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VII. RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto de diferentes dosis de Pediococcus pentosaceus sobre los
sintomas de la colitis asi como en la funcién de barrera en un modelo in vivo de colitis

ulcerosa aguda inducida con dextran sulfato de sodio (DSS)

Metodologia. La colitis aguda fue inducida en ratones BALB/c con la administracion de
DSS en el agua para beber ad libitum por 7 dias. En el dia 2 durante la induccién de la
colitis, cuatro grupos recibieron diferentes dosis de P. pentosaceus por via oral por dia, un
grupo recibié un pre-tratamiento de 7 dias antes y después de la induccién de la colitis. Se
evaluo la severidad de la colitis basado en el indice de actividad de la enfermedad (IAE),
la longitud del colon y el dafio histol6gico, también se evalué la permeabilidad intestinal al
dextran-isotiocianato de fluoresceina en el modelo in vivo de colitis aguda y se
determinaron los niveles séricos de citocinas (IL-4, IL10, IL-6 y TNF), asi como los niveles
de lactobacilos y coliformes totales. En este estudio también se observo la expresion de

las proteinas de uniones estrechas Claudina- 2 y Ocludina.

Resultados: El tratamiento y el pre-tratamiento con P. pentosaceus a la dosis de 1x10*
UFCs retrasé la aparicion de diarreas, hemorragias y el Indice de la actividad de la
enfermedad, a su vez mejoré la longitud del colon y disminuy6 la permeabilidad intestinal
comparado con el grupo DSS. Los niveles de citocinas inflamatorias IL-6 y TNF fueron
disminuidos, ademas P. pentosaceus restaurd la disrupcién de las proteinas de uniones
estrechas disminuyendo la expresion de Claudina-2 e incrementando la de ocludina.
Adicionalmente, el tratamiento con P. pentosaceus modificO la  microbiota fecal
incrementando el nimero de lactobacilos, mientras que los niveles de coliformes fueron

disminuidos.

Conclusion: Pediococcus pentosaceus a la dosis de 1x10° UFCs mejor6 la severidad de
la colitis aguda inducida con DSS y mejoré la funcion de barrera epitelial y esto se debié a
la diminucién de la respuesta inflamatoria, asi como por la disminucién de bacterias
enteropatdgenas y al mejoramiento de la distribucién de las uniones estrechas. Por lo
anterior, Pediococcus pentosaceus puede ser un tratamiento prometedor para la colitis

ulcerosa.



ABSTRACT

Aims: To evaluate the effect of different doses of P. pentosaceus on colitis symptoms as
well as in the intestinal barrier function in an in vivo model of acute ulcerative colitis

induced with dextran sodium sulfate (DSS).

Methodology: Acute colitis was induced in BALB/c mice via the administration of 3.5%
DSS in drinking water administered ad libitum for 7 days. On day 2 during the induction of
colitis, four groups received different doses of Pediococcus pentosaceus (1x107, 1x108,
1x10°, and 1x10'° Colony Forming Units (CFUSs)) via gastric tube once per day, one group
received a pre-treatment 7 days before and after of the induction of colitis. We assessed
the severity of colitis based on disease activity index (DAI), colon length and histological
damage; colonic permeability to fluorescein isothiocyanate—dextran (FITC-dextran) was
measured in vivo. The expression of the tight junction proteins Claudin-2 and Occludin

was also observed in this study.

Results: The treatment and pre-treatment with P. pentosaceus at the dose of 1x10'° CFUs
delayed the appearance of diarrhea and hemorrhages and the index of the activity of the
disease, in turn, improved the length of the colon and decreased the intestinal permeability
compared with the DSS group. The levels of inflammatory cytokines IL-6 and TNF were
substantially attenuated, in addition P. pentosaceus restored the distress of the tight
junction proteins decreasing the expression of Claudin-2 and increasing occludin
expression. Additionally, the fecal microbiota showed an enrichment in the abundance of

Lactobacilli, while the levels of coliforms were diminished

Conclusion: Pediococcus pentosaceus at the dose of 1x10*° UFCs improved the severity
of acute colitis induced with DSS and improved the epithelial barrier function was mediated
via improving tight junction proteins and down-regulating the inflammatory response, as
well as the decrease of enteropathogenic bacteria. Therefore, P. pentosaceus could be a

promising probiotic in ulcerative colitis



VIII. INTRODUCCION

La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) comprende a la enfermedad de Crohn (EC) y a
la colitis ulcerosa (CU). Ambas enfermedades son problemas cada vez mas importantes
en los paises industrializados y se han asociado con el riesgo de céancer de colon'. La
colitis ulcerosa es una enfermedad inflamatoria cronica del colon, cuyos sintomas
caracteristicos comprenden hemorragia rectal o diarrea sanguinolenta, dolor abdominal,
fiebre, pérdida de peso y malestar general’. A pesar de los recientes avances en la
comprension de la genética, inmunidad y mecanismos inflamatorios, asi como posibles
factores ambientales que contribuyen a la enfermedad, la patogénesis exacta sigue
siendo elusiva. Dentro de los factores generalmente implicados en la fisiopatologia de la
colitis destacan una respuesta inmune anormal, defectos en la funcion de la barrera
intestinal y la microbiota intestinal. Se ha demostrado que la barrera intestinal dafiada
aumenta la exposicion de células inmunes a antigenos derivados de la microbiota
residente del tracto intestinal, dejando a una inestable respuesta inmune'. De hecho, se
ha observado un incremento de la permeabilidad epitelial en pacientes con (CU). La
permeabilidad intestinal paracelular en personas sanas esta controlada y regulada por el
complejo proteico de unién apical, este complejo consiste de las uniones estrechas y las
subyacentes uniones adherentes. Las uniones estrechas regulan el flujo por la via de la
ruta paracelular y previene la difusion de proteinas y lipidos entre los dominios de
membrana plasmatica apicales y basolaterales”. El complejo de uniones estrechas esta
constituido por proteinas transmembrana como ocludina y la familia de las claudinas y
también por proteinas ligadoras como zonula ocludens-1 (ZO-1) que se afilan con la
actina del citoesqueleto. En personas con (Ell) se ha demostrado la redistribucion y
regulacién a la baja de varias proteinas de unién estrecha’. No ha sido implicado
especificamente un microorganismo para el desarrollo de la CU, sin embargo especies
de Lactobacillus spp y Pediococcus spp. estan ausentes en pacientes con CU". Los
tratamientos actuales para la CU se han centrado en la inflamacién y en la supresion del
sistema inmune como los esteroides, tiopurinas y anticuerpos anti-TNF, a pesar de ello,
estan limitados por sus efectos secundarios asociados con una supresion crénica del
sistema inmune, falta de cumplimiento de los pacientes y a las recaidas"”. Por
consiguiente, se buscan constantemente nuevas alternativas para el tratamiento de la CU.

Una de las ultimas incorporaciones al gran arsenal terapéutico es el uso de probidticos.

7



Los probidticos han sido definidos como bacterias vivas que al administrarse en
cantidades adecuadas, mejoran la salud del huésped"". Los probiéticos tienen efectos
anti-inflamatorios y mejoran la funcion de barrera intestinal por diferentes mecanismos
tanto en humanos con CU como en varios modelos in vivo de colitis (ratones Knockout de
IL-10, o en ratones inducidos con un agente quimico como el dextran sulfato de sodio
DSS)* Debido a lo anterior en este estudio nos preguntamos si la bacteria acido lactica
Pediococcus pentosaceus ayuda a la sintomatologia de la colitis aguda mejora la funcién
de barrera intestinal, regula la microbiota intestinal y ejerce efecto antiinflamatorio en un

modelo in vivo de colitis aguda inducida con DSS.
1.1 Anatomiay fisiologia del intestino humano

El tracto gastrointestinal (TGI) cumple la funcion de digerir alimentos y absorber los
nutrientes, pero ademas tiene una funciéon de barrera, ya que esta en contacto con
multitud de microorganismos. Sumando a esto, otro aspecto importante es que TGl es el
mayor oOrgano del sistema inmunolégico humano. Anatémicamente se compone de
diferentes secciones: boca, faringe, esofago, estémago, intestino delgado, intestino
grueso y ano. Cada una de estas secciones realiza diferentes funciones y para ello tienen

diferentes estructuras y secreciones.”

El término “mucosa” se emplea para designar a los epitelios que revisten las cavidades
del organismo que se comunican con el exterior, como la de los aparatos respiratorio,
genitourinario y digestivo. La superficie mucosa del TGl (200-300 m? en el adulto)
constituye la mayor interfase de nuestro organismo con el mundo exterior. Se trata del
lugar donde se realiza la digestion y absorcion de los nutrientes y, simultdneamente, debe

actuar como barrera frente a agentes nocivos, incluyendo microorganismos patégenos.”

Entre los mecanismos que tienen este cometido se encuentran diversos factores no
inmunolégicos, como las secreciones gastrica, pancreatica y biliar, la motilidad, el mucus
o el recambio celular. Ademas de estos factores fisiolégicos, la microbiota y el sistema
inmunolégico (que incluye tanto el tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal como a la
inmunidad sistémica) crean y mantienen una barrera adicional. Dentro de la mucosa

intestinal y para llevar a cabo estas funciones, existen diferentes tipos celulares.

El epitelio intestinal estd compuesto por una monocapa de células epiteliales

especializadas y polarizadas que se renueva continuamente cada 3 a 5 dias. Las células



madre epiteliales intestinales pluripotentes residen en la base de las criptas (criptas de
Lieberkuhn) y generan células que migran hacia la punta de la vellosidad donde tiene

I Xii

lugar la diferenciacion fina

Las células que estan mas directamente expuestas a la luz intestinal son los enterocitos,
Los enterocitos son elementos clave del revestimiento epitelial, adaptados para
desarrollar la funcién digestiva, metabdlica y el mantenimiento de la integridad fisica de la
barrera. * Por este motivo, su superficie externa presenta numerosas microvellosidades,
pequefios pliegues densamente agrupados que aumentan la superficie de absorcion de
los enterocitos. También intervienen en el desarrollo de la actividad inmunolégica ya que

expresan receptores implicados en la respuesta inmunitaria innata,”®

Otro grupo celular que integra la mucosa intestinal corresponde a las células caliciformes,
células epiteliales especializadas en la secrecion de glicoproteinas llamadas mucinas, que
forman una capa de mucus responsable de la proteccidon de las células epiteliales del
contacto directo con el ambiente existente en la luz intestinal. Las mucinas que se
encuentran en mayor proporcioén en el moco del intestino y estdmago son las MUC2 y las
MUC5AC. ™

Por otra parte, también se encuentran otras células como las células M, que son
responsables de captar moléculas del lumen intestinal y transferirlas a la lamina propia; *”
las células Paneth, que tienen una funcién defensiva segregando sustancias bactericidas
como lisozima; las células enteroendocrinas, que liberan hormonas que coordinan

diferentes funciones intestinales.™!

Las células inmunitarias del tracto gastrointesitnal conforman el denominado tejido linfoide
asociado al intestino (gut-associated lymphoid tissue, GALT). EI GALT organizado esta
compuesto de estructuras linfoides, principalmente foliculos linfoides, placas de Peyer y
ganglios mesentéricos.™"

Bajo el epitelio se encuentra en primer lugar la membrana basal y a continuacion, una
capa de tejido conjuntivo denominada lamina propia. Esta Gltima capa contiene diversas
células inmunocompetentes, incluyendo células dentriticas, macrofagos y linfocitos
residentes, que forman una unidad funcional con el epitelio. Estas células reciben y

procesan las moléculas captadas por las células M. esto es de gran importancia puesto



que son encargadas de filtrar el paso de nutrientes sin dejar pasar agentes

potencialmente perjudiciales para el organismo.™

Existe una gran similitud entre la estructura histolégica del intestino delgado y del grueso,
aunque hay algunas diferencias a destacar. En el intestino delgado las criptas vy
vellosidades, junto con las microvellosidades de los enterocitos, confieren una gran
superficie para la absorcion de nutrientes. En el colon no es necesaria esta gran area ya
gue la absorcion se restringe fundamentalmente a agua y electrolitos. Por este motivo, la

mucosa colénica carece de vellosidades y microvellocidades.

Por otro lado, las células caliciformes secretoras de moco son mucho mas abundantes en

el epitelio coldnico que en el intestino delgado.

Otro aspecto muy importante del epitelio coldénico es que se renueva constantemente.
Esta renovacién se lleva a cabo en las criptas de Lieberkiinh, invaginaciones que tienen
una profundidad de alrededor de 50 células, que se encuentran en gran nimero en la

mucosa colonica.

En el fondo de las criptas se localizan las células precursoras. Estas células se dividen
por mitosis continuamente permitiendo la renovacién del epitelio mediante proliferacion y
diferenciacién de las células recién formadas, a medida que éstas suben a lo largo de la
cripta. Las células maduras pierden su capacidad de dividirse de nuevo y finalmente

| XXi

mueren por apoptosis, exfoliandose a la luz intestina

El proceso de maduracion es clave para el correcto funcionamiento de la mucosa. En el
adenoma esta secuencia esta alteraba, ocurriendo una mitosis continua de las células sin
sufrir el proceso de diferenciacion, de manera que el compartimento donde proliferar

puede llegar a ocupar la cripta completa. ™
1.3 Digestion y absorcidn de nutrientes en la mucosa intestinal

Como se comenté anteriormente, una de las principales funciones del TGl es la digestion
y absorcién de los nutrientes procedentes de la dieta. Para esto se segregan diferentes
enzimas a lo largo del tubo digestivo cuya funcion es hidrolizar las moléculas en otras mas

Xxiii

sencillas, que puedan atravesar la mucosa para incorporarse al torrente circulatorio.

