicho estudio, gerbos
fueron infectados por H. pylori la semana 5 y se sacrificaron la semana 52. Distintos
grupos de animales recibieron la cepa probiotica desde la 1° a la 4 semana (antes del
desafio con H. pylori), entre la 5° y 8 semana, desde la semana 17 a la 52 o durante 52
semanas. Respecto a la reduccién de la colonizacion por el patdgeno, hubo diferencias
significativas en los grupos con mayor tiempo de administracion, sin embargo, respecto a
la severidad de inflamacion observada en la mucosa gastrica, no hubo diferencia

significativa entre los grupos. El grupo con mayor tiempo de administracion ademas
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mostré reduccion en la expresion de TNF-o y aumento en la expresion de 1L-10 2. En el
presente estudio se evalué un modelo profiléctico a corto plazo para evaluar el efecto de
la cepa en las etapas iniciales de la infeccion, los resultados observados son prometedores
ya que, no es necesaria una administracion prolongada de UCO-979C para lograr un efecto
anti-inflamatorio en la mucosa géastrica. No podemos asumir que el efecto a largo plazo
tenga el mismo efecto, por ello, como proyeccién se propone evaluar el efecto por un
periodo mas extenso para poder evidenciar el efecto en la inflamacion gastrica y
colonizacion por el patégeno y estudiar la modulacion de la respuesta inmune en un

modelo infectado por H. pylori antes de iniciar la administracion del probidtico.

Los resultados del estudio in vivo con L. fermentum UCO-979C durante etapas
iniciales de la infeccion, permiten sugerir que puede atenuar la gastritis inducida por H.
pylori in vivo, probablemente mediante la reduccidén de sefiales quimiotacticas. Los
hallazgos no representan necesariamente que puede ocurrir en un estudio en humanos,
donde una combinacion de los efectos de la microbiota gastrica y el efecto por cepas
clinicas pueda ofrecer variables adicionales al resultado de la infeccion y la intervencién
con una cepa probiotica determinada, pero los hallazgos son prometedores respecto a la
capacidad anti inflamatoria de la cepa. En caso de llevar la administracion de L. fermentum
UCO-979C a un ensayo clinico y reproducir los efectos observados en el modelo animal
(con una administracion a largo plazo), el uso de esta cepa al igual que discuten
Pantoflickova et al %', seria relevante para mantener bajas densidades de colonizacion
gastrica y evitar que la inflamacion gastrica progrese a formas méas graves de la

enfermedad.

Con estos resultados se da cumplimiento con el Objetivo 2 planteado en este
estudio. En conjunto, con los datos recopilados en los capitulos IV y V se acepta la
Hipdtesis I L. fermentum UCO-979C modula beneficiosamente la respuesta inmune

innata en la infeccion por H. pylori.
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Rol del exopolisacarido de L. fermentum UCO-979C en la infeccion por H.
pylori: estudio in vitro y en modelo animal

Algunos estudios han demostrado que cepas probioticas pueden ejercer efectos
positivos en la inflamacion producto de la infeccion por H. pylori a través de moléculas
producidas y secretadas por las bacterias. Por ejemplo, el medio condicionado de L.
rhamnosus GG disminuy0 los valores de TNF-a en macrdfagos peritoneales activados
con medio condicionado de Helicobacter 24°. Factores secretados por L. plantarum XB7
demostraron actividad anti-inflamatoria en células AGS infectadas con H. pylori,
disminuyendo la produccion de IL-8. Dicho efecto fue confirmado en ratas Sprague
Dawley tratadas con la cepa '8 L. salivarius B37 y B60 producen sustancias
termoestables con diferente sensibilidad enzimatica que inhiben la produccién de IL-8
inducida por H. pylori en células AGS. La molécula inmunomoduladora producida por L.
salivarius B37 es similar a un polisacarido mientras que la de B60 incluye maltiples
componentes como glicoproteinas y lipoproteinas . Marcial et al 2% demostraron que la
cepa productora de EPS S. thermophilus CRL1190 regula la respuesta inflamatoria e
inhibe la adhesion de H. pylori en células AGS. Estos estudios sugieren que los EPS
producidos por las bacterias probidticas tendrian un papel relevante en la proteccion
contra el patgeno.

Se ha descrito que algunos EPS producidos por bacterias acido lacticas tienen
propiedades inmunoestimulantes que dependen de su composicion de azucares, la
longitud de cadena, el grado de ramificacion, o el namero de tipos de residuos de azucares
por el cual estdn conformados. Algunos han demostrado estar asociado a moléculas
lipidicas o peptidicas. La actividad parece ser dependiente de la cepa ya que cada EPS, de
acuerdo a su estructura quimica, puede inducir una respuesta inmune 26260, Ciertas cepas
inducen citoquinas inmunoestimulantes mientras que otros son mas eficientes en suprimir
respuestas inflamatorias 2°22%°, Por ejemplo, la produccion de un polisacarido de alto peso
molecular por L. casei Shirota, disminuye la excesiva reaccion inmune contra sus propios

componentes estimuladores 2%, Por otro lado, la cepa productora de EPSL.
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paraplantarum BGCG11 muestra un perfil inmunosupresor o anti-inflamatorio, mientras
que cepas derivadas no productoras de EPS exhiben una respuesta pro-inflamatoria en
PBMC 262, L. rhamnosus KL37 induce la produccion de citoquinas (TNF-a, IL-6 e 1L-12)
en macrdfagos peritoneales murinos, produce desensitizacion de macréfagos y disminuye

la produccion de TNF-o después de la re-estimulacion con EPS 263

Algunos estudios en modelos animales, han demostrado que el EPS producido por
bacterias comensales o ciertas bacterias acido lacticas aumentan la proteccion frente
algunos patdgenos 2%4. Por mencionar algunos, el polisacarido producido por Bacteroides
fragilis protege de la colitis experimental inducida por Helicobacter hepaticus, al suprimir
la produccion del IL-17 y estimular la produccion de IL-10 2. Estudios han demostrado
que el EPS producido por L. delbrueckii OLL1073R tiene la capacidad de mejorar la
actividad antiviral a nivel del compartimiento respiratorio y sistémico al aumentar la
produccion de interferones tipo | y genes antivirales inducidos por IFN 266267 E| EPS de
Bacillus subtilis 3610 induce macréfagos con un fenotipo M2 y protege a los ratones de

la colitis inducida por Citrobacter rodentium 258

y de la infeccion sistémica por
Staphylococcus aureus ya que aumentan la produccion de ROS vy al tiempo limita la

activacion inflamatoria de células inmunes?®.

Al respecto, en ensayos previos, L. fermentum UCO-979C demostré gran
capacidad de producir EPS (mas que la reconocida cepa L. casei Shirota) y ademas una
importante inhibicion in vitro de la enzima ureasa y la adhesion de H. pylori 8. Se
relaciond la formacion de biopeliculas con la actividad inhibitoria frente al patdégeno
gastrico y se sugirio que el EPS puede participar de manera relevante en esta propiedad.
Considerando estos antecedentes, en el presente trabajo se evaluo si el EPS aislado a partir
de la cepa UCO-979C, tiene un efecto en su actividad inmunomoduladora (Capitulo V).
Para ello se reprodujo la estrategia experimental planteada en el Capitulo IV, pero en este
caso las células fueron tratadas con 100 pg de EPS previo a la infeccion por H. pylori. Por
la relevancia que tiene la actividad de los macrdfagos en las etapas iniciales de la

patogénesis gastrica, también se evalud el efecto del tratamiento con EPS de UCO-979C.
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El presente estudio seria el primero en demostrar la participacion del EPS extraido
de una bacteria probidtica, como molécula parcialmente responsable de la modulacion de
la respuesta inmune en la infeccion por H. pylori. Otros estudios relacionaban la
modulacion en la respuesta inmune con moléculas tipo polisacarido, o se relacionaba la
actividad inmunomoduladora con la capacidad de la cepa para producir EPS. Resulta
interesante evidenciar que el EPS de L. fermentum UCO-979C y L. fermentum CRL973
modulan el perfil de citoquinas basal en células AGS (aumenta TNF-a e IL-6, sin efecto
sobre IL-8) y THP-1 (Aumentan IL-6, IL-10) respecto a las células que no reciben
tratamiento. EI EPS de UCO-979C ademas aumenta los niveles de IFN-y. Esto puede tener

un efecto estimulante/protector ante un desafio con microorganismos o agentes agresores.