El proceso comienza en la cavidad bucal. Las glandulas salivales secretan amilasa, que

degrada parte del almidén y lipasa salival, que actla sobre las grasas dando lugar a
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compuestos mas sencillos como los acidos grasos. En el estbmago las células principales
secretan pepsina una endopeptidasa que degrada proteinas a péptidos. En el duodeno se
liberan acidos biliares y diversos tipos de enzimas. La funcion de los acidos biliares es
permitir que las grasas puedan ser atacadas en medio acuoso. Entre las enzimas
encontramos amilasa pancreatica, lipasa pancreatica, tripsina y quimiotripsina. La amilasa
pancreatica continta degradando el almidén, mientras que la lipasa pancreatica lo hace
con las grasas. Las otras enzimas degradan péptidos menos complejos, producidos tras

la accién de la pepsina. ™"

En la mucosa del yeyuno e ileon se produce lactasa, maltasa y diferentes peptidasas,
para completar lo maximo posible la digestion de los nutrientes aportados en la dieta. La
fraccion no absorbida y los restos que no han podido ser digeridos pasaran al intestino
grueso, en donde se finalizara el proceso digestivo gracias a la microbiota intestinal. Los
microorganismos presentes en el colon, debido a su gran cantidad y diversidad, poseen el

arsenal enzimatico necesario para fermentar esos restos.™
1.3 Funcién de barrera intestinal

El tracto gastrointestinal, desde el comienzo de la vida extrauterina, esta expuesto a una
gran carga de antigenos extrafios, entre ellos: microorganismos y moléculas téxicas. Por
lo tanto, su capacidad de actuar como una barrera contra las moléculas potencialmente
dafinas y para defender contra las bacterias patdégenas es fundamental en el
mantenimiento de la homeostasis inmune intestinal.® De hecho, se han encontrado
diferentes mecanismos por los cuales el intestino sirve como una barrera protectora
eficaz. Uno de ellos de importancia para el soporte, es el epitelio intestinal, en donde las
células epiteliales intestinales (CEI) son los principales tipos celulares que entran en el
contacto con el ambiente exterior y actiGan como una primera linea de defensa en contra
una serie de posibles estimulantes dafiinos. "

La primera respuesta inmunitaria que se activa es inespecifica y la lleva a cabo el sistema
inmunitario innato, que esta ampliamente representado en el tracto gastrointestinal por las
propias células epiteliales, células dendriticas, macrofagos y células natural killer (NK).
Estas células reconocen patrones asociados a patdégenos (pathogen-associated molecular
patterns, PAMPs) de componentes especificos de bacterias, hongos y virus, entre los
cuales se encuentran los receptores de reconocimiento de patrones (pattern recognition

receptors, PRRs) como los tipo Toll (toll-like receptor, TLR) y los receptores dominio de
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oligomerizacion de unién a nucledtido (nucleotide-binding oligomerization domain
receptors, NOD), entre otros. Estos receptores tienen una funciéon dual y, gracias a la
naturaleza polarizada del epitelio intestinal, permiten su segregacion anatémica y, tanto in
vitro como en modelos in vivo, demuestran la capacidad de respuesta diferencial de las
células epiteliales entre la estimulacion por la parte apical frente a la estimulacion
basolateral. ****Asi, en condiciones normales, la activacion apical de los Receptores de
reconocimiento de patrones PPRs por parte de las bacterias comensales ayuda a la

secrecién de sustancias antibacterianas y a mantener cierta tolerancia a la inflamacién.*

Otro mecanismo importante para mantener la funcion de barrera es a través de la
presencia de una capa de glicocalix, que se forma a partir de mucinas que se unen a la
membrana apical de las (CEI). Una capa gruesa de moco, que comprende diversos tipos
de mucinas, forma un sistema adicional de proteccic')n.xx"ii Las células caliciformes, las
células productoras de moco, estan presentes tanto en la cripta como en el epitelio de las
vellosidades en todo el intestino delgado, colon y recto. La liberacion masiva de granulos
de mucina se desencadena por la presencia de dafios fisicos, quimicos o infecciosos. >
¥ | as funciones importantes de la capa de moco son formar una barrera protectora
semipermeable y ayudar a acelerar la reparacion del dafio intestinal, particularmente a
través del factor del trébol intestinal (CD73).”*" Las mucinas también interactian con los
polisacaridos de la superficie de las células bacterianas y los apéndices de proteinas
(como los flagelos), atrapando asi las bacterias en el flujo de moco para que sean
eliminadas por la peristalsis intestinal. En general, las bacterias no pueden subvertir estos
mecanismos a menos que expresen mucinasas y factores de adherencia, colonizaciéon e

XXVI-XXVii

invasion.
1.3.1 Permeabilidad intestinal

La permeabilidad intestinal se puede definir como la capacidad de la superficie de la
mucosa a ser penetrada por las sustancias especificas. El paso de los nutrientes y la
absorcion de agua e iones se realiza a través del epitelio intestinal gracias a procesos de
transporte activo (mediante transportadores) o pasivos (mediante difusion) de la luz
intestinal al interior de la mucosa, desde donde pueden acceder al torrente circulatorio.
Los enterocitos presentan una elevada actividad transportadora gracias a que poseen
canales ionicos, transportadores y bombas en las membranas apical y basolateral. El

transporte neto es el resultado del balance entre la absorcion y la secrecion. Este
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transporte se lleva a cabo de forma selectiva mediante dos vias principales: la via

transcelular/transepitelial y la via paracelular, " ¥y 4

- La permeabilidad paracelular es asociada con el transporte en el espacio entre las
células epiteliales y esta regulado por complejos intercelulares localizados en la

I xli

union de la membrana apical-lateral y a lo largo de la membrana latera Estas

uniones intercelulares se clasifican en tres grupos funcionales: uniones estrechas,

uniones de anclaje y (desmosomas) (Fig. 1). Esta via constituye una barrera
efectiva para el paso de antigenos Iluminales y es determinante en el
establecimiento de la permeabilidad intestinal.*

- La via transcelular permite el transporte de solutos a través de la membrana del
enterocito. Existen diferentes mecanismos que median el paso de moléculas por la
ruta transcelular. Los compuestos lipofilicos e hidrofilicos de pequefio tamafio
difunden, por transporte pasivo, a través de la bicapa lipidica de la membrana de
los enterocitos. Ademas, la permeabilidad epitelial viene condicionada por el
transporte activo, mediado por transportadores y diferentes mecanismos de
endocitosis, transcitosis y exocitosis para iones, aminoacidos o determinados
antigenos. Las sustancias de gran tamafio, como proteinas y productos
bacterianos, son captadas por las células mediante endocitosis y son
transportadas activamente mediante el proceso de transcitosis vectorial, a través
del citoplasma, para su posterior procesamiento y presentacion, como parte de la

[ xliii

respuesta inmunoldgica intestina

1.3.2 Uniones intercelulares

1.3.2.1 Uniones estrechas

El paso de moléculas pequefias solubles en agua a través del epitelio se realiza a través
de las uniones estrechas que sellan los espacios entre las células epiteliales. Las uniones
estrechas (UE) son las uniones intercelulares mas apicales y su funcion es primordial en
el mantenimiento de la barrera y de la polaridad epitelial, limitando la difusion de iones y la
translocacion de antigenos luminales (microorganismos y sus toxinas) desde la region
apical hacia la region basolateral de las membranas que limita. *™*¥ Se componen de
complejos multiproteicos constituidos por cuatro familias de proteinas transmembrana:

ocludina, claudinas, moléculas de adhesiéon (junctional adhesion molecules, JAM) y
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tricelulina, y se expresan predominantemente en células epiteliales y endoteliales, aunque
también se encuentra en astrocitos, neuronas, macréfagos, células dendriticas y/o
leucocitos.

— La ocludina participa en el ensamblaje y desensamblaje de las UE y su localizacion en
la membrana esta regulada por la fosforilacion de los residuos especificos de Ser, Thr y
Tyr. La ocludina altamente fosforilada en estos residuos esta situada en las UE, mientras
que la desfosforilada se encuentra redistribuida en el citoplasma, por lo que la alteracion
en el patrén de fosforilacion de esta proteina puede llevar a la desestabilizacién de las UE
e incrementar la permeabilidad paracelular. "

— Las claudinas son el principal factor que determina la funcién de barrera de las UE,
controlando el paso de iones a través del espacio paracelular y también estan reguladas
mediante la fosforilacion especifica en residuos de Ser y Thr. Estas proteinas forman
canales con propiedades biofisicas similares a los canales i6nicos, que permiten el paso
preferente de ciertos iones. ' La composicion de claudinas varia considerablemente entre
los segmentos intestinales debido a su funcion fisioldgica especifica, mostrando una
disminucion general de la permeabilidad en las regiones distales del tracto
gastrointestinal.”

— Las JAM son una subfamilia de inmunoglobulinas expresadas por células epiteliales y
endoteliales, asi como por leucocitos y plaquetas. Las proteinas JAM de las UE epiteliales
son JAM-A, JAM-C, CAR, ESAM y JAM4, las cuales se asocian lateralmente a otras
proteinas en los contactos intercelulares para facilitar el ensamblaje y la formaciéon de UE
lii

funcionales y polarizadas." Las JAM estan implicadas en la regulacién de la permeabilidad

intestinal y en la inflamacion."

— La tricelulina se localiza en los contactos intercelulares entre células adyacentes,
facilitando la estabilidad y la formacion de la barrera epitelial, sellando especificamente las
laminas de células epiteliales frente el paso de macromoléculas, sin afectar
significativamente la permeabilidad de iones. ™" Las proteinas transmembrana de las UE,
claudinas, ocludina, y las JAM, estan vinculadas a las fibras de actomiosina del
citoesqueleto por miembros de la familia de proteinas adaptadoras zonula occludens ZO-
1, ZO-2 y ZO-3. Estas proteinas desempefian un papel fundamental en la permeabilidad
celular, asi como en la regulaciéon de la adhesion, en la formacion y estabilizacién de las
UE y en la transmision de sefiales desde las uniones intercelulares hacia el interior de la

célula para la regulacién de procesos celulares como la migracién celular."
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1.3.2.2 Uniones de anclaje

Las uniones de anclaje conectan el citoesqueleto de cada célula con los de células
vecinas 0 a la matriz extracelular, lo que les permite constituirse como unidades

estructurales resistentes.

— Las uniones de anclaje regulan la adhesion entre células adyacentes mediante
receptores de adhesion transmembrana y sus proteinas reguladoras asociadas a la
actina. Esta union del citoesqueleto de actina de ambas células se realiza a través de
moléculas de adhesion transmembrana de la superfamilia de las cadherinas y cateninas y
de complejos proteicos asociados a estas, que conectan con el citoesqueleto. Son
necesarias para el ensamblaje y mantenimiento de las UE y varias proteinas reguladoras
pueden afectar este componente estructural, como factores de crecimiento (EGFR) y
proteinas reguladoras de la actina (Rho, GTPasas, miosina)"". Los complejos Cadherina-
catenina son importantes no solo para ligar células adyacentes, sino también para
mantener la polaridad celular, regulando la migracion y proliferacion epitelial y la

Iviii

formacién de otros complejos adhesivos como los desmosomas.
1.3.2.3 Desmosomas

Los desmosomas, compuestos principalmente por desmogleina, desmocolina vy
desmoplaquina, son uniones intercelulares que proporcionan una fuerte adhesion entre
las células, aunque son estructuras dinamicas cuya adhesividad puede cambiar entre
estados de alta o baja afinidad durante procesos como el desarrollo embrionario y la
curacion de heridas. Debido a que también vinculan intracelularmente a los filamentos
intermedios del citoesqueleto de las células vecinas, forman una red transcelular que
confiere resistencia mecanica a los tejidos y permite que las células mantengan su
morfologia. Ademdas, son centros de sefializacion y participan en varios procesos

celulares como la diferenciacion, la proliferacion y la morfogénesis. ™
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Fig. 1. Representaciéon de las uniones intercelulares. Las sustancias que se encuentran en la
luz intestinal pueden atravesar el epitelio a través de la ruta transcelular, o entre las células a
través de la ruta paracelular. Los complejos de union intercelulares, compuesto por uniones
estrechas, uniones adherentes y desmosomas, son estructuras dindmicas que restringen el paso
de macromoléculas de mas de 50 A.

1.4 El Tracto gastrointestinal y la microbiota

El tracto gastrointestinal (Gl) humano representa una de las mayores superficies de
interaccion entre el huésped, los factores ambientales y los antigenos en el cuerpo
humano. En un tiempo de vida promedio, alrededor de 60 toneladas de alimentos pasan
por el tracto gastrointestinal humano, junto con una gran cantidad de microorganismos del
medio ambiente que imponen una gran amenaza a la integridad intestinal. La coleccion de
bacterias, arqueas, hongos y virus que colonizan el tracto Gl se denomina "microbiota
intestinal" y ha evolucionado junto con el huésped durante miles de afios para formar una
relacién de beneficio mutuo. ™ Se ha estimado que el nimero de microorganismos que
habitan en el tracto Gl supera los 10", lo que abarca aproximadamente 10 veces mas
células bacterianas que el nimero de células humanas y mas de 100 veces la cantidad de
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contenido genémico (microbioma) que el genoma humano. Sin embargo, una estimacion

recientemente revisada ha sugerido que la proporciéon de células humanas: bacterias es
en realidad mas cercana a 1: 1. ™. Debido a su gran contenido genémico y su
complemento metabdlico, la microbiota intestinal proporciona una variedad de
propiedades beneficiosas para el huésped. Algunas de las funciones mas importantes de

Ixiv

estos microbios son ayudar a mantener la integridad de la barrera de la mucosa,

proporcionar nutrientes como vitaminas ™ o proteger contra patégenos.”™ Ademaés, la

interaccion entre la microbiota comensal y el sistema inmunoldgico de la mucosa es
crucial para la funcién inmunoldgica adecuada.™
Cada individuo esta provisto de un perfil Gnico de microbiota intestinal la cual esta
compuesta por diferentes especies de bacterias clasificadas taxondmicamente por
género, familia, orden y filos. La microbiota intestinal de cada ser humano se moldea en la

vida temprana ya que su composicion depende de las transiciones del bebé (fecha de

gestaciéon del nacimiento™", tipo de parto™™, métodos de alimentacién de la leche™,

periodo de destete) y factores externos como el uso de antibiéticos ™. Esta microbiota
nativa, personal y saludable, permanece relativamente estable en la edad adulta, pero
difiere entre los individuos debido a los enterotipos, el nivel del indice de masa corporal
(IMC), la frecuencia de ejercicio, el estilo de vida y los habitos culturales y dietéticos. Por
consiguiente, no existe una composicién Unica de microbiota intestinal éptima, ya que es
diferente para cada individuo. La microbiota intestinal varia segun las regiones
anatémicas del intestino, las cuales varian en términos de fisiologia, pH y tensiéon de 02,
velocidad de flujo digerido (répido en la boca al ciego, mas lento después), disponibilidad
de sustratos y secreciones del huésped. El intestino delgado proporciona un entorno mas
desafiante para los colonizadores microbianos, dados los tiempos de transito bastante
cortos (3 a5 h) y las altas concentraciones de bilis. El intestino grueso, que se caracteriza
por caudales lentos y un pH neutro a ligeramente &cido, alberga con mucho la mayor

comunidad microbiana (dominada por bacterias anaerobias obligadas)™" (Fig. 2).
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Eséfago pH=<4
Bacteroides, Gemella,
Magasphaera,
Pseudomonas, Prevotella,
Rothia sps., Streptococcus,
Veillonella

Estomago pH=2
Streptococcus , Lactobacillus,
Prevotella, Enterococcus,
Helicobacter

Colon pH=5-5.7
Bacteroides, Clostridium,
Prevotella, Phorphyromonas,
Eubacterium, Ruminococcus,
Streptococcus,
Enterobacterium,
Enterococcus, , Lactobacillus,
Peptostreptococcus

Intestino delgado pH=5-7
Bacteroides, Clostridium,
Streptococcus, Lactobacillus,
Proteobacteria, Enterococcus

Ciego pH=5.7
Lachnospira, Roseburia,
Butyrivivbrio, Ruminococcus,
Fecalibacterium, fusobacteria

Fig. 2 Variaciéon de la microbiota en diferentes regiones del tracto gastrointestinal hodv

Los filos microbianos intestinales dominantes son Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria, y Verrucomicrobia, los filos Firmicutes y
Bacteroidetes representan el 90% de la microbiota intestinal. El filo Firmicutes esta
compuesto por mas de 200 géneros diferentes, tales como Lactobacillus, Bacillus,
Clostridium, Enterococcus y Ruminicoccus. El género de Clostridium representan el 95%
del filo Firmicutes. El filo Bacteroidetes consiste en géneros predominantes tales como
Bacteroides y Prevotella. El filo Actinobacteria es proporcionalmente menos abundante y
esta representado principalmente por el género Bifidobacterium.™

Nuestra microbiota tiene un papel importante en la salud humana y un desequilibrio de su
composicion (disbiosis) ha demostrado contribuir al desarrollo de muchas enfermedades
intestinales y extraintestinales.

El tracto gastrointestinal es el principal sitio de interaccion entre los microorganismos
ambientales y los tejidos del huésped. Una alta biodiversidad de la microbiota intestinal
estd asociada con un estado saludable, mientras que una baja biodiversidad esta

vinculada a condiciones patolégicas™"'. Mas de 30 enfermedades estan asociadas con un

18



cambio en la microbiota intestinal (disbiosis) y la lista aumenta continuamente. Se pueden
mencionar las enfermedades inflamatorias intestinales, artritis reumatoide, aterosclerosis,
y enfermedades inflamatorias crénicas como obesidad y diabetes. Estas enfermedades se
pueden clasificar en: sindromes metabdlicos, enfermedades intestinales y sindromes

psicolégicos ™ (Fig.3).

Sindromes
psicoldgicos

Sindromes
metabdlicos

DISBIOSIS
INTESTINAL

Enfermedades
Intestinales

Fig.3 Enfermedades asociadas con disbiosis intestinal. Sll, Sindrome de intestino irritable; Ell,
Enfermedad Inflamatoria intestinal y SIC, Sindrome del intestino corto. Enfermedad inflamatoria
intestinal (EI1)™"

2. Enfermedad Inflamatoria intestinal Ell

La enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa estan consideradas enfermedades
idiopaticas que afectan al tracto gastrointestinal. Ambos procesos se consideran con
frecuencia juntos, bajo el nombre de enfermedad inflamatoria intestinal, debido a las
multiples semejanzas, como inflamacion gastrointestinal, aumento y disminucién de la

gravedad y la intensidad de los sintomas y etiologia desconocida. Sin embargo, existen
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sintomas y caracteristicas microscépicas diferentes, asi como patrones distintos de

afectacion dentro del tracto gastrointestinal.

Debido a que nuestro modelo experimental tiene una mayor semejanza con la colitis

ulcerosa que con Crohn, describiremos solo la primera.
2.1 Colitis ulcerosa

La colitis ulcerosa se caracteriza como una inflamacién no infecciosa del tracto
gastrointestinal, limitada al recto y al colon. Es un trastorno recidivante y remitente, con
intervalos de remisién que alternan con periodos de inflamacion sintomética. En la colitis
ulcerosa, la inflamacién se limita a la submucosa y la mucosa, la colitis ulcerosa es una
enfermedad continua, sin lesiones a saltos entre las areas de enfermedad. Casi siempre
se afecta el recto, y las lesiones pueden progresar en sentido proximal desde alli. Se han
descrito cuatro categorias principales de afectacion del colon. En la proctitis sélo esta
afectado el recto. La proctosigmoiditis incluye afectacion rectal con extension al sigma. El
término colitis del lado izquierdo se refiere a la enfermedad que se extiende
continuamente desde el recto hasta el angulo esplénico. La pancolitis es la inflamacion

Ixxix

mas alla del angulo esplénico, que se puede extender hasta el ciego (Tabla 1)

Tabla 1. Caracteristicas principales de la colitis ulcerosa &

Caracteristica Colitis ulcerosa

Area afectada Solo el colon
Distribucién Continua
Caracteristicas histolégicas Mucosa / submucosa, abscesos de las criptas: ulceras

superficiales
Caracteristicas macroscoépicas Friabilidad de la mucosa, pseudopoélipos, pérdida de
haustras (cronica)

Colonicos
Sintomas * Diarrea con sangre y mucosidad.
* Urgencia, tenesmo.
* incontinencia
» Calambres abdominales inferiores y
dolor con la defecacién
Sistémicos
» Cansancio, pérdida de peso
+ Malestar general, fiebre
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2.2 Epidemiologia

La prevalencia e incidencia varian ampliamente y depende de multiples factores,
incluyendo el origen étnico y la localizacién geogréfica. La prevalencia de la enfermedad
inflamatoria intestinal en la poblacion mundial es de 100 por cada 100,000 con 10,000
casos nuevos diagnosticados anualmente. En México, no existen datos concluyentes,

aunque la incidencia de la CU se encuentra entre 0.2% a 4.89% "

La colitis ulcerosa tiene un patron de incidencia bimodal. Los picos de inicio principales
entre las edades de 15 y 30 afios. Un segundo, y mas pequefio, el pico de incidencia
ocurre entre las edades de 50 y 70 afios. Aunque algunos estudios muestran una ligera
predilecciéon por los hombres, la mayoria de los estudios no tienen ninguna preferencia

Ixxxi

con respecto al sexo.

2.2 Manifestaciones clinicas

Los pacientes pueden presentar diferentes sintomas en funcién de la extension de la
enfermedad. En general, existe un patrén, en el que los sintomas pueden persistir durante
dias, semanas o meses y después ceder, con periodos asintomaticos que duran meses,
afios o incluso décadas. Los sintomas caracteristicos comprenden hemorragia rectal o
diarrea sanguinolenta, dolor abdominal, fiebre, pérdida de peso y malestar general. Los
sintomas de la proctitis incluyen heces con sangre, tenesmo y/o defecacion dolorosa.
También puede existir urgencia y frecuencia, asi como incontinencia fecal. Las
manifestaciones extraintestinales asociadas con la actividad de la enfermedad incluyen
episcleritis, escleritis y uveitis, artropatias periféricas, eritema nodoso y pioderma
gangrenoso. Las manifestaciones extraintestinales independientes de la actividad de la
colitis incluyen artropatias axiales, sacroileitis y espondilitis anquilosante. Una
manifestacion hepética extraintestinal significativa de la colitis ulcerosa incluye la

colangitis esclerosante primaria y se asocia con un mayor riesgo de cancer colorrectal.
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2.3 Complicaciones

En los pacientes con inflamacion extensa o grave u otros problemas como la displasia
epitelial o el cancer que estan en su fase crénica pueden desarrollar complicaciones
agudas como la hemorragia grave y el megacolon toxico. Los factores de riesgo para el
cancer incluyen la larga duracién de la enfermedad, independientemente de la actividad
clinica; la enfermedad extendida; el inicio de la enfermedad a edad temprana; la
inflamacién grave; la presencia de colangitis esclerosante primaria y una historia familiar
de céancer colorectal ™. Mas del 20% de los pacientes con Ell desarrollan canceres
asociados con colitis dentro de los 30 afios de la aparicion de la enfermedad, y
aproximadamente el >50% de estos pacientes mueren a causa de ellos. Notablemente,
pacientes que desarrollan Ell a una edad temprana (<30 afios) tienen un riesgo mucho
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mayor de desarrollar cancer.

2.5 Caracteristicas genéticas

Se comprob6 que de los 47 locus identificados asociados a la colitis ulcerosa, 19 son
especificos de esa enfermedad y 28 son compartidos con la enfermedad de Crohn (20-
21). Las regiones de riesgo ECM1, HNF4A, CDH1 y LAMB1 se relacionan con la
disfuncién de la barrera epitelial; la asociacion con DAP indica una relacién con la
apoptosis y la autofagia, y las asociaciones con PRDM1, IRF5, NKX2-3 sugieren defectos
en la regulacion de la transcripcion. Asimismo, se han identificado otros genes que tienen
relacion con la sefializacion de la IL-23 tanto en la colitis ulcerosa como en la enfermedad
de Crohn (IL23R, STAT3 JAK2, IL12B y PTPN2) y con el sistema inmune, en particular
HLA-DR y genes implicados en la diferenciacion de las células T colaboradoras tipo 1y 17
(Thl y Th17) tales como IL10, IL7R, IL23R, IFN-y y. En conjunto, los estudios indican
tanto las variantes de genes especificos y no especificos se asocian con la colitis

ulcerosa, y las dos formas de Ell comparten ambas vias de la enfermedad %%
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2.6 Respuestainmune de la mucosa

En la colitis ulcerosa se observan anomalias en la respuesta inmunolégica humoral y
celular. Es comdn la elevacion de IgM, IgA e IgG, pero en la colitis ulcerosa en particular,
hay un aumento desproporcionado de los anticuerpos IgG1l. La diferencia entre la colitis
ulcerosa y la enfermedad de Crohn esta dada por las células T CD4+ de la mucosa, las
gue se dividen en dos linajes: células T cooperadoras, Thl y Th2. La enfermedad de
Crohn es una condicién simil Thl, a juzgar por la mayor produccién de interferén-y. Por el
contrario, la colitis ulcerosa tiene una respuesta Th2 atipica, segun lo indica la presencia
de células T NK no clasicas en el colon, secretoras de abundante IL-13, mediadora de la
citotoxicidad de las células epiteliales, la apoptosis, y la disfuncion de la barrera
epitelial™. Las células T polarizadas Th2 productoras de IL-5 estan presentes en colitis

bocxvi

ulcerosa™". El equilibrio entre Thl y Th2 ha sido usado para diferenciar entre la colitis
ulcerosa y la enfermedad de Crohn. Se ha reportado en pacientes con CU un incremento
de los niveles de IL-18 comparados con controles o con pacientes con EC ™. Otras
citocinas elevadas tanto en EC como en CU son la IL-1, IL-6 y el factor de necrosis

tumoral (TNF) ",

2.6.1 Defectos en la funcion de barrera epitelial lleva a una inflamacién intestinal

Aparte del papel central de las células epiteliales intestinales en mantener la funcion de la
barrera mucosa a través de la activacion de la respuesta inmune innata, éste también
constituye una capa impermeable que tiene la capacidad de absorber selectivamente lo
gue es necesario para el organismo, y también para negar el paso de otras moléculas
patégenas o nocivas™*, La alteracién de esta barrera fisica selectiva, puede inducir una
hiperactividad de la respuesta inmune de la mucosa y una inflamacién intestinal crénica.
De hecho, desde 1972, cuando Shorter y col. postularon que un defecto primario en la
permeabilidad intestinal puede llevar al desarrollo de una inflamacion persistente en el
intestino, ha incrementado la evidencia para apoyar esta teoria. Conforme a esta
hipétesis, varios estudios han reportado cambios en los complejos de unién de las células
epiteliales intestinales, los cuales inducen un cambio dramético en la permeabilidad

intestinal tanto en modelos animales de inflamacién intestinal como en pacientes con EII*
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2.7 Papel de las Uniones estrechas en la inflamacion intestinal
Las uniones estrechas (UEsS) son esenciales en la regulacién de la permeabilidad
intestinal y la difusién de iones y moléculas a través de la superficie epitelial luminal. Las
UEs consisten en al menos 50 diferentes proteinas asociadas a membranas localizadas
entre las regiones apicales y laterales de células epiteliales polarizadas que ligan a
células vecinas y regulan el flujo entre espacios celulares. Las proteinas de UEs incluyen
a: 1) proteinas de membrana integral, tanto como las moléculas de uniones adherentes,
claudinas y ocludinas las cuales se extienden dentro de los espacios intercelulares y
funcionan como una puerta , 2) proteinas ligadoras del citoesqueleto citoplasmico, como
las cingulina, zonula ocludens-1,-2 y-3 (Z0O-1,-2,3), las cuales anclan las proteinas de
membrana a el citoesqueleto y 3) varias proteinas de sefializaciébn que pueden activar
varias cascadas de sefalizacién a la baja, actuar como factores de transcripcién y servir
como reguladores del ciclo celular. Se ha demostrado en varios estudios la asociacién
directa entre el dafio de las proteinas UEs y la inflamacién con la gran mayoria de datos

generados en humanos con CU y en modelos animales de inflamacion intestinal.