El EPS de UCO-979C demostrd modular el perfil de citoquinas de las células AGS
y THP-1 en respuesta al desafio con H. pylori, disminuyd significativamente los niveles
de TNF-q, IL-6 e IL-8 en células AGS infectadas con H. pylori, de la misma forma que la
incubacidn con células viables de UCO-979C (Figura 1). Sin embargo, el descenso en los

niveles de citoquinas es méas notable cuando hay pre-incubacion con bacterias viables.
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Figura 1. Respuesta inmune frente a la infeccion por H. pylori en células AGS (a). Efecto
de L. fermentum UCO-979C viable (b), exopolisacérido (c), en la infeccién por H. pylori en células
AGS. (Fuente: Elaboracion propia)

Ademas, el EPS de UCO-979C disminuyd la produccion de TNF-o e IL-6 en
células THP-1 infectadas con H. pylori, sin efecto sobre la produccion de IFN-y e IL-10 a

diferencia del efecto producido por las células viables, que produjo un importante efecto

en los niveles de IFN-y e IL-10 (Figura 2).

1. pylori L. fermentum - L. fermentum UCO. 979C
Q\ VCO-97%¢ ,@ EPS H. pylori
= ~
Macrifagos Macrdfagos "’1%"{“‘”
Q e Q THP-1 6 !
) ]
INF-a, TL-1[3, 1L-6, 1L-10, T TNFa b INFa,IL6
~12p70, IL-12p40, IFN- ~
k IL-12p70, IL-12p40, IFN-y / .\ IFN-y, 110, 1L-12p70 / \ /
Garcia-Castillo, et al. (2018) Benefiscral Gareia-Castillo, et al. (2018) Beneflicial Microbes.  Garcia-Castillo, et al (2020) Microorgamsms
Microbes

Figura 2. Respuesta inmune frente a la infeccion por H. pylori en macréfagos THP-1
(a). Efecto de L. fermentum UCO-979C viable (b), exopolisacérido (c), en la infeccion por H.
pylori en macréfagos THP-1. (Fuente: Elaboracion propia)

Los estudios in vivo de este trabajo demostraron que tanto L. fermentum UCO-
979C como su EPS pudieron disminuir los niveles de IL-8 y aumentar IL-10 en la mucosa
géstrica de ratones infectados. EI EPS de UCO-979C no tuvo efecto sobre IFN-y y TNF-
o gastricos, algo similar a lo observado en células THP-1. Esta diferencia en la produccion
de IFN-y podria estar relacionada con la incapacidad del EPS para reducir los recuentos
de H. pylori in vivo. Estudios han demostrado que una insuficiente respuesta Thl se asocia
con una colonizacion bacteriana mas alta, los niveles apropiados de IFN-y se han asociado

a proteccion contra la infeccion por H. pylori 2°.
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Por otra parte, el EPS, afecto los niveles en suero de TNF-a, probablemente este

aumento esta mediado por la interaccion con otras células inmunes, probablemente en la

mucosa intestinal, el efecto de la cepa sobre la mucosa intestinal se profundizara en el

capitulo VI.
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Figura 3. Respuesta inmune frente a H. pylori. Efecto de L. fermentum UCO-979C
viable (b), exopolisacarido (c) en la respuesta inmune local y sistémica en la infeccion por H.
pylori. Modificado de Wilson & Crabtree 14°

En el contexto de la infeccion por H. pylori, el EPS de UCO-979C disminuyd
significativamente la adhesion de H. pylori (~30%) a las células AGS, comparable con la
actividad inhibidora de L. fermentum viable UCO-979C (~44%). El EPS de UCO-979C
ejerce un efecto inhibitorio sobre H. pylori en células AGS, pero no es evidenciable en el
modelo in vivo. Las diferencias observadas entre células viables y EPS de UCO-979C
sobre los recuentos de H. pylori en los ensayos in vitro e in vivo nos permiten sugerir que
probablemente el EPS produce un impedimento estérico para la adhesion del patdgeno
directamente sobre las células epiteliales gastricas (modelo celular) como ocurre con el
exopolisacarido purificado de L. plantarum WLPLO4 que inhibe la adhesién
de Escherichia coli 0157:H7 a células HT-29 21 . El EPS de UCO-979C no tendria este
efecto in vivo ya que la mucosa gastrica ademas esta conformada por una capa de mucus
y estd colonizada por microorganismos comensales y estas barreras adicionales no
permitirian un antagonismo directo. En comparacién con el efecto de la cepa viva, algin
mecanismo adicional que requiere células metabolicamente activas o un metabolito como
el &cido lactico, podrian ser determinantes en un mayor efecto sobre la adhesion de H.
pylori a la mucosa gastrica. Estas conclusiones son validas si se considera que la
disminucion en la colonizacion es sélo producto en un mecanismo inhibitorio. Sin
embargo, el hecho que en los modelos experimentales en los cuales no hay incremento de
IFN-y no hay disminucion de la colonizacion, permiten sugerir que la capacidad de la cepa
viable o su EPS en modular esta citoquina, tiene un efecto directo en la colonizacion por
el patdgeno. Esto respaldaria que la cepa cuenta con mecanismos complementarios
inmunes y no inmunes para ejercer un efecto protector en la infeccion por H. pylori.
Claramente, estudios con cepas mutantes para EPS, estudios en ratones IFNy -/- y analisis
mas detallados de la respuesta de células inmunes en la mucosa gastrica serian necesarios

para respaldar esta teoria.
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Podemos suponer que la disminucion en los niveles de la quimioquina MIP-2
produjo una reduccion en la infiltracion leucocitaria en la mucosa gastrica, por lo que no
seria evidente una reaccion inflamatoria notable, a pesar que no hubo disminucion en los
recuentos de H. pylori en las muestras gastricas. Este efecto fue descrito por Yu et al 17®,
quienes describieron que la administracién de BIFICO mostr6 una disminucion en la
inflamacidn en la mucosa gastrica en ratones infectados con H. pylori, a pesar que BIFICO
que no suprime la colonizacion por H. pylori, si disminuye MIP-2. Sin embargo, en el
presente estudio no se realizaron analisis histopatolégicos en los grupos que recibieron
EPS previo a la infeccion por H. pylori, por lo que el efecto sobre este parametro es

desconocido.

Los ratones tratados con L. fermentum UCO-979C 6 EPS UCO-979C mostraron
valores similares de citoquinas y quimioquinas (salvo los niveles de IFN-y). Esto puede
apuntar a un rol del exopolisacarido en la respuesta inmune. En un estudio previo, células
PBMC fueron estimuladas con concentraciones crecientes de EPS purificado de L.
paraplantarum BGCG11, a medida que aumentaba la concentracion, el perfil de
citoquinas era similar al obtenido por la cepa probidtica productora de EPS 22, En el
presente estudio se evalué el efecto de 100 ug/ml de EPS ya que esta concentracién no
demostro un efecto deletéreo sobre las lineas celulares, probablemente concentraciones
superiores podrian favorecer la produccion de IFN-y, esto tendria que evaluarse en un

modelo animal.

Para evaluar si los efectos inmunomoduladores de L. fermentum UCO-979C o su
EPS en el contexto de la infeccion por H. pylori eran una propiedad especifica de la cepa,
los experimentos en este trabajo se realizaron en comparacion con una cepa de la misma
especie, que también es capaz de producir EPS. Aunque el EPS CRL973 fue capaz de
reducir ligeramente la adhesion de H. pylori a las células AGS y disminuir la produccion
de IL-8 y TNF-0, ni la cepa CRL973 ni su EPS pudieron proteger contra el dafio
inflamatorio en ratones infectados. EI EPS de CRL973 no fue capaz de inducir ningdn

efecto significativo en los perfiles de citoquinas de células THP-1 o muestras gastricas de

164



ratones infectados. Al respecto, se puede sugerir que el estudio de la modulacion de
citoquinas en macrofagos podria ser relevante en la seleccion de bacterias con actividad

inmunomoduladora en la infeccién por H. pylori.