Tabla. 2 Proteinas de unidn estrecha de interés en la colitis ulcerosa *®
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Claudina 1 Estrechamiento del epitelio capaz de iniciar T
el enlazamiento de las uniones estrechas

Claudina 2 Proteina importante formadora de poros,
capaz de iniciar la formacion de T 1\

enlazamiento de las uniones estrechas,
decrementa la funcidn de barrera de
Claudina 1 y Claudina 4

Claudina 4 Estrecha el epitelio, disminuye la
conductancia paracelular a través de la
disminucién de la permeabilidad del sodio

Claudina 18 Funcion incierta

Ocludina Enlaza Z0O-1, regula Ila permeabilidad

paracelular, funcion en adhesion celular

Z0-1 Regula las interacciones proteina-proteina,

€« & S <«

enlaza al citoesqueleto de actina, es una

proteina de anclaje

2.8 Tratamiento farmacoldgico para la colitis ulcerosa

El tratamiento de la colitis ulcerosa tiene como objetivos principales promover la remision
del ataque agudo de la enfermedad y reducir la incidencia de recurrencias. Se emplean
farmacos clasicos como aminosalicilatos, corticoides, inmunosupresores y antibiéticos, asi

como nuevas terapias bioldgicas desarrolladas en los ultimos afios.

2.8.1 Aminosalicilatos.

Los aminosalicilatos son farmacos que contienen en su estructura la molecula de 5-
aminosalicilido (5.ASA) o mesalazina. El primer farmaco empleado fue la sulfasalazina, en
la que se une, mediante un puente “azo”, una molecula de ASA a otra de sulfapiridina,
gue actla de molécula trasportadora (asegurando la disponibilidad del 5-ASA en el colon
y previniendo su absorcion y metabolismo en el intestino delgado). Asi, el 5-ASA es
liberado en el colon gracias a las azobacterias, que rompen este puente “azo”. *' La
sulfalazina presenta dos problemas: en primer lugar, que la molecula de sulfapinirida es la

responsable de la mayoria de las reacciones adversas atribuidas a este farmaco y, en
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segundo lugar, que al liberarse en el colon no va a ser activa en la enfermedad de Crohn
gue se manifieste en el intestino delgado. Esto ha hecho que se hayan desarrollado
nuevas formas farmacéuticas para transportar el 5-ASA **"

El mecanismo de accion de la mesalazina no esta del todo definido, aunque diferentes
estudios in vitro han demostrado su efecto modulador sobre la sintesis y liberaciéon de
leucotrienos (LTB4) y prostaglandinas (PGE2), sobre la produccion de determinadas
citocinas proinflamatorias (TNF, IL-1 e IL-2) y sobre la produccion de radicales libres de

Xciv

oxigeno. Son necesarias concentraciones elevadas en la luz intestinal para poder
ejercer su efecto terapéutico, por lo que son preferibles formas farmacéuticas que liberen
localmente la 5-ASA en la mucosa.

Los aminosalicilatos estan indicados en los brotes inflamatorios de intensidad leve, tanto
en la Enfermedad de Crohn como en la colitis ulcerosa y en el mantenimiento de la
remision de la colitis ulcerosa. **

2.8.2 Corticoides

Los corticoides actian a través de la inhibicién de la transcripcion de interleucinas, de la
supresion del metabolismo del acido araquidénico y de la estimulacién de la apoptosis de
linfocitos de la lamina propria del intestino "

Los corticoesteroides, tales como prednisona, prednisolona metilprednisolona,
constituyen el tratamiento de eleccién de los brotes moderados y graves de la enfermedad
y en los casos de falta de respuesta a los salicilatos. Sin embargo, en un 20-30% de los
casos no hay respuesta (corticorrefractariedad) y es necesario aplicar otros tratameintos.
Los corticoides, por su gran numero de efectos secundarios, no constituyen un
tratamiento adecuado para mantener la remision de la enfermedad, pero en ocasiones no
es posible suspenderlos (corticodependencia). De forma general, se debe evitar su
administracién en tratamientos prolongados, a favor de otras terapias con menos efectos
toxicos. Esto ha condicionado al desarrollo de corticoides de administracion oral o rectal
de actuacion local, efectivos en la Ell y a la vez con un menor nimero de reacciones
adversas sistémicas™"".

En la actualidad, se esta evaluando el papel de la budesonida oral y en edema en el
tratamiento de la colitis ulcerosa, aunque ya se ha comprobado su eficacia en la CU
activa™". La administracién intravenosa de los corticoides esta justificada cuando los
enfermos requieran hospitalizacion.

2.8.3 Inmunosupresores
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La justificacion en la utilizacion desde hace varias décadas de estos farmacos reside en
las multiples alteraciones de tipo inmunoldgico que caracterizan a la Ell. Las principales
indicaciones son: corticodependencia y corticorrefractariedad, enfermedad fistulosa,
enfermedad perianal, prevencion de la recurrencia prost-quirargica en la EC, pouchitis y
retraso del crecimiento en nifilos. Entre los inmunosupresores encontramos azatioprina
(AZA), metotrexato y ciclosporina.

La AZA es metabolizada in vivo para dar 6- mercaptopurina (6-MP), la cual puede seguir
dos vias metabdlicas distintas: degradacion en metabolitos inactivos o la generacion de
4cido tionosinico, nucleétido derivado de la 6-tioguanina.*™ Este Gltimo se acumula
intracelularmente y es considerado como el metabolito activo responsable del efecto
citotoxico de estos farmacos, ya que inhibe la sintesis de purinas, las interconversiones de
nucleotidos, la sintesis de ARN y ADN, asi como la replicacion cromosémica. Todo este
conjunto de procesos hace que se inhiba la proliferacion y activacion de los linfocitos ante
la respuesta inmune que se tiene lugar en la EIl.

Tanto la AZA como la 6-MP son eficaces en la induccion de la remisiébn y en el
mantenimiento de la misma, tanto en CU como en EC. La AZA debe mantenerse durante
largos periodos de tiempo para mantener bajo control la enfermedad. El efecto secundario
mas preocupante es la posibilidad de la induccién de neoplasias a largo plazo.©

El metotrexato se utiliza en el caso de intolerancia o falta de respuesta a la AZA o ala 6-
MP vy es eficaz, tanto en la enfermedad activa, como en el mantenimiento de la remision.
Inhibe la sintesis de citocinas y eicosanoides, pero el mecanismo de accién no se conoce
del todo.”

La ciclosporina, que inhibe de forma selectica las células CD4" y la liberacién de citocinas,
se ha utilizado en los brotes corticorrefractarios de la colitis ulcerosa y en la Enfermedad
de Crohn ©

2.8.4 Terapias biol6gicas

Dentro del término terapias biol6gicas se engloban diferentes actuaciones terapéuticas
gue tienen en comdn actuar en puntos aislados del proceso inflamatorio. Se incluyen en
este grupo diferentes estrategias. Por un lado el bloqueo de la accién de citocinas
proinflamatorias como TNF, IFNy, IL-6 o IL-7 y por otro lado la interferencia en el
reclutamiento de células inflamatorias mediante anticuerpos frente a moléculas de

adhesion.
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2.8.5 Bloqueo de citocinas proinflamatorias
Dado el importante papel del TNF en el desarrollo de la Ell, esta citocina constituye una
diana clave en el tratamiento de estos procesos cronicos. El infliximab es un anticuerpo
monoclonal anti-TNF quimérico (ratbn-Humano). El CDP571 y el adalimumab o (CDP870)
son anticuerpos monoclonales anti TNF con mayor proporcion humanizada. Los tres son
ciii, civy cv

Gtiles en la remision de la EC activa y el infliximab ha demostrado ser eficaz en el

mantenimiento de la remision a corto plazo.®”

El TNF ejerce sus efectos proinflamatorios a través de su unién con dos receptores
especificos transmembrana, P55 y p75.

Igualmente, IL-12 e INF-y son citocinas claves en el desarrollo de la respuesta inmune
TH1 (47). Tanto el Fontolizumab, un anticuerpo monoclonal humanizado anti-INF-y (48).
Como el J695 (ABT-874) un anticuerpo monoclonal humano anti IL-12 (49) han mostrado
ser efectivos en la enfermedad activa.

Muchos son los agentes desarrollados para tratar de inhibir los procesos de activacion y
proliferacion de los linfocitos. En este sentido, la terapia anti-CD4 con el uso de
anticuerpos monoclonales como CM-T412, MAX.16H5 y BF-5, ha inducido remisién en
pacientes con EC como en CU . Con el objeto de inhibir la proliferacién de células T se
han desarrollado anticuerpos frente IL2R, daclizumab basiliximab, obteniendo buenos

resultados en la CU &

2.8.6 Bloqueo de moléculas de adhesiéon

El reclutamiento de células inflamatorias desde la circulacion sistémica se considera una
etapa critica de la amplificacion de la respuesta inflamatoria. El natalizumab es un
anticuerpo monoclonal de raton humanizado frente a4-integrina, que inhibe, por tanto, la
migraciéon trans-endotelial. Este tratamiento ha demostrado ser eficaz en la induccion de

la remision, tanto en pacientes de EC como de CU e

2.8.7 Antibiéticos

El papel de los antibiéticos parece mas evidente en la EC que n la CU. El metronidazol ha
mostrado ser Util como terapia primaria en tratamientos de pacientes con EC, asi como
para evitar recurrencia del proceso inflamatorio tras reseccion intestinal. El cirpofloxacino
ha demostrado también su efectividad en la EC activa, aunque de forma discreta en

pacientes con CU
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A pesar del amplio abanico de posibilidades terapéuticas, aun no existe un tratamiento
ideal para la colitis ulcerosa, con un perfil adecuado de eficacia y seguridad, por lo que
existe una demanda de nuevas estrategias terapéuticas eficaces y exentas de reacciones
adversas. Por eso, profundizar en el papel de agentes con pocos efectos adversos puede
ser de gran interés. En este sentido se puede considerar el empleo de diferentes tipos de
cepas bacterianas con potencial probiético, que hayan demostrado en diferentes estudios

una posible actividad en la colitis ulcerosa, y a la vez que hayan demostrado seguridad.

2.9 Microbiota comensal y Enfermedad Inflamatoria intestinal (Ell)

Nuestro actual entendimiento de la patogénesis de la Ell involucra interacciones entre la
susceptibilidad del hospedero (predisposicion genética), inmunidad de la mucosa y el
medio intestinal. La creciente evidencia de que la microbiota comensal esta implicada en
la respuesta inflamatoria en individuos genéticamente susceptibles. El papel perjudicial de
los microorganismos que causan Ell y la prevencion de esta enfermedad en condiciones
libres de gérmenes ha sido establecido en modelos animales. La enfermedad inflamatoria
intestinal esta presente en un huésped predispuesto, cuando el sistema inmune
adaptativo monta una hiper-respuesta a un disparador en la microbiota intestinal ®

La evidencia que apoya esta hip6tesis incluye: 1) La inflamacion en Ell ocurre en las
areas de mayor densidad de bacteria intestinal (ileon y colon), 2) el uso de antibiéticos de
amplio espectro mejora la inflamacion intestinal crénica. 3. Modelos animales de Ell se
mantienen sanos cuando se crian en un ambiente libre de gérmenes, sin embargo,

cxii

desarrollan la inflamacion después de la colonizacion con bacterias comensales

En pacientes con colitis ulcerosa presentan irregularidades microbianas (disbiosis), en el
cual ha sido caracterizado por un incremento en Rhodococcus spp., Shigella spp, y
Escherichia spp., pero un decremento en ciertos bacteroides spp. Mas especificamente,
Campylobacter spp. Enterobacteriae y Helycobacter fueron las mas prevalentes en
muestras de pacientes con CU, también en ensayos seroldgicos se identificO a
Fusobacterium varium como un potencial contribuyente para la inflamacion intestinal en la
CU, interesantemente en estudios de hibridacion in-situ de muestras de pacientes
afectados por CU se encontré que Lactobacillus spp. y Pediococcus spp. estaban

ausentes cxiii-cxiv
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Con todo lo anterior, es evidente que las interacciones entre los complejos factores
microbianos, genéticos, inmunolégicos y ambientales son criticos para la patogénesis de
la Ell. La agresiva respuesta inmune celular a la microbiota y el desarrollo de la
inflamacién es causada por una pérdida en la funcién de barrera de células epiteliales, la
sobre-expresién de marcadores pro-inflamatorios, la deficiencia en sefiales de proteccion
y la presentacion antigénica anormal, de acuerdo con modelos animales.