El resultado de los analisis inmunolégicos realizados para evaluar el efecto de la
administracion de L. fermentum CRL973 viable y su EPS en ratones no muestra
diferencias significativas en sus cifras, por lo que puede considerarse que el EPS seria el
principal componente responsable de su efecto. Los estudios quimicos, estructurales y
genémicos que comparen las cepas UCO-979C y CRL973 y su EPS, asi como su
capacidad para interactuar con diferentes PRRs serian de gran importancia para avanzar
en el conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en el efecto
inmunomodulador de UCO-979C. La composicién quimica de los EPS ha demostrado ser
determinante en la capacidad inmunomoduladora de estas macromoléculas. EPS con carga
negativa (fosfato en su composicion) y/o de pequefio tamafio, pueden actuar como
estimuladores de diferentes células inmunes, mientras que EPS neutros y de gran tamafio
(cerca de 10° Da) tienen un perfil supresor y pueden atenuar una respuesta excesiva 2’2,

ayudando asi a las bacterias probi6ticas a influir sobre la respuesta inmune del huésped.

El contenido de monosacéaridos del EPS es un factor que afecta las propiedades
anti-inflamatorias 23. Una breve caracterizacion del EPS producido por la cepa L.
fermentum UCO-979C se realizo en un estudio previo (sin publicar), donde los resultados
de la cromatografia en capa fina sugieren que el EPS est4d compuesto por los azlcares
ramnosa y manosa lo que indica que el EPS de la cepa L. fermentum UCO-979C
corresponde a un heteropolisacarido formado por la polimerizacion de dos azucares.
Mediante un screening de la composicion y la actividad sobre macrofagos RAW, Chen et
al concluyé que la presencia de galactosa, ramnosa y glucosamina en el EPS, mejora el
efecto anti-inflamatorio en macréfagos 2’3, En el presente estudio no evaluamos el efecto
del pretratamiento de macrofagos con EPS desafiados con LPS, sin embargo, se evidencia
una actividad anti-inflamatoria en el modelo de infeccion por H. pylori. Ademas, la cepa

viable demuestra una notable actividad anti-inflamatoria en macrofagos tratados con LPS,
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por lo que podriamos sugerir que la composicion del EPS en UCO-979C guarda relacion
con su perfil de actividad. Claramente es necesario purificar el EPS, determinar la
composicion monosacarida y profundizar en las proporciones molares de los diferentes

azucares.

Con el objetivo de comprender las diferencias en las respuestas producidas por las
dos cepas de L. fermentum, se proyecta completar un andlisis del clister de EPS de las
cepas L. fermentum UCO-979C y CRL973 en comparacion con el de la cepa L. fermentum
YL-11 (Figura 4). Al respecto, algunos genomas de Lactobacillus cuentan con un cluster
de EPS unico (como L. johnsonii) y otras especies como L. plantarum tienen varios
claster. En los cluster genéticos los primeros genes del claster incluyen un regulador
transcripcional, un mddulo fosforegulador o una glicosil transferasa estan presentes en un
orden especifico (epsABCDE). En otros cluster solo unos pocos de estos genes se ubican
de la misma forma, mientras que en algunos cluster la organizacién de los genes es un
mosaico?’. En un analisis de 146 cluster de EPS de bacterias lacticas, solo 41 demostraron
ser “genéricos”. Se observo que ninguno de los cluster de cepas ndmadas era genérico y
el 65% de los cluster de cepas adaptadas al huésped eran genéricos 2’4, L. fermentum rara
vez se encuentra en ecosistemas intestinales, frecuentemente es aislado de plantas y
cereales fermentados; puede ser un ejemplo de una especie que experimenta una reversion

del estilo de vida de huésped adaptado a vida libre 4.

L. fermentum CRL973 (ATCC14931) fue aislado de remolacha fermentada. En su
claster de EPS (Figura 5) estan presentes los genes que codifican para: regulador
transcripcional LytR, determinante de longitud de cadena, fosfotirosin fosfatasa, tirosin
kinasa, sintesis de azucar UDP, glicosiltransferasas y flipasa. Aparentemente presenta una
estructura “genérica”, probablemente relacionada con su adaptacion al medio ambiente.
Por su parte, L. fermentum UCO-979C fue aislado de una biopsia gastrica, su clister no
demuestra una organizacion clasica, lo que puede dar cuenta que puede encontrarse en
diversos ambientes y tener mayor flexibilidad metabdlica 24, La reduccion del genoma se

correlaciona con la adaptacion a un huésped, siendo mas pequefio en huéspedes adaptados
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comparado con especies nomadas y de vida libre 1. Con relacion al tamafio del genoma,
no existen diferencias notables en el tamafio del genoma de las dos cepas: el genoma
publicado de CRL973 tiene 1797 kb mientras que el genoma de UCO-979C (con contigs
ordenados mediante MeDuSa 2°) es de 1978 kb por lo tanto, probablemente UCO-979C

es una cepa némada.
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Figura 4. Claster genético relacionado con la biosintesis de EPS de L. fermentum UCO-
979C y L. fermentum CRL973 comparado con el clister de L. fermentum YL-11. Las lineas
naranjas indican identidad entre los genes
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Figura 5. Cluster genético biosintesis Eps L. fermentum CRL973.

En su claster de EPS, L. fermentum UCO-979C (Figura 6) no presenta un clasico
gen epsA, en su lugar al parecer la regulacién es ejercida por un gen que codifica una
proteina putativa regulatoria RecX. Ademas, el cllster presenta genes que participan en
transferir el azucar UDP al lipid carrier, genes con actividad tirosin kinasa, polimerasas,
determinantes de longitud de cadena, flipasa, glicosiltransferasas, otras que participan en
la biosintesis y regulacion del polisacarido, ademéas de varias transposasas. Llama la
atencion la presencia de ciertos genes: por ejemplo, UCO979c_01757 codifica para una
UDP galactopiranosa mutasa relacionada con la biosintesis de galactofuranosa, un gen
similar fue descrito en L. rhamnosus GG, relacionado con la presencia de residuos de
galactofuranosa en su EPS 2%, La galactofuranosa es esencial para la viabilidad de varios
patdgenos y no se observa en mamiferos 2’7, por lo que puede tener un importante rol en
el reconocimiento por el sistema inmune. El gen UC0O979c_01755 corresponde a una

aciltransferasa relacionada con la produccion de EPS acetilado, importante en las

168



interacciones huésped microorganismo 2’8, El gen UC0979¢_01753 podria corresponder
a una dextransucrasa, también presente en L. fermentum 222, indicando que la cepa es

capaz de producir homopolisacéaridos del tipo dextran 27°

mientras que el gen
UCO979c_01730 codifica para una dTDP-glucosa 4,6-dehidratasa, involucrada en la
sintesis de ramnosa 2%, Algunos genes presentes en el clister no guardan relacion con la
sintesis de EPS, entre ellos algunos relacionados con la sintesis de peptidoglican,
autolisinas, transportadores, proteinas hipotéticas y no caracterizadas. Organizaciones
genéticas similares han sido descriptas por Nissila et al en aislamientos clinicos de L.

rhamnosus 28!
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Figura 6. Cluster genético biosintesis Eps L. fermentum UCO-979C

Es evidente que existen diferencias entre los clister de EPS de las cepas estudiadas,
La participacion de estos genes en la produccion de EPS, el efecto sobre caracteristicas
fenotipicas de la cepa y finalmente el resultado sobre la respuesta inmune, pueden ser
evaluados mediante un analisis de delecion de genes. Al respecto, Lee et al 282, observaron
diferencias en el transcriptoma, en la composicion de los polisacaridos de superficie,
caracteristicas fenotipicas como resistencia al &cido, sales biliares, adherencia y
propiedades inmunomoduladoras, de dos cepas de L. plantarum productoras de EPS:
SF2A35B y Lp90; con sus hallazgos, los autores ratifican la importancia del EPS como

un determinante cepa especifico en la interaccion con el hospedador.
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Los PRRs involucrados en el reconocimiento de EPS sintetizados por probi6ticos
han comenzado a ser caracterizados en los ultimos afios. Algunos heteropolimeros
sintetizados por bifidobacterias o lactobacilos pueden ser reconocidos por TLR4
También se ha descrito que el reconocimiento de ciertos B-glucanos puede ocurrir por
interaccion con receptores de tipo lectina C 282, Para profundizar en la comprension de la
actividad inmunomoduladora de L. fermentum UCO-979C, resulta relevante definir los
receptores que interacttan con el EPS para tener una mejor comprension del mecanismo
de accidn. Lo que resulta claro es que el EPS, en combinacion con otros componentes de
superficie, contribuye en la actividad inmunomoduladora de UCO-979. Con los resultados
presentados en el capitulo V, se da cumplimiento al Objetivo 3 del presente trabajo y se
acepta la hipotesis: El exopolisacarido de L. fermentum UCO-979C tiene un efecto

beneficioso en la infeccion por H. pylori.