Esta asociacion entre la microbiota intestinal y el desarrollo de IBD ha dejado a la
investigacion de potenciales tratamientos para modificar la composicion de la microbiota
intestinal, entre ellas se basan en la utilizacion de probibticos, el potencial de estos
agentes como seguros Yy naturales ha incrementado en estudios in vitro, in vivo y en
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humanos con El

3. Probidticos

3.1 Definicion de probidticos

El término probidtico es derivado de la palabra griega que significa “para la vida” y es
utilizado para definir a organismos vivos no patégenos y sus efectos derivados en el
hospedero. El término “probiético” fue por primera vez introducido por Vergin, cuando él
estaba estudiando los efectos de los antibiticos y otras sustancias microbianas en la

cxvi

poblacién microbiana del intestino

. El término probiético fue entonces redefinido por Lilly y Stillwell como “un producto
producido por un microorganismo estimulando el crecimiento de otro microorganismo”.
Subsecuentemente el término fue definido mas a fondo por Fuller como
“microorganismos no patdgenos los cuales cuando son ingeridos ejercen una influencia
positiva en la salud o fisiologia del hospedero”. La ultima definicién presentada por la FDA
(Food and Drug Adninistration) y por la ONU (Organizacion mundial de la salud)
conjuntamente es “microorganismos vivos los cuales cuando son administrados en
adecuadas cantidad confieren un beneficio saludable al hospedero”. Algunos de los

microorganismos  probidticos popularmente utilizados son Lactobacillus rhamnosus,
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Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium longum, ciertas cepas de Lactobacillus casei,
Lactofacillus acidophilus, Bacillus coaguands, Escherichia coli Nissle 1917, Enterococcus
Faecium SF68 y la levadura Saccharomyces boulardy. Bacterias formadoras de esporas
del genero Bacillus. Estos probiéticos son agregados a los alimentos, particularmente en
productos de leche fermentada, Unicamente con un microorganismo o0 en combinacion
con otro u otras cepas probidticas. ““'Nuevos géneros y cepas de probidticos estan
emergiendo continuamente con esfuerzos de investigacion més avanzados y enfocados.
Los productos probiéticos pueden contener ya sea una simple cepa o una mezcla de dos
0 mas cepas. Ej. VSL#3 es una mezcla de 8 diferentes cepas probidticas. Los efectos de
los probiéticos son especificos de cada cepa y no deben ser generalizados. Una simple
cepa puede demostrar diferentes beneficios cuando es utilizada individualmente y en
combinacién. Los beneficios de una formulacion probidtica también difieren con el grupo
de pacientes. Estudios limitados que han sido llevados han demostrado eficacia con
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probiéticos multicepas

La investigacion en probioticos, en particular Lactobacilli ha crecido exponencialmente
durante las Gltimas dos décadas como puede verse en el hecho que comparado a los 180
articulos de investigacién publicados durante 1980 y 2000, mas que 5700 articulos de
investigacion fueron publicados durante 2000 a 2014 con la busqueda “probiotic
lactobacillus “ (PubMed 2014)**

La FAO y la OMS han presentado conjuntamente directrices para establecer un enfoque
sistematico para una evaluacion eficaz de los probidticos en los alimentos a fin de
fundamentar las declaraciones de propiedades saludables y los beneficios. Algunos de los
requisitos previos de un organismo probiético ideal son: 1. No ser patégeno, 2. Que
produzcan acido lactico, 3. genéticamente estable, 4. Propiedades genotéxicas, 5. Ser
tolerante al ambiente &cido y a las sales biliares. 6. Tener una adhesion efectiva en el
intestino. Las directrices de la FAO / OMS sobre probiéticos podrian utilizarse como un
estandar mundial para evaluar los probiéticos en los alimentos que podria resultar en la
confirmaciéon de propiedades saludables. Las guias hacen necesario llevar a cabo las

siguientes actividades.

1. Identificacion de la cepa
2. Caracterizacion funcional de la cepa para seguridad y propiedades probiéticas

3. Validacion de los beneficios a la salud en estudios humanos
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4. Etiguetado honesto y no engafioso de declaraciones de eficacia y contenido para

toda la vida Gtil®*.
Dada la evidencia del papel de la flora intestinal en la patogénesis de la enfermedad

inflamatoria del intestino, hay un mayor interés en la manipulacion de la microbiota

intestinal para un lograr un beneficio terapéutico para la colitis ulcerosa.

3.2 Probiéticos para el tratamiento de enfermedades inflamatorias intestinales

El dafio en la funcién de barrera epitelial es observado en varias condiciones incluyendo
Ell, infecciones entéricas y en algunas enfermedades autoinmunes como Diabetes tipol.
El aumento de la funcion de barrera intestinal puede ser un importante mecanismo por el
cual los probiéticos benefician al hospedero en estas enfermedades. Los probioticos
pueden influenciar en las interacciones célula a célula de la mucosa y la estabilidad
celular por el aumento de la funcion de barrera entre la modulacién del citoesqueleto y la
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fosforilacion de las proteinas de uniones estrechas™. La funcion de barrera intestinal es
mantenida por varios sistemas interrelacionados incluyendo la secrecibn de moco,
secrecion de cloro y agua y la unién entre las células epiteliales a las uniones apicales por
las proteinas de unién estrecha. La ruptura de la funcién de barrera epitelial es observada

en varias condiciones como la Ell &

cxxii

Tabla 3. Mecanismos de accién de los probiéticos

Accioén Mecanismo

Inhibicién de bacterias patdgenas entéricas - Decremento del pH luminal

- Secrecion de proteinas bactericidas
- Resistencia a la colonizacion

- Bloqueo de la unién epitelial

Mejoramiento de la funcidn de barrera epitelial - Produccion de acidos grasos de

y mucosa cadena corta

- Incremento de la produccién de moco
- Incremento de la integridad de barrera

Modifica la respuesta inmune - Incrementa IL-10 y TGF-$3, decrementa
TNF

- Incrementa la produccion de
inmunoglobulina A

IL-10 interleucina -10, TGF-B factor B transformante de crecimiento, TNF factor de necrosis tumoral
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El incremento de la funcion de barrera puede ser un importante mecanismo por el cual
bacterias probiéticos benefician al hospedero en enfermedades inflamatorias intestinales
(71). El aumento de la funcién de barrera ha sido observado tanto en modelos in vitro e in
vivo. La mezcla del probidtico VSL#3 normalizd la integracion de barrera en las
diferencias del potencial transepitelial y el flujo de manitol a través del epitelio intestinal en
ratones™". Ademas en un cultivo in vitro utilizando células epiteliales T84, VSL#3 pero no
otras bacterias probidticas, L.reuteri, S.bovis y una no patogénica E.coli decrementé la
permeabilidad en las monocapas y conductancia, indicando que el incremento en la
resistencia fue especifico de una o mas de las bacterias de VSL#3. El incremento de la
integridad de barrera en respuesta a bacterias probiéticas ha sido observado en animales
saludables y en modelos animales de colitis. Por ejemplo, en ratas saludables L. brevis
aumento la funcién de barrera por la permeabilidad a manitol™®. En un modelo de colitis
inducido con metotrexato, L. plantarum y L. reuteri aumentaron la funcién de barrera®.
Sin embargo el incremento de la funcién no ha sido observado en todas en todos los
modelos de colitis estudiada. El mecanismo por el cual las bacterias probiéticas aumentan
la funcion de barrera intestinal de la mucosa es incierto, pero pueden estar relacionadas a
alteraciones en la secrecion de moco o cloro o por cambios en la expresién de proteinas
de uniones estrechas. Algunas bacterias probiéticas modifican la expresion de genes de
MUC y la secrecién de moco. Por ejemplo, L. plantarum 299v incremento la expresion de
mRNA de MUC2 y MUC 3 cuando se incubaron con la linea celular epitelial HT-29 .
VSL#3 y E. coli de Nissle incrementaron la expresién del gen y la proteina de MUC2,
MUC3 y MUC5AC il - Algunos probiéticos se limitan a la secrecion de cloro y agua.
Por ejemplo S. thermophilus y L. acidophilus revirtieron el incremento de la secrecion de
cloro inducido con E.coli enteroinvasiva en una linea celular epitelial™®. Las proteinas de
uniones estrechas son estructuras dinamicas sujetas a cambios estructurales. En un
modelo in vivo de colitis inducido con DSS en ratones BALB/c el probidtico VSL#3
incrementé la expresion y la distribucién de las proteina de uniones estrechas ocludina,
zonula ocludens-1 y claudin -1,-3,-4 y -5 y también ayudo a prevenir el radio apoptético
epitelial, sugiriendo que los probiéticos son importantes en la preservacion de la
arquitectura del citoesqueleto®®. S. thermophilus y L. acidophilus incrementaron (actina,
ocludina) pertenecientes a las proteinas de las uniones estrechas, en un ensayo con
lineas celulares epiteliales ™. E. coli de Nissle puede contrarrestar los efectos de E. coli
enteropatdgena en monocapas de células epiteliales T-84. Este efecto es llevado por la

alteracion en la sefializacion de la protein Kinasa C y un incremento en la redistribucion y
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expresion de la proteina zonula occludens-2 (ZO-2), un factor crucial en el mantenimiento

XXXl

de la funcién de las uniones estrechas

4.0 Pediococcus pentosaceus

Pediococcus pentosaceus es una bacteria gram positiva, en forma de cocos. " Se ha
demostrado su capacidad probiética debido a su gran resistencia a las condiciones
gastrointestinales en ensayos in vitro, Pediococcus pentosaceus fue capaz de sobrevivir a
un pH bajo (pH 1.8), a tolerar a las sales biliares y a las enzimas de la saliva. “*"* por
otro lado, se ha demostrado su habilidad para adherirse a la mucosa de células Caco-2
©¥ Debido a la produccién de bacteriocinas, P. pentosaceus es capaz de inhibir el
crecimiento de bacterias patdégenas como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes, Mycobacterium smegmatis, Clostridium
perfringens y Staphylococcus epidermidis. Se ha descrito que estas bacteriocinas son
capaces de producir poros y lisar las bacterias y potencian el efecto de algunos

CXXXVii

antibiéticos como ciprofloxacina

Se han hecho estudios in vivo en donde se ha demostrado el efecto de P. pentosaceus
sobre diferentes modelos inflamatorios, en donde se ha observado su efecto

inmunomodulador y sobre la funcién de barrera:

En un modelo de colitis infecciosa inducida con Clostridium difficile el tratamiento
preventivo con P. pentosaceus LIO5 a la dosis de 3x10° UFC mejoré el porcentaje de
sobrevivencia de los ratones, disminuy6 los niveles de citocinas inflamatorias en suero
(IL-1a, IL-6 y TNF), y en tejido colénico, ademds, incrementd la expresion de las
proteinas de uniones estrechas ZO-1, Claudina-2 y ocludina que se ven disminuidas en

XXVl

este modelo

Se demostré en un modelo de cirrosis hepatica inducida con CCl,; que la administracion
oral de P. pentosaceus LI05 a una dosis de (3x10° UFC/ml) previno la fribrosis hepética y
reguld a la baja la expresién de genes profibrogénicos. También las endotoxinas séricas,
la translocacion bacteriana y la destruccion de la ultraestructra de la mucosa intestial fue
reducida en las ratas tratadas con P. pentosaceus, indicando el manteniemiento de la
barrera intestinal como un mecanismo de accion, esto se confirmd con la reduccion no
solo de las citocinas inflamatorias intestinales (IL-6, TNF y IL-17A), sino también por la
reduccion de la expresion de los receptores TLR2, TLR4, TLR5 and TLR9, también se

observd en este estudio un incremento potencial de bacterias benéficas como
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Elusimicrobium y Prevotella y una disminucién en bacterias patdgenas como Escherichia

CXXXIX

Tambien se ha evaluado el efecto de P. pentosaceus GS4 sobre un modelo de
carcinogénesis inducida con azoximetano en ratones albinos. En donde se observo que el
tratamiento con P. pentosaceus GS4 (1.1x10° UFC/ml) mejoré a nivel histopatolégico la
arquitectura del higado y el riion, ademas de que disminuyo los niveles de biomarcadores
de funcién hepatica. La intervencién del probidtico P. pentosaceus GS4 redujo las
deformidades estructurales intestinales y la actividad de fosfatasa alcalina, las cuales se

cxl

ven afectadas con la intoxicacion por azoximetano™.