Efecto de L. fermentum UCO-979C en células epiteliales intestinales porcinas

y en la inmunidad intestinal y sistémica en un modelo murino.

Por mucho tiempo, sélo se reconocia que las células epiteliales intestinales
participaban en la absorcion durante la digestion, sin embargo, los estudios de la dltima
década han demostrado que dichas células poseen multiples funciones 23, Lejos de ser
solo una barrera fisica inerte, las células epiteliales intestinales son cruciales en el
mantenimiento de la homeostasis intestinal, interactian y se adaptan al ambiente
cambiante a traves del procesamiento simultaneo de la informacion biologica de los
microorganismos entéricos y las sefiales derivadas del huésped %3284, Los
microorganismos comensales modulan la respuesta de las células inmunes en el intestino,
de forma reciproca, las células inmunes interacttan con las células epiteliales intestinales
para regular la colonizacién por microorganismos. Alteraciones en la composicion de la
microbiota, respuestas inmunes anormales, fallas en el control de los procesos
inflamatorios a nivel de las células epiteliales han demostrado estar directamente
relacionados con la patogénesis de varias enfermedades 2642%°, Las células epiteliales

intestinales reconocen y responden a los microorganismos presentes en el lumen intestinal
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gracias a los PRRs que identifican los MAMPs, estos receptores incluyen los receptores
NODs y TLRs 2%, La union de los TLRs con sus respectivos ligandos, inicia una cascada
de sefalizacion que conduce a la expresion y secrecion de varias citoquinas y
quimioquinas que ejercen un efecto sobre las células de la inmunidad presentes en las
capas subyacentes de la mucosa intestinal 2. Los microorganismos probidticos y
comensales pueden modular la funcion de las células epiteliales incluyendo efectos
directos como la mejora en la funcidon de barrera epitelial, produccién de mucina,
induccion de péptidos antimicrobianos, produccion de proteinas del shock térmico,
modulacion de citoquinas pro-inflamatorias e inmunoreguladoras e interferencia con
patdgenos . Al respecto existe un nimero creciente de estudios in vivo e in vitro del
efecto de probidticos sobre células epiteliales intestinales 3. Por ejemplo S. cerevisiae
CNCM 1-3856 inhibe la expresion de IL-6 e IL-8 inducida por ETEC en células IPEC-1,
asociado a una disminucién en la fosforilacion de ERK1/2 y p382%’. L. rhamnosus GG
disminuyo la expresion de TNF-a e MIP-2 e indujo la expresion de la subunidad IL-10R2
del receptor de IL-10, relacionado con la activacion de supresores de la activaciéon de
citoquinas (SOCS) dependiente de STAT3 2, Por ultimo B. lactis inhibe la activacion de
NF-xB mediada por IL-1p o TNF-a en células HT-29 bloqueando la degradacion de 1kBa,
ademas previene la colitis aguda inducida por DSS en ratones 2°.

El sistema in vitro de células epiteliales intestinales porcinas (células PIE), ha
demostrado ser util para el estudio de la respuesta inflamatoria mediada por TLRs y el
efecto de bacterias probioticas en dichas vias de sefializacion inducidas por la accion de
PAMPs. Estos estudios in vitro han permitido la seleccion de microorganismos con
actividad inmunomoduladora con efecto benéfico en enfermedades inflamatorias
intestinales 2°-2%2, | a sefializacion desregulada de TLR puede contribuir a la pérdida de
tolerancia y resultar en dafio tisular. Un ejemplo de ellos es el dafio intestinal mediado por
la respuesta inflamatoria desencadenada por la interaccion entre LPS y TLR4. Los LPS
presentes en las membranas externas de patégenos Gram negativos como E. coli
enterotoxigenica (ETEC) desencadenan la produccion de mediadores pro-inflamatorios

que conducen a inflamacion y dafio tisular 2. Un estudio transcriptomico en células PIE
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permitié identificar un grupo de genes que pueden ser usados como potenciales
biomarcadores para el screening y evaluacién de nuevas cepas inmunobidticas con
actividad anti-inflamatoria, para la prevencion de desordenes inflamatorios intestinales
que incluyen: CCL8, CXCL5, CXCL9, CXCL10, CXCL11, C1R, C1S, C3, CFB, F3y SAA2
107_

En el presente estudio evaluamos si L. fermentum UCO-979C modifica el perfil
de expresion de citoquinas y quimioquinas en células PIE, en comparacion con la cepa L.
fermentum CRL973, el efecto observado (Figuras 1y 2 Capitulo V1) confiere un perfil
mixto anti-inflamatorio/estimulante a ambas cepas de L. fermentum, lo que difiere de lo
observado previamente en L. jensenii TL2937, que exhibe un efecto completamente anti-

inflamatorio 177,

Dentro de los parametros evaluados, las quimioquinas ligando C-X-C, han
demostrado tener un importante rol en la inflamacion hacen parte de las quimioquinas
inducibles que se secretan en respuesta a estimulos inflamatorios 2%. CXCL10, CXCL9 y
CXCL11 se expresan diferencialmente en varias condiciones patoldgicas, por ejemplo en
IBD. IFN-y y TNF-a estimulan a las células epiteliales intestinales a secretar estas
quimioquinas 2%, Los receptores de las quimioquinas han sido blanco para el disefio de
drogas terapéuticas en varias enfermedades inflamatorias, sin embargo los resultados no
han sido exitosos principalmente a los afectos adversos que estan asociados a las multiples
funciones que dichos factores inmunoldgicos cumplen en el organismo 2%, Por ello,
alternativas como la modulacion de la respuesta inflamatoria mediante la administracion
oral de cepas inmunomoduladoras como L. fermentum UCO-979C son prometedoras. Al
respecto, la administracion L. jensenii TL2937 alivia la colitis inducida por Dextran
sulfato de sodio (DSS) en ratones Balb/c, lo que se correlaciona con la disminucion de las
quimioquinas CXCL4, CXCL5, CXCL9, CXCL10 en el anélisis transcriptomico en

células PIE tratadas con DSS 2%*,

Por otra parte, se ha demostrado la presencia de proteinas del complemento en el

tracto gastrointestinal de mamiferos, se han detectado proteinas como C2, C3, C4y CFB
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en la mucosa de humanos con enfermedades inflamatorias, sugiriendo que varias
proteinas del complemento estdn presentes en la mucosa normal y que el sistema del
complemento se activa durante condiciones inflamatorias 2*?%, Se sugiere que estan
presentes como un mecanismo temprano de defensa, siendo su principal rol la
opsonizacion de microorganismos y la quimiotaxis de células del huésped 2%2%, Pocos
estudios analizan el efecto de los probioticos sobre los componentes del complemento y
la actividad es especifica de la cepa. En este sentido, se observé que B. breve IPLA20004
aumento la expresion de C3 en células HT29. Mientras que L. jensenii TL2937 y L.
fermentum UCO-979C disminuyen su expresion 2%, Llama la atencion que en un estudio
se demostré que la eliminacion de la microbiota con penicilina, disminuyo la expresion
de los genes de la via del complemento, sugiriendo que la microbiota puede contribuir a

2% Estudios mas detallados deben

la estimulacion regulada del complemento
desarrollarse para una mejor comprension del efecto de la administracion de cepas
probidticas sobre la expresion de genes del sistema del complemento en la mucosa

intestinal en el contexto de enfermedades inflamatorias.

La respuesta pro-inflamatoria producto de la estimulacion de los TLR debe ser
precisa, respondiendo eficientemente frente a los peligros exdgenos y enddgenos y a la
vez reestablecer el balance inmune para evitar una reaccion patologica. Dentro de los
mecanismos regulatorios se encuentran: reguladores extracelulares, proteinas regulatorias
transmembranales (RP105, ST2L, SIGGIR, TRAILR), reguladores negativos de
moléculas adaptadoras (MyD88 soluble, SARM, SOCS1), factores que afectan proteinas
efectoras (IRAK-M, IRAK2, TRAF4 TOLLIP, A20, arrestinas 1,2, LIND, FLN29,
CYLD, SHIP2) y moléculas que afectan factores de transcripcion (Pin-2, PI3K, ATF3,
Bcl3) 2. Algunos estudios han evaluado el efecto de cepas probidticas sobre los
reguladores negativos de los TLRs; por ejemplo, el SLC de L. amylovorus DSM 16698T
disminuye IL-1B e IL-8 inducido por ETEC mediante la inhibicion de la via de
sefializacion de TLR4 en células Caco-2 y explantes de cerdo mediante la modulacion de
los reguladores negativos Tollip e IRAK-M 27, L. casei OLL2768 disminuye la expresion
de IL-6, IL-8, IL-1a y MCP-1 producto del desafio con ETEC a traves de un efecto en la
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activacion de NF-kB e inhibe la via de senalizacion p38 en células epiteliales intestinales
bovinas a través de la modulacién de los reguladores negativos Bcl3 y Tollip 2%. En
estudios previos, L. jensenii TL2937 demostrd disminuir la expresion de IL-6 e IL-8 en
células PIE, en respuesta a LPS o ETEC al inhibir las vias de sefializacion NF-xB y
MAPK. Dicho efecto estuvo asociado al aumento de la expresién de los reguladores
negativos MKP-1, A20 y Bcl3 2. La induccion de reguladores negativos por parte de
cepas probioticas tiene un impacto relevante en la homeostasis intestinal al evitar una

respuesta inflamatoria sostenida.

Al respecto, en el presente estudio, L. fermentum UCO-979C aumentd los niveles
de Bcl3 y SIGIRR y L. fermentum CRL973 aumento la expresion de SIGIRR en células
PIE desafiadas con ETEC en comparacién con el control. Por otro lado, A20 e IRAK-M
disminuyeron en el tratamiento con CRL973 mientras que Tollip y MKP-1 disminuyeron
con UCO-979C. El efecto de cepas probidticas sobre pocos o mdltiples reguladores
negativos podria correlacionarse directamente con la intensidad de su efecto sobre la
respuesta inflamatoria intestinal, como es evidente al comparar la actividad de UCO-979C
y CRL973 con la de L. jensenii TL2937 (Figura 10 Capitulo VI). La cepa UCO-979C
disminuye la expresion de Tollip en células PIE, un efecto similar al observado con la
administracion de L. reuteri 100-23 en ratones libres de lactobacilos. La menor expresion
de Tollip fue relacionada con una adecuada respuesta temprana al estimulo con
microorganismos®®. Por otro lado, células epiteliales intestinales deficientes en SIGIRR
son mas susceptibles a la inflamacion intestinal dependiente de microorganismos
comensales®®, Por lo tanto, el aumento en su expresion producto del tratamiento con
UCO0-979C y CRL973, podria contribuir a la homeostasis intestinal. La disminucion en
la expresion de algunos reguladores negativos y el aumento en la expresion de otros,
puede estar relacionada con la respuesta mixta pro/anti-inflamatoria que exhibe UCO-
979C.

El efecto de L. fermentum UCO-979C en células PIE contrasta con los hallazgos

previos en células AGS, donde se observé un neto efecto anti-inflamatorio en el contexto
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de la infeccién por H. pylori. La cepa UCO-979C disminuyé la produccion de IL-6 y
MCP-1 en células epiteliales géastricas, mientras que en células epiteliales porcinas
aumento la expresion de IL-6 y MCP-2. Debe destacarse que existen diferencias
metodoldgicas respecto al microorganismo que induce el estado inflamatorio. Por otra
parte, en el estudio en células AGS se estudiaron los niveles de proteinas mientras que en
células PIE se estudiaron los niveles de expresion de ARNm. De este modo, seria
relevante complementar el estudio con la determinacidn de las citoquinas y quimioquinas
mediante ELISA para confirmar este efecto. Por otra parte las diferencias observadas entre
los modelos celulares confirman la importancia de no extrapolar la actividad observada

por una cepa de un tejido a otro.

Cabe destacar, que L. fermentum UCO-979C no demuestra el mismo nivel de
adherencia a las células epiteliales intestinales porcinas (PIE), que a células epiteliales
gastricas de origen humano (AGS) en periodos de incubacién de 24 horas (Figura 7). El
recuento en placa menor a 3x10%° UFC/ml; en células AGS y Caco-2, los valores de
adhesion son del orden de 108 y 107 UFC/ml respectivamente, después de 24 horas de
adhesion. Esto indicaria que puede haber componentes en las células epiteliales gastricas,
ausentes en las células epiteliales intestinales, que definen esta diferencia, que es mas
notable en las células de origen porcino. La variabilidad en la actividad
inmunomoduladora y la adhesion seria dependiente de una combinacion de varias
estructuras de superficie que actuan simultdneamente como el peptidoglicano, los

exopolisacaridos, los acidos lipoteicoicos y las adhesinas *°*.
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L. fermentum UCO-979C L. fermentum CRL973

Figura 7. Adhesion de cepas de L. fermentum a células epiteliales intestinales porcinas.
Células PIE tratadas con 5x108 UFC/ml A) L. fermentum UCO-979C, B) L. fermentum CRL973.
Incubacion 24 Horas. Observacion microscopica 100X. (Fuente: Elaboracion propia).

La relacion adherencia/linmunomodulacion es un tema controvertido. Algunos
autores sugieren que una interaccién mas estrecha y prolongada entre las bacterias y la
mucosa intestinal hace factible su contacto con células del GALT 32, Por otra parte, en
un estudio funcional y gendmico de varias cepas de L. salivarius aisladas del tracto
intestinal porcino, se concluyd que no hay correlacion entre la capacidad
inmunomoduladora de las cepas, con su habilidad de adhesién a las mucinas y a células
epiteliales, aunque la cepa L. salivarius FFIG58, destaca por sus propiedades adherentes
en células PIE, ademas de modular la respuesta inmune gatillada por la activacion de
TLR3 y TLR4 en células PIE 3,
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El estudio en células PIE demostré la habilidad de L. fermentum UCO-979C de
modular la respuesta inflamatoria producto del desafio con ETEC. De esta forma se da
cumplimiento al objetivo N°4 del presente trabajo. Sin embargo, el modelo in vitro no
considera el efecto de las interacciones celulares tan diversas que ocurren en el epitelio
intestinal; las células epiteliales intestinales pueden influenciar las células presentadoras
de antigeno y los linfocitos en la mucosa intestinal 3%, Por tal motivo, es necesario
confirmar los hallazgos sobre las propiedades inmunomoduladoras a nivel intestinal en

un modelo in vivo.

La IgA es un importante componente humoral de la respuesta inmune en mucosas.
Las células B en la lamina propia se diferencian a células plasmaticas y secretan IgA
dimérica, la cual es transportada hacia el lumen intestinal mediante un receptor en las
células epiteliales. La IgA secretora, protege al huésped al capturar antigenos, evitando la
entrada de oportunistas patdgenos y toxinas, ademas de controlar la relacién simbidtica
comensal-huésped 233%4, La IgA secretora es transportada a través de las células M en las
placas de Peyer, gatillando respuestas inmunes locales y sistémicas, permitiendo a
antigenos en el lumen tener acceso a células presentadoras de antigeno 3%. Varios
microorganismos probiodticos han demostrado modular la secrecion de IgA en el fluido
intestinal y el nimero de células secretoras de IgA. Por ejemplo, la administracion oral de
L. salivarius CICC 23174 ¢ L. plantarum CGMCC 1557 por diez dias aumentd los niveles
de IgA intestinal en ratones Balb/c 3%, L. crispatus KT-11 aumento los niveles de IgA
intestinal en ratones C3H/HeN tratados durante 5-10 semanas 3%’. L. casei Zhang demostr
inducir respuesta inmune en la mucosa al aumentar la produccion de IgA secretora, hasta
por 30 dias, los valores mas altos se observaron al dia 5, y los mejores resultados se
observaron con la administracion de la dosis mas alta 8. En el presente estudio, la
administracion oral de L. fermentum UCO-979C aumento los niveles de IgA intestinal,
mientras que CRL973 no demostré diferencia significativa con el grupo control. Como es
evidente en otros estudios, la dosis y el tiempo de evaluacidn son relevantes al analizar el
efecto de una cepa sobre un pardmetro de la respuesta inmune. Los resultados con UCO-

979C resultan prometedores considerando que existe un efecto desde el dia 2 de

177



administracion; un estudio mas prolongado seria valioso para evaluar por cuanto tiempo
se mantiene la respuesta. El aumento de los niveles de IgA puede contribuir al aumento
de la resistencia a infecciones gastrointestinales, como se ha evidenciado en estudios
clinicos 10309310 | 3 administracion oral de probidticos ha demostrado aumentar en
namero de células IgA* en la lamina propia, bronquios y glandulas mamarias, respaldando
que inducen el ciclo de IgA, refuerzan y mantienen la vigilancia inmunol6gica en mucosas
distantes del intestino 3'%. Una proyeccion del presente trabajo incluye evaluar el efecto
protector de IgA inducido por L. fermentum UCO-979C en el desafio con patégenos

intestinales y en mucosas distantes.