Debido a que varias cepas de P. pentosaceus han probado tener propiedades
inmunomoduladoras asi como de incremento de funcién de barrera en diferentes modelos
in vivo nosotros decidimos evaluar el efecto de Pediococcus pentosaceus sobre un

modelo de colitis ulcerosa iducida con Dextran sulfato de sodio (DSS)

5. Modelos in vivo de colitis ulcerosa

Desde épocas pasadas se han desarrollado diferentes modelos de Ell. Estos modelos
pueden ser divididos dentro de modelos de colitis espontanea, modelos de colitis
inducible, modelos modificados genéticamente y modelos de transferencia adoptiva
(Tabla 2). Aunque estos modelos no representan la complejidad de la enfermedad en
humanos, son valiosos e indispensables herramientas que nos proveen de un amplio
rango de opciones para la investigacion de diversos factores implicados en la patogénesis

i | os modelos murinos de

de la Ell y evaluacién de diferentes opciones terapéuticas
inflamacién intestinal inducidos quimicamente son uno de los mas utilizados, debido a que
son sencillos para inducir la aparicién, duracion y gravedad de la inflamacién y porque son
inmediatos y controlables. Tanto el Dextran sulfato de sodio (DSS) acido sulfénico
trinitrobenceno TNBS) inducen colitis y estan bien establecidos como modelos de
inflamacién de la mucosa y que han sido utilizados por alrededor de 2 décadas en el

estudio de la patogénesis de la Ell y en estudios preclinicos. Sin embargo, el modelo de

35



colitis inducido por DSS se asemeja a la evolucién clinica en humanos, ademas, tiene
algunas ventajas cuando comparamos con otros modelos animales de colitis. Por
ejemplo, un modelo agudo, crénico o recurrente puede ser producido facilmente
simplemente con un cambio en la concentraciéon de la administracion de DSS (en ratas y
cepas de ratones). La colitis es inducida por la adicion de DSS en el agua para beber. El
modelo inducido por DSS para el estudio de la colitis asociada a la carcinogénesis ha sido

cxlii

revisado recientemente™™.

Tabla. 4 Modelos animales de enfermedades inflamatorias del intestino con defectos
primarios de origen epitelial intestinal "

Modelo animal Localizacion de la enfermedad / fenotipo de |

inflamacién

Modelos inducidos quimicamente

Colitis inducida con DSS Colitis superficial

Colitis inducida con TNBS Colitis transmural

Modelos genéticamente modificados que afectan la integridad de la barrera epitelial

Knockout Mdrla Colitis transmural

N-cadherina ™" Patchy focos de inflamacion ileal

Knockout Gai2 Pancolitis superficial; incremento de la severidad en el
colon distal

KnockoutJAM-A Colitis

Modelos genéticamente modificados afectando la respuesta innata intestinal

Knockout TLR5 Colitis:10% de incidencia de prolapso rectal

NEMO '5¢*° Pancolitis

TAK1 '=¢%© Enterocolitis

Modelos genéticamente modificados afectando la integridad epitelial y la produccion de
moco
RBP-J '5¢*° Colitis; prolapso rectal
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MUC2 Knockout Colitis superficial, mas severa en el colon distal

POFUT1 "=¢%© Enterocolitis

Modelos espontaneos

SAMP1/YitFc Segmental, discontinua, ileitis transmural, incremento de
la severidad en el ileon terminal.

C3H/HedBir Colitis; localizacién primaria en el ciego

VI. JUSTIFICACION
La colitis ulcerosa (CU) es una enfermedad inflamatoria crénica del colon. En los ultimos
afios se ha incrementado en México la frecuencia de nuevos casos con CU. Ademas si la
enfermedad es persistente se ha asociado con el riesgo de padecer cancer de colon.
Dentro de los factores generalmente implicados en la fisiopatologia de la colitis destacan
una respuesta inmune anormal, defectos en la funciébn de la barrera intestinal,
alteraciones en la microbiota intestinal y por factores ambientales (dieta y héabitos
alimenticios). Los tratamientos actuales para la CU se han centrado en la inflamacién y en
la supresién del sistema inmune, a pesar de ello, estan limitados por sus efectos
secundarios. Por consiguiente, se buscan constantemente nuevas alternativas su
tratamiento. Una de ellas es el uso de probioticos. Los probiéticos tienen efectos anti-
inflamatorios y mejoran la funcién de barrera intestinal por diferentes mecanismos tanto

en humanos como en varios modelos in vivo de colitis. Se ha demostrado que en

37



pacientes con CU hay una disminucién de las especies de Pediococcus en su microbiota
intestinal, dado lo anterior nosotros proponemaos a Pediococcus pentosaceus para mejorar
la funcion de barrera intestinal y a su vez ser utilizada para el tratamiento de la colitis

ulcerosa

V. HIPOTESIS
La administracion de Pediococcus pentosaceus mejorard la sintomatologia de la colitis
ulcerosa e incrementara la funcién de barrera intestinal en un modelo in vivo de colitis

aguda

l. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de Pediococcus pentosaceus sobre la sintomatologia de la colitis

ulcerosay la funcién de barrera intestinal en un modelo in vivo de colitis ulcerosa aguda

Il. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
a) Evaluar el efecto de la administracion de P. pentosaceus a diferentes dosis en
ratones BALB/c sanos sobre el peso, longitud del colon, consistencia de las heces,

morfologia microscopica del colon.
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b)

d)

9)

Evaluar el efecto de diferentes dosis de P. pentosaceus, sobre un modelo
experimental de colitis ulcerosa aguda, cuantificando el indice de actividad de la
enfermedad.

Estudiar el efecto de P. pentosaceus sobre las caracteristicas morfoldgicas del tejido
intestinal en un modelo experimental de colitis ulcerosa aguda por medio de la
tincion H&E.

Evaluar el efecto de P. pentosaceus sobre la permeabilidad intestinal por la
administracion de FITC- dextrano fluorescente (DX-4000-FITC) en un modelo
experimental de colitis ulcerosa aguda.

Identificar el efecto de P. pentosaceus sobre la distribucion de las proteinas de
uniones estrechas (claudina-2 y ocludina), en muestras de tejido intestinal de ratones
con colitis ulcerosa aguda mediante inmunohistoquimica
Evaluar el efecto de P. pentosaceus sobre la cantidad de lactobacilos y coliformes
presentes en muestreas fecales en el modelo experimental de colitis ulcerosa aguda.
Evaluar el efecto anti-inflamatorio de P. pentosaceus sobre los niveles séricos de

citocinas (TNFa, IL-6, IL-10 e IL-4) en el modelo de colitis ulcerosa experimental
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VIl.  MATERIALES Y METODOS

Los animales utilizados en este estudio fueron ratones BALB/c macho de 8 semanas de
edad comprados de Laboratorios Harlan México. Los ratones se dejaron adaptar al
ambiente del bioterio por una semana, se mantuvieron en un ambiente controlado con un
ciclo de 12 horas de luz y oscuridad a 25+1°C. Los animales tenian comida y agua ad
libitum. Los experimentos se realizaron siguiendo las especificaciones técnicas para el
cuidado y uso de los animales de laboratorio de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999.>"

Cepa bacteriana y condiciones de cultivo

Pediococcus pentosaceus fue aislada y caracterizada de la leche materna de un lactante
de 2 meses, fue cultivada anaerébicamente en caldo MRS (BD Difco) a 37°C por ocho
horas en un fermentador (Applikon Bio con un controlador ADI 1010). La biomasa de la
bacteria se obtuvo realizando ciclos de centrifugacién del cultivo obtenido a 4°C, 5000g
por 10 minutos (320-R Hettich Zentrifugen). La biomasa se mantuvo en solucién salina al
0.89% y se re-suspendid en 10% de leche en polvo descremada y congelada en hielo

seco para su posterior liofilizacion; el liofilizado se mantuvo a 4°C previo a su uso.

Evaluacién del efecto de P. pentosaceus administrado a diferentes dosis en ratones
BALB/c sanos.

Para este estudio se necesitaron 25 ratones BALB/c los cuales se dividieron en 5 grupos:
1. Control, 2. P. pentosaceus 1x10% P. pentosaceus 1x10° P. pentosaceus 1x10°y P.
pentosaceus 1x10™. Los animales de los grupos 2, 3, 4 y 5 fueron tratados diariamente
por via oral, durante 5 dias con diferentes dosis de Pediococcus pentosaceus (1x10%
1x10° ,1x10® y 1x10"° Unidades Formadoras de Colonias (UFC), durante el tratamiento se
monitored el peso de los animales, la consistencia de las heces y/o presencia de
hemorragia perianal; los animales se sacrificaron el sexto dia, se midio la longitud del

colon y se hicieron histologias con tincion H&E del colon.

40



Caracterizacion del modelo de colitis ulcerosa aguda inducida con Dextran Sulfato

de Sodio en ratones

Para este estudio se utilizaron 24 ratones BALB/c macho con un peso aproximado de 20 a
22 g los cuales se dividieron en dos grupos, un grupo Control (n=3) y un grupo de
animales a los que se les indujo la colitis ulcerosa (n=21). La colitis ulcerosa aguda fue
inducida con 3.5% (p/v) de Dextran sulfato de sodio DSS (PM de 40,000 Da, Sigma No.
Cat. 42867) disuelto en el agua para beber de los animales y se les dio a libre acceso
durante 7 dias. El curso clinico de la colitis se control6 diariamente mediante el indice de
actividad de la enfermedad como lo describen Cooper y cols. ® el cual consiste de tres
parametros: pérdida de peso, consistencia de las heces, hemorragia perianal, el cual
incluye los tres parametros, asi como una valoracion numérica en donde se considera
como un indice de 0 a animales saludables y un indice de 4 para la maxima actividad de
colitis. El indice de actividad de la enfermedad (DAIl) se determin6 mediante la suma de
las puntuaciones de: a) la pérdida de peso b) consistencia de las heces y c) el sangrado
(dividido por 3). Cada puntuacion se determind como sigue, cambio en el peso (0: <1%, 1:
1-5%, 2: 5-10%,3:10-20% y 4:> 20%), la sangre en heces (0: negativo, 2: sangre oculta y
0 (4) hemorragias, y la consistencia de las heces (0: normal, 2: heces pastosas, 4:
diarrea) como se describe en la tabla 5. Diariamente se sacrificaban tres animales del
grupo de colitis, se obtuvieron muestras de intestino (regién colon) se midieron y se
almacenaron en una solucion de formaldehido al 4% (Sigma No. Cat F8775), se realizaron
cortes transversales del tejido almacenado aproximadamente de un centimetro los

cuales se incluyeron en parafina.

Tabla 5. Calculo del indice de actividad de la enfermedad (IAE). *®

indice % de Pérdida de peso  Consistencia de las Hemorragia
heces perianal
0 Nada Normal Nada
1 1-5
2 5-10 Heces pastosas Sangrado oculto
3 10-20
4 >20 Diarrea Hemorragia
grave
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Efecto de P. pentosaceus a diferentes dosis sobre un modelo in vivo de colitis

aguda.

Para este estudio se utilizaron 42 ratones BALB/c macho con un peso aproximado de 20
a 22 g (edad 8 semanas), los cuales se dividieron en 7 grupos (n=6/cada uno). 1. Control
sano; 2. DSS; 3. DSS+P. pentosaceus 1x10”; 4. DSS+P. pentosaceus 1x10%; 5. DSS+P.
pentosaceus 1x10°%; 6. DSS+P. pentosaceus 1x10'°y 7. DSS+Pre-P. pentosaceus 1x10%.
La colitis aguda se indujo a los grupos 2, 3, 4, 5, 6 con dextran sulfato de sodio (DSS) al
3.5% (p/v) en el agua para beber durante siete dias, a partir del segundo dia de la
induccién de la colitis a los grupos (3, 4, 5 y 6) se les administré diariamente v.o
Pediococcus pentosaceus a diferentes dosis 1x10°, 1x10°® 1x10° y 1x10' unidades
formadoras de colonias (UFC) hasta el séptimo dia de la induccién de colitis; al grupo 7 se
le administr6 diariamente v.0 P. pentosaceus a una dosis de 1x10™ UFC siete dias
previos a la induccién de colitis y se sigui6é hasta el término del estudio como se muestra
en la Fig. 1. Las bacterias liofilizadas se disolvieron en PBS y se administré diariamente
un volumen de 100 pl v.o al segundo dia de la induccién de colitis ulcerosa con DSS, se
evaluo el efecto de las diferentes dosis sobre el indice de la actividad de la enfermedad
(IAE). Al cuarto dia del inicio de la induccion de la colitis se obtuvieron muestras fecales
de los animales y se almacenaron en microtubos estériles de 0.6 pl posteriormente se
cuantificé la cantidad de lactobacilos y coliformes totales. Después de la inducciéon de
colitis (dia 7) los animales se sacrificaron se obtuvo sangre del corazén por puncién
cardiaca con previa anestesia y se depositd en microtubos separadores de suero (BD
Biosciences N.C 3659689). La sangre se centrifugd a 4°C, 12 000 g durante 15 min
(modelo 5415 marca Eppendorf), el suero fue almaceno a -70 °C. Se tomaron muestras
de intestino grueso, se almacend una parte en una solucién de formaldehido al 4%, se

realizaron cortes transversales de la region del colon y se hizo la tincion H&E.
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Disefio experimental Grupos

(n=6)
CONTROL (Sano) 1

N

Dextran Sulfato de Sodio DSS (Colitis

DSS+ P. pentosaceus (1x107 UFC) 3

DSS + P. pentosaceus (1x108UFC)

=~

DSS+ P. pentosaceus (1x10° UFC) 5

DSS+ P. pentosaceus (1x10°UFC) 6

DSS+ PRE-TX P. pentosaceus (1x10°UFC)

!