Varias citoguinas son fundamentales para estimular la produccién de IgA,
incluyendo 1L-4, TGF-B, IL-5, IL-6 e 1L-10 3%, IL-6 promueve la diferenciacion terminal
de las células B en células plasmaticas, ademas, es capaz de polarizar células T CD4"
virgenes a células efectoras Th2. La capacidad para inducir IL-6 en cepas de lactobacilos
es consistente con el hallazgo general que muchas especies inducen IL-6 y mejoran las
respuestas de IgA intestinal %2, IL-10 también estimula las células B y aumenta la
produccion de anticuerpos en células B activadas 3. Al respecto, L fermentum UCO-
979C demostré aumentar los niveles de IL-6 en células PIE y como se discutird mas
adelante, demostré un aumento en los nimeros de células B maduras y un aumento en los

niveles de IL-10, esto podria tener relacion con el aumento de IgA intestinal.

Otro parametro de la respuesta inmune que ha demostrado ser influenciado por el
uso de probidticos es la actividad fagocitica *. La fagocitosis es la piedra angular de la
respuesta inmune innata temprana y los mecanismos de defensa del huésped 3°; es el
proceso mediante el cual las células fagociticas, envuelven particulas extrafas, las
procesan y pueden presentarlas como antigenos 34, Los fagocitos liberan especies
reactivas del oxigeno, enzimas liticas y quimioquinas que participan en el reclutamiento
de células inmunes 3. Algunos microorganismos probidticos modulan la fagocitosis y la
funcién de los macrofagos. Por ejemplo, L. plantarum CGMCC 1.557, administrado por

20 dias en ratones, aumento la actividad fagocitica en macrofagos %; la suplementacion
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de la dieta en con la bebida probiotica Dahi (L. acidophilus LaVK2 y B. bifidum BbVK3)
durante cuatro meses, produjo una mejora en los indices fagociticos y la produccion de
especies reactivas del oxigeno en los macréfagos peritoneales de ratones ancianos . L.
rhamnosus CRL1505, L. plantarum CRL1506 y L. casei CRL431 aumentan la actividad
fagocitica y microbicida en macrofagos peritoneales “®. El proceso de fagocitosis
comprende varias etapas, que incluyen la internalizacion y el procesamiento por el
endosoma. En el presente trabajo pudimos evidenciar el efecto en la capacidad ex vivo de
los macrofagos peritoneales de fagocitar levaduras, expresado en porcentaje 34 a la vez
que se demuestra la capacidad de eliminar a los microorganismos fagocitados mediante el
estallido respiratorio evaluado a través de la produccién de anion superdxido O>” mediante
la técnica NBT %8, La administracion oral de L. fermentum UCO-979C aumenté la
actividad fagocitica de los macrofagos peritoneales en ratones Balb/c; ademas, UCO-
979C y CRL973 mostraron aumentar el estallido respiratorio en macréfagos peritoneales.
Cabe destacar, que este efecto se obtuvo tras la administracion por 2 dias de 102 células/ml
a diferencia de los estudios mencionados previamente, en los que se administra la bacteria
por periodos mas extensos, unicamente CRL431 fue administrada en un periodo similar,
pero empleando un indculo mas alto. Esto demuestra que los tiempos de administracion y

las dosis deben ser evaluados particularmente para cada cepa.

Como se menciono con anterioridad, la mayor parte de bacterias probioticas con
actividad inmunomoduladora demuestran un efecto notable sobre las citoquinas TNF-a,
IFN-y e IL-10 ’®. En el presente estudio se evaluo el efecto de la administracion de UCO-
979C en el perfil de citoquinas en suero y en fluido intestinal en ratones Balb/c; se
administraron 1.5x108 UFC/raton/dia de L. fermentum UCO-979C o L. fermentum
CRL973 durante dos dias en el agua de bebida. No hubo efecto sobre los niveles de TNF-
a intestinales ni séricos, mientras que IL-10 a nivel sérico e intestinal e IFN-y intestinal se
vieron aumentados después del tratamiento con UCO-979C, por su parte, CRL973 no
demostrd ningin efecto en las citoquinas evaluadas. Es reconocido que las citogquinas
producidas en el intestino delgado, producto de la estimulacion con una cepa probiotica,

pueden ser liberadas a circulacion 6. Este efecto es evidente en el presente estudio donde
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los valores séricos se ven afectados por la administracién de UCO-979C. Otros autores
han descrito variaciones en las citoquinas intestinales y sistémicas, producto de la
administracion de cepas probioticas, coinciden con que el efecto inmunomodulador es
dependiente de la cepa, lo que influye en la seleccion racional de las cepas probidticas de
acuerdo a la actividad esperada 3°. L. salivarius CICC 23174 aument6 los niveles de IFN-
vy en suero al dia 20, L. plantarum CGMCC 1557 y L. salivarius CICC 23174 aumentaron
los niveles séricos de IL-10 al dia 10 de administracion de 1x10° UFC/ratén/dia . En otro
estudio, L. casei CRL431, L. plantarum CRL1506, y L. rhamnosus CRL1505 estimulan
la produccion de TNF-a e IFN-y en el intestino ’®. Nuestros resultados se correlacionan
con estos estudios que muestran que cepas probidticas pueden estimular simultdneamente

mediadores pro- y anti-inflamatorios .

En el contexto del desafio inflamatorio, otros estudios han evaluado el efecto de
cepas probioticas. L. rhamnosus JL-1 fue administrado por 2 semanas en diferentes dosis
(107, 108,10 por via intragastrica, en ratones Balb/c, y posteriormente fueron desafiados
con LPS de E. coli O55:B5; los ratones que recibieron L. rhamnosus mostraron una
disminucion en la expresion de citoquinas pro inflamatorias IL-1p, IL-6, TNF-a, siendo
el resultado mas significativo el observado en el grupo tratado con la dosis mas alta, que
se correlaciona con una disminucion en el dafio patologico inducido por el LPS 2, La
administracion de L. casei CRL 431, en ratones Balb/c antes y después de la infeccion por
Salmonella enterica Typhimurium, disminuyo la severidad de la infeccion y mejoré la
supervivencia de los animales, mostro disminucion de los niveles de TNF-a y aumento de
los valores IFN-y, IL-6 and 1L-10 en la Idmina propia 321. En el presente estudio, se evalud
el efecto del desafio intraperitoneal con LPS, los ratones que recibieron UCO-979C
mostraron valores mas bajos de TNF-a y un aumento en IFN-y e IL-10 en suero y fluido
intestinal, mientras que CRL973 s6lo aumento el valor de IFN-y intestinal. La activacion
local del sistema inmune en la mucosa intestinal en los ratones tratados con L. fermentum
UCO-979C puede explicar la respuesta favorable frente al desafio con LPS en el modelo

in vivo.
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Ademas, se evaluo el efecto de la administracion del probidtico sobre poblaciones
de células inmunes peritoneales e intestinales en ratones Balb/c. Se demostré que en el
fluido peritoneal, UCO-979C produjo un aumento en el nimero macréfagos residentes
(F4/80%) 322y de macréfagos activados (F4/80*MCH-II*) 322 respecto al control, no se
observo efecto sobre los monocitos y neutr6filos inflamatorios (Ly6C/Grl*y
Ly6C/Gr1*MHC-11") 322 (Figura 7 Capitulo VI). Morhardt et al observaron que en estado
homeostatico, los principales productores de IL-10 en la mucosa intestinal son las células
T CD4*y los macrofagos 324, Esto puede explicar los resultados del presente estudio donde
se ven aumentados los niveles de IL-10, macréfagos peritoneales (células F4/80%),
macrofagos activados (MHC-I1 F4/80%) y linfocitos CD3"CD4", en los ratones tratados
con UCO-979C. Sin embargo, debido a la diversidad de células inmunes que pueden
producir IL-10 (células B, mastocitos, granulocitos, macréfagos, células dendriticas y
subconjuntos de células T) seria relevante evaluar cuales poblaciones celulares participan
en la produccion de IL-10 y en la modulacién de la respuesta producida por UCO-979C.
El aumento en el numero de macréfagos activados en las placas de Peyer, puede tener
relacién con los hallazgos previamente descritos de aumento en el estallido respiratorio

en macrofagos peritoneales.

El aumento en los niveles de IFN-y puede correlacionarse con un aumento en el
namero de células T CD3"CD4" y CD3"CD8", en conocimiento que esta citoquina es
secretada predominantemente por linfocitos activados. También seria interesante evaluar
la participacion de otras poblaciones celulares como células y6 y células NK que también
estan relacionadas con la produccion de IFN-y. Las células presentadoras de antigenos
profesionales también participan en la secrecion de IFN-y sin embargo, no se observo
efecto sobre las células dendriticas (CD11b") 3%, células dendriticas activadas 32
(CD11b*CD86"), macrofagos (F4/80%) pero si hubo un aumento en los macréfagos
activados (F4/80"CD86") respecto al control (Figura 8 Capitulo V). En otros estudios se
describid el aumento en la expresion en moléculas co-estimulatorias en células dendriticas
(CD86, CD80, CD40 y MHC-II) en células dendriticas derivadas de médula Gsea co-

cultivadas con una dosis alta de probioticos VSL#3, consistente con celulas dendriticas
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mas maduras *?', algo similar fue observado por Christensen et al, al incubar varias cepas
probidticas con células dendriticas derivadas de médula Gsea de raton, todas las cepas
aumentaron la expresion de MHC-II y CD86, siendo mas eficientes aquellas cepas que
ademas demostraron mayor capacidad de producir IL-12, demostrando diversidad en la
capacidad de modular la activacion de las células DC 32, Por otra parte, IL-10 previene la
expresion de moléculas co-estimulatorias (CD80, CD86, MHC-11) 328, podria existir un
loop negativo en la expresion de CD86 en las células CD11b* debido al aumento en los

niveles de IL-10, posterior a la administracion de IL-10.

Las células dendriticas convencionales en ratones cDC1 son CD103*CD11b",
mientras que las cDC2 comprenden células CD103'CD11b" y una poblacion de
CD103"CD11b". Por lo tanto, son necesarios marcadores de superficie celular adicionales
para definir la presencia de mas subconjuntos de células dendriticas en las muestras
obtenidas a partir de los ratones alimentados con UCO-979C, ya que colectivamente este
grupo heterogéneo es el responsable de generar respuestas regulatorias y efectoras 32°. Las
células CD103*CD11b™ ¢cDC son necesarias para la generacion de células Treg inducibles
en los nodulos linfoides mesentéricos posterior a la ingestion oral de antigenos protéicos,
ademas son la principal fuente de 1L-12 en el estado de equilibrio, (steady state) 33 (IL-
12 induce a las células CD4+ a diferenciarse hacia Thl *3%). Seria relevante evaluar las
diferentes subpoblaciones de células dendriticas en las placas de Peyer y su participacion
en la polarizacion de la respuesta inmune posterior a la administracion de UCO-979C,
ademas complementar con el estudio de otras citoquinas como 1L-12, IL-17, IL-4 y el

efecto sobre otros subconjuntos de células T (Treg, Thl7).

El efecto de las bacterias acido lacticas en el desarrollo y funcion en GALT, no ha
sido profundamente estudiada, se reconoce que la microbiota juega un rol esencial en el
desarrollo de las células B en el GALT en mamiferos 332, En una publicacion reciente, se
describe que la intervencion con L. rhamnosus GG en ratones Balb/c promueve el
desarrollo y maduracion de los linfocitos B, mejora la capacidad de activacion y

presentacion de antigenos de los linfocitos B, y regula la secrecion de inmunoglobulina
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por los linfocitos B **2, En linea con estos hallazgos, en el presente trabajo, se evaluaron
las células B en las placas de Peyer. La administraciéon de UCO-979C favorecio la
aparicion de células maduras B220*CD24"" y disminuy6 la poblacion de células
inmaduras B220*CD24M9" 333-335 an comparacion con el grupo control (Figura 9 Capitulo
V1), esto sugiere que UCO-979C puede tener un efecto en la inmunidad humoral de los
ratones, aunque seria necesario evaluar mas marcadores y el efecto en otros

compartimientos (Bazo, MLN, Médula 0sea).

El estudio en ratones Balb/c demostro el efecto L. fermentum UCO-979C en la
inmunidad intestinal y sistémica, dando cumplimiento al objetivo 5 del presente trabajo.
Con los hallazgos en los estudios in vitro e in vivo a nivel intestinal presentados en el
capitulo VI, se acepta la Hipotesis 3: L. fermentum UCO-979C, posee actividad

inmunomoduladora evidenciable en modelos in vitro e in vivo.

Consideraciones generales y proyecciones del estudio de L. fermentum UCO-
979C

Los resultados de la presente investigacion respaldan la actividad
inmunomoduladora de Lactobacillus fermentum UCO-979C, con efecto a nivel gastrico,
intestinal y sistémico. La cepa demuestra un importante efecto sobre la colonizacion y la
respuesta inflamatoria producidos por el patégeno gastrico H. pylori y en patologias
intestinales inflamatorias producto de la accion de patégenos Gram negativos como E.
coli. Acorde a lo referido en la literatura, la actividad inmunomoduladora es dependiente
de la cepa, existiendo diferencias significativas con la cepa tipo L. fermentum CRL973
(ATCC 14931).

Como se discutié previamente, la especificidad dependera de variaciones sutiles
en la estructura molecular de MAMPs en las cepas probioticas (modificaciones del
exopolisacarido, expresion de ciertas lipoproteinas, liberacion al medio de lipoproteinas,
cantidad de acido lipoteicdico y su estructura/modificacion, produccién

exopolisacarido)?®. El género Lactobacillus es muy heterogéneo y se encuentran en
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diversos habitats por lo que sus habilidades biosintéticas son diversas 3. Considerando la
disponibilidad de secuencias genomicas de Lactobacillus con actividad
inmunomoduladora, la gendmica comparativa puede establecer una relacion entre las
diferencias en el genoma, e identificar genes y moléculas con funciones
probidticas/inmunobidticas relevantes %. Estudios de este tipo han permitido identificar
genes relevantes en las propiedades de adherencia y componentes de superficie en L.
plantarum WCFS1 3¢, L. rhamnosus GG %', L. fermentum YL 11 3%y L. salivarius FFIG
58 3% entre otros, relacionados con su actividad probidtica. Analisis transcriptomicos
permiten correlacionar genes con funcionalidades especificas, ya que la expresion de
ciertos genes en diferentes condiciones fisiolégicas permite comprender la relacion con el
fenotipo 2>33%, Los genes seleccionados a través de estudios gendmicos y transcriptdmicos,
requeriran verificacion respecto a fenotipos especificos, que se podran llevar a cabo a
través de cepas modificadas genéticamente 2°. Por ejemplo, se realizo la comparacion del
efecto de la cepa wild type L. plantarum WCFS1 y su variante negativa para la D-
Alaninacidn (dItX-D), en la respuesta de las células dendriticas y células T, demostrando
la relacion entre la inmunomodulacion producida por la cepa y la D-alaninacion de los
acidos teicoicos en la bacteria . En otro estudio se evalud la participacion del pili
SpaCBA de L. rhamnosus GG en la interaccion con macrdfagos in vitro, a través de la
comparacion de la cepa wild type, con mutantes de superficie estableciendo un rol de los
pili SpaCBA en la capacidad de adhesion a los macréfagos y la actividad de éstas células
341 Mizuno et al, evaluaron la capacidad inmunomoduladora del EPS de Streptococcus
thermophilus ST538, para ello  desarrollaron  cepas mutantes de S.
thermophilus AepsB and AepsC, demostrando la participacion del EPS en la actividad

antiviral de la cepa 342,

Recientemente se ha descrito el potencial de varias cepas de L. fermentum con
varios efectos benéficos en la salud y en la industria alimentaria 3*3344, Algunas cepas de
L. fermentum demuestran actividad inmunomoduladora, dentro de las cuales podemos
mencionar: L. fermentum ATCC14931 3% HFB3%%¢ NCDC 400 3%, L930BB 3834
LfQi6, CECT5716 30351 |1 35238 MCC 2760 3435 |f2 36 F-6 357, Ademas, algunas
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de estas cepas son productoras de EPS. Considerando los hallazgos del presente estudio,
donde podemos sugerir que el EPS de L. fermentum UCO-979C es parcialmente
responsable de su actividad inmunomoduladora se proyecta completar un analisis
gendmico comparativo de 57 cepas de L. fermentum que incluye estudios filogenéticos,
andlisis del pangenoma, estudios de gendmica comparativa, analisis de las caracteristicas
unicas del genoma de L. fermentum UCO-979C y en particular la comparacion del cluster
de su EPS con el de otras cepas de la misma especie con o sin actividad
inmunomoduladora. Este estudio comparativo ofrecera informacion adicional sobre genes
unicos en UCO-979C que podrian estar relacionados con su funcion probidtica, con la
proyeccion de analizar su efecto en la actividad inmunomoduladora. Dichos estudios seran
complementados con la generacion de mutantes de la cepa UCO-979C modificadas en sus

genes de EPS.