Dia -7

Pre-Tx P. pentosaceus

—Induccién del dafio con DSS
Tratamiento con P. pentosaceus

Dia 0

T g

Dia 2 Dia 7

Induccion de CU  Tx con P. pentosaceus Sacrificio

Fig. 4 Esquema de tratamiento del estudio del efecto de P. pentosaceus sobre un modelo in

vivo de colitis aguda.

Identificacion de la distribucion de las proteinas de uniones estrechas (Claudina 2y

ocludina)

El método empleado para determinar la localizacién y expresién de las proteinas

ocludina y claudina-2 fue por medio de Inmunohistoquimica indirecta, utilizando un
sistema libre de biotina/peroxidasa/DAB (SLBP).

De las muestras de higado incluidas en parafina se realizaron cortes de 4 micras

de grosor y fueron colocadas en laminas cargadas positivamente. Se realiz6 el proceso de

desparafinado de las laminas con cortes en parafina, el cual consisti6 en poner las

ldminas en un horno a 60°C por 20 minutos, posteriormente fueron rehidratadas al pasar 5
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minutos por Xilol absoluto (J.T. Baker), 30 segundos en xilol-alcohol absoluto (1:1 V/V
(J.T. Baker)), 30 segundos en etanol absoluto (Fluka), 30 segundos en etanol al 80% y

finalmente en agua destilada.

Terminado el proceso de rehidratacion las muestras fueron sometidas al proceso
de “recuperacion del epitope”, el cual es utilizado para dar una conformacion estable a las
proteinas de interés. Este proceso de recuperacién del epitope consistio en poner las
laminillas con cortes histolégicos en vasos de recubrimiento, los cuales contenian una
solucién de recuperacion de antigeno (buffer de citrato de sodio para el caso de ocludina:
10mM citrato de sodio (Sigma), 0.01 mol/L 0.05% Tween-20 al 0.05% (Sigma), ajustado a
pH 6). (E.D.T.A para el caso de claudina-2: 0.1M de E.D.T.A (Sigma), ajustado a pH 9).
Los vasos de recubrimiento fueron colocados en autoclave y calentados por 20 minutos a
99°C, posteriormente los vasos de recubrimiento se dejaron enfriar por 20 minutos a

temperatura ambiente.

Las laminillas se colocaron en un sistema de Inmunohistoquimica por capilaridad y
se les agregd PBS-Tween. Se bloqued la actividad de la peroxidasa endégena usando
perdxido de hidrégeno (J.T. Baker) al 3% en metanol absoluto (J.T. Baker) por 5 minutos.
Se lavé con agua destilada e inmediatamente se agregd el anticuerpo monoclonal de anti-
ocludina y anti-claudina 2 (dilucién 1:25, 1:50 con PBS-T, respectivamente para cada
proteina) en 1% BSA-PBS (Sigma) a las laminillas correspondientes y se dejé incubar por

40 minutos.

Terminada la incubacién con anticuerpo primario se lavé con PBS y se agregoé el
anticuerpo secundario Mach 1 Mouse Probe Dropper Bottle (DB537) Biocare Medical
con el cual se incubo por 30 minutos. Terminada la incubacion con anticuerpo secundario
se lavé con PBS-Twen. Enseguida se afadié el polimero Mach 1 Universal HRP- polymer
dropper bottle (DB538) Biocare Medical, se dejé incubar por 20 minutos y se lavd con
PBS-Twen. Posteriormente se agregé como cromégeno 0.5 mg/mL 3,3’-tetrahidrocloruro
de diaminobenzidina (Sigma) e inmediatamente se paso6 al microscopio para observar el

cambio de coloracién (entre 1 y 2 minutos aproximadamente).

Una vez que se observé el cambio de coloracion se lavé la laminilla con PBS
(Sigma) y se coloc6 en un recipiente con agua destilada. Las laminillas fueron
contrastadas con hematoxilina y posteriormente montadas. El analisis se realiz6 mediante

la observaciébn de cinco secciones elegidas al azar por laminilla de tejido, a una
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ampliacién 20x y 40x en un microscopio optico (modelo 1X81, Olympus) se examinaron y

fotografiaron las areas o zonas con inmunorreactividad.

Permeabilidad intestinal de FITC- dextrano fluorescente (DX-4000-FITC) !

Para este estudio se utilizaron 21 ratones BALB/c de un peso de 20-22¢ los cuales fueron
divididos en tres grupos: 1. Control, DSS y DSS + P. pentosaceus 1x10% (n=7): la colitis
aguda fue inducida por la administracion de DSS al 3.5% p/v en el agua para beber
durante siete dias. En el dia 2 durante la induccion de la colitis a los animales del grupo
DSS+ P. pentosaceus se les administrd por v.o con ayuda de una canula 100 ul de una
dosis de P. pentosaceus de 1x10™ UFC. En el séptimo dia del estudio a los animales de
cada grupo, se les mantuvo en ayuno durante 6 h se les administré Dextran- isotiocianato
de fluoresceina (PM 4000 Da Sigma) por canula intragastrica (500 mg / kg de peso
corporal, 125 mg / ml). Después de 4 h, se sacrificaron a los animales y se obtuvo sangre
del corazon, la sangre se deposité en microtubos separadores de suero (BD Biosciences
N.C 3659689). La sangre se centrifugd a 4°C, 12 000 g durante 15 min (modelo 5415
marca Eppendorf). El suero se diluyé en un volumen igual de PBS (pH 7,4). La
permeabilidad intestinal fue medida por la determinacion de la intensidad de fluorescencia
de FITC-dextran en el suero, se utiliz6 un espectofotometro (modelo Victor X3 marca
Perkin Elmer a una longitud de onda de 485 nm de excitacion y 528 nm de emision y se

report6 en unidades arbitrarias de fluorescencia.

Determinacion de niveles de citocinas Séricas TNF, IL-6, IL-10, IL-4

Para la determinacion de citocinas TNF, IL-6, IL-10 e IL-4 séricas se utilizé el kit ELISA
tipo sdndwich (Peprotech, Murine ELISA development kit) se llevé el procedimiento segun
las especificaciones de cada inserto de las diferentes citocinas evaluadas. Para este
estudio se utiliz6 el suero de los animales que se obtuvieron al finalizar el disefio

experimental.
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Cuantificacion de lactobacilos y coliformes de muestras fecales.

Se obtuvieron muestras fecales de los animales al cuarto dia del estudio se pesaron 10
mg de cada muestra y se homogenizaron en solucién salina al 0.9% p/v. A continuacién
se hicieron diluciones seriadas 1:10 hasta 1:10%. Estas diluciones se cultivaron en medios
especificos.

Para hacer el recuento de lactobacilos los contenidos fecales se cultivaron en agar MRS
(Man Rogosa y Sharpe,Difco). Para el crecimiento de coliformes se emple6 el medio BRV
(Bilis Rojo Violeta). Se usaron placas Petri de 10 cm de diametro en las que se vertié
aproximadamente 15ml de medio de cultivo estéril. Las placas se inocularon con 200 ul de
homogenado de heces en solucién salina. En las placas de Petri se extendié el
homogenado con una asa de cristal por toda la superficie del agar durante 15 segundos
para asegurar una distribucién homogénea. Los cultivos se inocularon a 37°C durante 24
horas después de su crecimiento se contd el niumero de colonias presentes. Los
resultados se expresaron en Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por mg de heces

(media +desviacién estandar).

Anélisis estadistico

Los datos se presentan como los medias + SEM de al menos tres experimentos
independientes. Las comparaciones se realizaron mediante la prueba t de Student. Un
valor de p <0.05 se considerd estadisticamente significativo. El andlisis se realizd con el

software GraphPad Prism (version 16.0)

VIll.  RESULTADOS

Los ratones sanos tratados con diferentes dosis de P. pentosaceus (1x10%, 1x10° 1x10°y
1x10* UFC) no demostraron diferencias estadisticamente significativas en los parametros
evaluados (pérdida de peso, longitud del colon, cambios en la consistencia de las heces)
comparado con el grupo control; Tabla 6. De igual manera el tratamiento con P.
pentosaceus a diferentes dosis no mostré cambios en la arquitectura de las criptas de
Lieberklihn, ni en las células caliciformes cuando se compararon con el grupo control (Fig.
5).
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Tabla 6. Efecto del tratamiento con P. pentosaceus a diferentes dosis sobre el peso, longitud
del colon, consistencia de las heces y presencia de hemorragias en ratones BALB/c sanos.

P. pentosaceus

Control 1x10* 1x10° 1x10° 1x10"

Peso (9) 23.86+0.79 23.44+0.76 23.26+1.14 2292+1.18 22.12+0.97
Longitud del colon 11.28 +1.14 10.02+0.45 10.04+0.30 10.48+0.30 10.36+0.69
(cm)
Consistencia de las
heces 0 0 0 0 0
Presencia de
hemorragias 0 0 0 0 0

El peso y la longitud del colon son expresados como la media + Error Estandar de la media; los datos de la
consistencia y presencia de hemorragias en las heces son expresados como un puntaje (0-4). * Indica una
diferencia significativa comparada con el grupo control (p<0.05) (n=6).
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Fig. 5 Efecto del tratamiento con P. pentosaceus a diferentes dosis sobre la morfologia
histol6gica de colon de ratones BALB/c.

Fotomicrografia representativa del colon distal tefiido con Hematoxilina y Eosina de un ratén de cada grupo:
Control y los grupos tratados durante cinco dias con P. pentosaceus a diferentes dosis: 1x10*, 1x10°%, 1x10° y
1x10™ UFCs (aumento: 10x y 20x).
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Caracterizaciéon del modelo de colitis ulcerosa inducida con Dextran Sulfato de
Sodio (DSS)

Un modelo experimental de colitis ulcerosa debe de mimetizar a la enfermedad de los
humanos, ademés debe ser sencillo para inducir, no caro y ampliamente reproducible,
debido a esto, nosotros escogimos el modelo de colitis ulcerosa inducida con Dextran
sulfato de Sodio. Este modelo se ha distinguido como un buen modelo de colitis
experimental por su similitud en la etiologia, patologia y patogénesis de la colitis en
humanos. Ademas la induccion es sencilla y se puede desarrollar una colitis aguda,
cronica o carcinogénesis Unicamente con un cambio de la concentracion de DSS. Asi
mismo, puede ser reproducida en ratones, ratas hamster y cobayos. Para la induccion de
colitis ulcerosa aguda se ha demostrado en varios estudios que se necesita entre 2-5%
(p/v) de DSS durante 4-9 dias. ™"

Para la induccion de colitis ulcerosa aguda en ratones Balb/c utilizamos 3.5% de DSS
(p/v) durante 7 dias. Las principales manifestaciones clinicas de la colitis ulcerosa en

cxlix-cl

ratones son: pérdida de peso, diarrea con o sin moco y hemorragias.

Estas manifestaciones se pudieron observar en los ratones Balb/c administrados con
3.5% (p/v) de DSS durante el transcurso de dafo. En la Fig. 6 se observa el efecto de la
exposicion con Dextran Sulfato de Sodio (DSS) sobre el peso de ratones Balb/c. Se
puede observar que en los animales tratados con DSS presentaron una pérdida de peso
estadisticamente significativa del 4.2% a partir del cuarto dia de la exposicién con DSS
comparada con el grupo control (p<0.05). Este efecto se incrementd durante el transcurso
de la exposicion con DSS alcanzando una pérdida de peso del 22.51% al ultimo dia del
estudio (dia 7).
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Fig. 6 Efecto de la administracion de 3.5% (p/v) de DSS sobre el porcentaje de pérdida de
peso en ratones BALB/c. n= 21 al inicio del estudio n=3 al final del estudio. *p<0.05 al
compararse con el grupo control.

Para evaluar el grado de colitis ulcerosa en los animales se obtuvo el indice de la
actividad de la enfermedad como lo describe Cooper y colaboradores. ** Para ello se
evaluaron tres caracteristicas presentes en los animales: porcentaje de pérdida de peso,
consistencia de las heces y presencia de hemorragias. En la Fig. 7 se puede observar el
grado de colitis producido por la exposicion con DSS en ratones Balb/c durante un periodo
de siete dias, en donde se considera como un indice de 0 a animales saludables y un
indice de 4 para la maxima actividad de colitis, se puede notar en la grafica que los
animales empezaron a desarrollar los sintomas de colitis a partir del cuarto dia de
exposicion con DSS con un indice de actividad mayor a 0.5, sin embargo alcanzé la
maxima actividad de colitis al séptimo dia con un indice de actividad de 4, con todo lo
anterior, el inicio de las manifestaciones de la colitis ulcerosa se pudo corroborar con el
estudio realizado por Britta S y cols. quienes también indujeron la colitis ulcerosa con la

administracion de 3.5 % de DSS en ratones BALB/c.
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Fig. 7 Efecto de la administracion de 3.5% (p/v) de DSS en ratones BALB/c sobre el indice de
la actividad de la enfermedad. Se considera como un indice de 0 a animales saludables y
un indice de 4 para la maxima actividad de colitis. *p<0.05 al compararse con el grupo
control.