Por otra parte, adicional a su actividad bioldgica, los exopolisacaridos han
demostrado tener propiedades reoldgicas que los hacen utiles en la industria de alimentos
como texturizantes 3°8. Al respecto, L. fermentum UCO-979C, demostr6 produccion de
EPS a altos indices de dilucién, alcanzando concentraciones cercanas a 1 g/L, algo
significativo en comparacion con otras cepas*®®, lo que hace a la cepa atractiva para el uso
industrial. Se ha evaluado el efecto inmunomodulador empleando la administracion de
células viables. Si la cepa recibe algin tratamiento industrial (encapsulado, liofilizacion,
etc) debe evaluarse que la cepa conserve la actividad durante el procesamiento y
almacenamiento. Al respecto existe un estudio **° de un helado que incorpor6 la cepa
UCO-979C probiotica en distintas bases de helado, y se demostro que la bacteria mantiene
la capacidad de inducir TGF-B en células AGS, aunque en menor proporcion que la cepa
liofilizada. También se observé que la cepa en dichas condiciones fue capaz de inhibir in
vitro a H. pylori lo que respalda que la cepa mantiene su actividad, luego de la liofilizacion
e incorporacion en un alimento funcional. Por otra parte, se ha descrito que los
exopolisacaridos pueden servir como sustratos fermentables (prebioticos) para otros

microorganismos 272, Por ello seria interesante estudiar el efecto del EPS de UC0O-979C
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sobre la microbiota intestinal, actividad que podria complementar su efecto

inmunomodulador.

La cepa L. fermentum UCO-979C, resulta prometedora para prevenir infecciones
por patdgenos gastricos e intestinales no solo por su actividad inmunomoduladora. En
estudios previos no publicados, se demostré la capacidad de UCO-979C de inhibir
patdgenos como: E. coli 0157:H7, E coli ATCC 25922, Salmonella enteritidis ATCC
13076, Salmonella thyphimurium y Listeria monocytogenes, principalmente mediante la
produccion de &cido lactico. Un estudio interesante para el futuro inmediato seria la
evaluacion in vivo de la actividad de la cepa UCO-979c sobre las infecciones producidas
por dichos microorganismos patégenos y la relacion con la modulacién de la respuesta

inmune.

Por otra parte, el presente estudio evaluo el efecto de L. fermentum UCO-979C en
el contexto de la infeccién por H. pylori, en un modelo profilactico, en animales adultos,
que reciben un esquema corto de administracion de probidtico. Seria relevante estudiar el
efecto de la administracién de UCO-979C en un modelo animal previamente infectado
por H. pylori. Ademas por otra parte seria de interés evaluar el efecto a largo plazo de la
administracion de la cepa UCO-979C respecto a la colonizacion y el efecto en la respuesta
inflamatoria a nivel gastrico. De acuerdo a la literatura, la infeccion por H. pylori ocurre
en la infancia temprana; se han descrito diferencias respecto a la respuesta inmune frente
a H. pylori en nifios y en adultos, con menores niveles de inflamacién en la infancia, que
probablemente pueden jugar un rol en la persistencia de la infeccién. La seleccion del
modo de administracion va a depender si se pretende erradicar el microorganismo en
etapas temprana o si se busca disminuir el efecto inflamatorio en individuos ya infectados.
Por lo tanto, también seria relevante estudiar el efecto profilactico de la administracion de
la cepa en una etapa temprana en un modelo de infeccion infantil, para revelar el potencial
efecto y poder seleccionar el mejor modo de administracién. Posterior a ello, la siguiente

etapa exige un estudio preliminar en humanos para validar el efecto.
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CONCLUSIONES



1. La cepa probidtica Lactobacillus fermentum UCO-979C tiene una notable
actividad inhibitoria in vitro sobre el patdgeno géstrico Helicobacter pylori, disminuye
la adhesion a células epiteliales gastricas (AGS). Ademas, L. fermentum UCO-979C
tiene la habilidad de modular la produccién de citoquinas y quimioquinas en células
epiteliales gastricas y macréfagos en el contexto de la infeccion por H. pylori. La cepa
UCO-979C reduce la produccién de factores pro-inflamatorios y aumenta citoquinas
inmunorreguladoras como TGF-f en células AGS. Ademas, incrementa IFN-y en
macrofagos desafiados con H. pylori, lo que indica un notable efecto

inmunomodulador.

2. Lactobacillus fermentum UCO-979C ejerce actividad inhibitoria sobre H.
pylori en un modelo in vivo de infeccion. Ratones suizos tratados con L. fermentum
UCO-979C mostraron valores gastricos y séricos mas bajos de TNF-a, IL-8 y MCP-
1, y valores mas altos de IFN-y e IL-10 que los ratones infectados controles. Los
estudios histologicos mostraron que la cepa disminuye el dafio al tejido gastrico y la

infiltracion de células inflamatorias.

3. El exopolisacarido de L. fermentum UCO-979C disminuye la adhesién de
H. pylori en células AGS. Ademaés, reduce los niveles de TNF-a, IL-6 e IL-8 en células
AGS y de TNF-a e IL-6 en células THP-1 infectadas con H. pylori. La cepa UCO-
979C también redujo los niveles de IL-8 y aumentd los niveles de IL-10 en la mucosa

géstrica de ratones suizos infectados por H. pylori.

4. Lactobacillus fermentum UCO-979C modula la expresion de citoquinas,
quimioquinas, factores del complemento y de la coagulacion en células epiteliales
intestinales porcinas desafiadas con ETEC. Algunos factores inflamatorios como
CXCL8, CXCL9, CXCL10, CXCL11, C1Sy C3disminuyeron en las células tratadas
con la bacteria probidtica y otros como IL-6, CCL8, C1R y CFB aumentaron su
expresion. La respuesta inflamatoria es modulada por cambios en la expresion de los

reguladores negativos SIGIRR y Bcl3.
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5. La administracion oral de Lactobacillus fermentum UCO-979C a ratones
Balb/c modula la respuesta inmune intestinal en diferentes niveles: aumenta la IgA 'y
las células B maduras en placas de Peyer. También demuestra un efecto sobre la
fagocitosis, el estallido respiratorio en macrdéfagos peritoneales y el porcentaje de
macrofagos peritoneales activados. Por otra parte, aumenta el porcentaje de ciertas
poblaciones celulares como linfocitos T CD4* y CD8" en placas de Peyer, lo que
guarda correlacion con el aumento de IFN-y a nivel intestinal. Ademas, aumenta los
niveles intestinales y sistémicos de IFN-y e IL-10 y disminuye TNF-a en ratones

desafiados con LPS.

6. La cepa L. fermentum UCO-979C, posee propiedades inmunomoduladoras
relevantes, que la hacen candidata a ser evaluada en estudios clinicos, para el manejo

de enfermedades inflamatorias producidas por patégenos Gram negativos.

7. La actividad inmunomoduladora de L. fermentum UCQO-979C es intrinseca

a la cepa y no es compartida por otras cepas de la misma especie.

8. El exopolisacarido de L. fermentum UCO-979C posee un papel relevante
en su capacidad inmunomoduladora, aunque no es posible descartar que otras
estructuras o factores bacterianos también intervengan en su interaccion beneficiosa

con el sistema inmunoldgico del huésped.

9. Considerando las propiedades inmunomoduladoras demostradas en el
presente estudio, el exopolisacarido de L. fermentum UCO-979C tiene potenciales
aplicaciones en la industria de los alimentos. Es necesario profundizar en su
purificacion, caracterizacion quimica y funcional y estudiar mutantes de la cepa para
genes relacionados con la biosintesis del polisacarido, que permitan establecer

relacion con su actividad.
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