Los cambios histolégicos del tejido de col6n en los modelos de colitis ulcerosa aguda
inducida con DSS se caracterizan por una inflamacion superficial, principalmente
afectando la mucosa pero puede extenderse a la submucosa y la muscularis de la
mucosa. Ademas existe una pérdida de las células caliciformes, distorsion de las criptas y
abscesos, también es acompafiado de una infiltracibn de células inflamatorias en la
mucosa Yy submucosa con neutrofilos, macréfagos y células de plasma. Las
caracteristicas histologicas iniciales son pérdida de las criptas, seguido del acortamiento

de las mismas, ocurriendo alrededor del dia 2 o 3 de la exposicién con DSS. "

Evaluacién del efecto de P. pentosaceus administrado a diferentes dosis en un

modelo in vivo de colitis aguda

Para este estudio se decidi6 evaluar el efecto del tratamiento de P. pentosaceus a
diferentes dosis (1x10’, 1x108, 1x10° y 1x10* UFCs). Para ello se administré el DSS a
partir del dia cero y P. pentosaceus a partir del dia 2. A los ratones expuestos a Dextran
sulfato de sodio desarrollaron los sintomas de una colitis aguda con presencia de diarrea,
sangrado rectal, debilitamiento y pérdida de peso. A partir del cuarto dia de la induccion
del dafio con DSS todos los grupos demostraron un incremento significativo en el
indice de la actividad de la enfermedad comparado con el grupo control sano (p<0.05)

(Fig 8). Los resultados indicaron que no hubo una diferencia significativa en el IAE en el

51



grupo de DSS+ P. pentosaceus 1x10’. Sin embargo, se observa que en los grupos
DSS+P.pentosaceus 1X10% y DSS+P.pentosaceus 1X10° solo presentaron un menor
indice de la actividade de la enfermedad en los dias 5 y 6 del estudio comparado con en
el grupo DSS (p<0.05). Con lo que respecta a el indice de actividad de la enfermedad en
los grupos de DSS+P.pentosaceus 1X10'° y DSS+ PRE TX P.pentosaceus 1X10% fue
significativamente menor comparado con el grupo DSS (1.94+ 0.93 vs 3.54+ 0.61, p<

0.05) a partir del sexto dia del estudio.
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Fig. 8 Efecto de P. pentosaceus a diferentes dosis (1x10°, 1x108, 1x10° y 1x10* UFCs) sobre
el indice de la actividad de la enfermedad en la colitis inducida con DSS en ratones BALB/c;
el tratamiento con P. pentosaceus fue administrado al segundo dia de la induccién de la
colitis con DSS. Los datos son expresados con la media + error estandar de la media. *
(p<0.05) al compararse con el grupo control; # (p<0.05) al compararse con el grupo DSS.
(n=6).

52



Esta disminucion en el IAE fue debido a una reduccion en el indice de diarreas en el
grupo de DSS+ P. pentosaceus 1x10*° comparado con el grupo DSS (1.53+0.35 vs. 3.73),
p< 0.05; Fig. 9 y una disminucion en el indice de sangrado fecal empezando a partir del
quinto dia del estudio comparando con el grupo DSS (1.25 + 0.39 vs 3.85; Fig. 10 Sin
embargo, se observé una menor pérdida de peso con un 34.1% menor de indice de peso
en el grupo de DSS+Pre Tx P.pentosaceus 1x10* comparado con el grupo DSS (p<0.05):
Fig. 11.

= CONTROL

m DSS

N DSS+P.pentosaceus 1x107

0 DSS+P.pentosaceus 1x103%

& DSS+P.pentosaceus 1x1 0

m DSS+P.pentosaceus 1x1 0"
ODSS+PRE TX P. pentosaceus 1x10 T

N
]

W
1

Indice de diarrea (0-4)
N

-
1

4

mpmpmmmmmmm;

w
N
N
N\
N
N
N\
\

i

Tiempo (dias)

Fig 9. Efecto de P. pentosaceus a diferentes dosis (1x10", 1x10®%, 1x10° y 1x10*° UFCs) sobre
el indice de diarreas en la colitis inducida con DSS en ratones BALB/c; el tratamiento con
P. pentosaceus fue administrado al segundo dia de la induccidon de la colitis con DSS. Los
datos son expresados con la media + error estdndar de la media. * (p<0.05) al compararse
con el grupo control; # (p<0.05) al compararse con el grupo DSS. (n=6).
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Fig. 10 Efecto de P. pentosaceus a diferentes dosis (1x107, 1x10°, 1x10° y 1x10* UFCs) sobre
el indice de hemorragia fecal en la colitis inducida con DSS en ratones BALB/c; el
tratamiento con P. pentosaceus fue administrado al segundo dia de lainduccion de la colitis
con DSS. Los datos son expresados con la media * error estandar de la media. * (p<0.05) al
compararse con el grupo control; # (p<0.05) al compararse con el grupo DSS. (n=6).
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Fig 11. Efecto de P. pentosaceus a diferentes dosis (1x10’, 1x10° 1x10° 1x10'° UFCs) sobre
el indice de pérdida de peso en la colitis inducida con DSS en ratones BALB/c; el
tratamiento con P. pentosaceus fue administrado al segundo dia de lainduccion de la colitis
con DSS. Los datos son expresados con la media * error estandar de la media. * (p<0.05) al
compararse con el grupo control; # (p<0.05) al compararse con el grupo DSS. (n=6).
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El modelo de colitis inducido con DSS esta caracterizado también con una disminucion
de la longitud del colon en los animales dafiados #. Todos los grupos demostraron una
reduccion de la longitud del colon durante con la induccion del dafio con DSS comparado
con el grupo control (p<0.05). Sin embargo el grupo de DSS+P. pentosaceus 1x10% y el
grupo DSS+ PRE Tx P. pentosaceus 1x10' presentaron un 21.33% y 13.53 %
respectivamente menor de acortamiento comparado con el grupo de DSS. (8.81+0.38 y
8.27+0.26 cm vs 7.26+0.28 cm, p<0.05; Fig. 12)
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Fig. 12 Efecto de P. pentosaceus a diferentes dosis (1x10, 1x10°, 1x10° y 1x10* UFCs) sobre
la longitud del colon en la colitis inducida con DSS en ratones BALB/c; el tratamiento con P.
pentosaceus fue administrado al segundo dia de la inducciéon de la colitis con DSS. Los
datos son expresados con la media * error estandar de la media. * (p<0.05) al compararse
con el grupo control; # (p<0.05) al compararse con el grupo DSS. (n=6).
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Efecto de P. pentosaceus sobre la estructura microscépica del colon en un modelo

de colitis

Una vez que observamos que el tratamiento con P. pentosaceus retrasé algunos de los
sintomas de la colitis ulcerosa, nosotros nos preguntamos si también afecta Ila
morforlogia microscoépica del colon (Fig. 13). Los ratones en el grupo control mostraron
una disposicion ordenada y normal de la estructura celular del tejido colbnico, sin
perturbaciones en el nimero de células caliciformes ni en la integridad de la mucosa. En
contraste, el grupo DSS presentd cambios histol6gicos en el tejido del colon, mostrando
una inflamacion superficial que afecta principalmente a la mucosa, asi como una pérdida
de células caliciformes; distorsion de las criptas seguido de un acortamiento de las
mismas e infiltracion de células inflamatorias en la mucosa y submucosa. P. pentosaceus
a las dosis 1x108, 1x10° y 1x10% UFCs demostré una pérdida de la arquitectura de las
criptas y de las células caliciformes en la mucosa acompafiado por un infiltrado celular,
sin embargo, en comparacion con el grupo DSS, el tratamiento a las dosis mencionadas
se observd que el dafio Unicamente se extendid al &rea de la mucosa y muscularis

mucosae, observandose un menor tamafio de espesor de la capa submucosa.
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P. pentosaseus

DSS 1x10° 1x10?°

Fig. 13 Efecto de diferentes dosis de P. pentosaceus (1x10’, 1x10% 1x10° y 1x10™ UFCs)
sobre la morfologia microscépica del colon de ratones BALB/c con colitis inducida con
DSS. El tratamiento con P. pentosaceus fue administrado en el segundo dia de la induccién
de la colitis. M. Capa Mucosa. ME. Capa muscular externa; L. Lumen; S. Submucosa; E.
Edema; Flecharoja: pérdida de la arquitectura de las Criptas de Lieberkiihn. (Aumento 10x)
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Efecto de P. pentosaceus sobre la permeabilidad intestinal al FITC-dextran

Nosotros analizamos la permeabilidad intestinal a FITC-dextran, dextrdn marcado con
fluoresceina, en ratones con colitis y a los cuales fueron tratados con P. pentosaceus a la
dosis de 1x10™ UFC. El grupo de DSS demostré un incremento en los niveles de FITC-
dextran en plasma 4 horas después de la administracién de FITC-dextran comparado con
el grupo control, lo que nos indica la disrupcion de la barrera intestinal inducida por el
DSS. Se puede observar que los niveles en suero de FITC-dextran en el grupo de DSS+
P. pentosaceus 1x10'° fueron 50.37% menores comparado con el grupo DSS (p<0.05)
(Fig. 14). Por lo tanto, P. pentosaceus a esta dosis disminuy0 la permeabilidad intestinal

causada por DSS.
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Fig. 14. Efecto de P .pentosaceus (dosis 1x10 10 UFC) sobre la permeabilidad intestinal en la
colitis inducida con DSS en Ratones BALB/c. Los niveles de intensidad de fluorescencia en
suero del dextran- isotiocianato de fluoresceina (FD-4) fueron medidos 4 horas después de
la administracion oral de FD-4 en los animales de cada grupo. Los datos son expresados
con la media + error estandar de la media. * (p<0.05) al compararse con el grupo control; #
(p<0.05) al compararse con el grupo DSS. (n=7).

58



Efecto de P. pentosaceus sobre la expresion y distribucién de las proteinas de

uniones estrechas (ocludinay Claudina-2) en un modelo in vivo de colitis aguda

Las proteinas de uniones estrechas, las principales barreras fisicas contra una gran
variedad de patégenos, actian como un mecanismo principal para regular la
permeabilidad paracelular y mantener la homeostasis en el tracto gastrointestinal. En este
estudio nosotros observamos el efecto de P. pentosaceus sobre la distribucion de las
uniones estrechas Claudina 2 y Ocludina por medio de inmunohistoquimica. En la Fig.15
se observa la distribucion las proteinas Ocludina (a) y Claudina-2 (b) en muestras de
histoldgicas de colon. La Ocludina en el grupo control fue apropiadamente localizada en la
region apical tanto en la superficie como en las criptas entre el contacto célula-célula,
consistente con su distribucion normal. En el colon de ratones del grupo DSS, se observo
una pérdida de su distribucién, que se caracterizé por discontinuidades en la tincién y una
reducciéon de la intensidad de la tincion, que en algunos lugares condujo a una pérdida
completa de la tincién. Interesantemente, simultdneamente con la administracion de P.
pentosaceus a la dosis de 1x10™ se observé una menor pérdida de la distribucién de
Ocludina, ademés se puede notar una mayor intensidad de tincién en la regién apical de

la mucosa intestinal comparada con el grupo de DSS.

Con lo que respecta a la proteina de union estrecha Claudina-2, la cual es una de las 27
claudinas que regulan la funcién de barrera, forma un canal paracelular para pequefios
cationes y agua. En enfermedades como colitis ulcerosa se ha demostrado una
sobreregulacién en el colon que contribuye a la diarrea a través de un mecanismo de flujo
de fuga. Debido a su importancia en la colitis ulcerosa nosotros decidimos investigar el
efecto de P. pentosaceus sobre la distribucion y organizacién de esta proteina. Se puede
observar en el grupo de DSS que hubo un incremento de la distribucion de Claudina-2
gue se aprecia desde la zona basolateral a la zona apical de la mucosa intestinal Figura b,
sin embargo el tratamiento con P. pentosaceus ayudd a prevenir la distribucion de

Claudina-2 en las histologias de colon, observandose zonas con una menor tincion.
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Fig. 15 Efecto de P. pentosaceus sobre la inmunohistoquimicas de las proteinas ocludinay
claudina-2 en un modelo in vivo de colitis aguda. Las imagenes son representativas de 4

animales de cada grupo. Amplificacion 20x y 40x.
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Efecto de P. pentosaceus sobre los niveles séricos de citocinas TNF, IL-6, IL-4 e IL-

10, en un modelo in vivo de colitis aguda.

Las citocinas son los principales mediadores de la respuesta innata y adaptativa inmune
en la inflamacion de la mucosa. El modelo de colitis inducida con DSS es un modelo bien
establecido de inflamacién de las mucosas que se ha utilizado por dos décadas para el
estudio de la colitis ulcerosa; se ha demostrado en este modelo de colitis aguda inducida
con DSS un perfil citotéxico y quimiotactico con niveles elevados de las citocinas IL-6 y
TNF. En el presente estudio, como era de esperarse los niveles de estas citocinas en
suero fueron significativamente altos en el grupo de DSS comparadas con el grupo
control. Nosotros encontramos en el grupo DSS un incremento de los niveles de TNF de
unas 2.48 veces comparado con el grupo control (p<0.05). En los animales con colitis
que fueron tratados con P. pentosaceus a las dosis de 1x10°, 1x10%, 1x10° y 1x10% se
observé una reduccidon de los niveles séricos de TNF un 57%, 48% , 29% y 18%
respectivamente, comparado con el grupo de DSS (p<0.05), de igual manera el
tratamiento preventivo con P.pentosaceus dosis 1x10'° demostré una reduccién de un
40% comparado con el grupo DSS (p<0.05) (Fig. 16).

La citocina IL-6 es una de las citocinas centrales en la Colitis ulcerosa que contribuye al
aumento de la supervivencia y a la resistencia de apoptosis en la ldmina propria en el
sitio inflamado, también contribuye a que las células T CD4 pueden acumularse en la
lAmina propria llevando a la perpetuacién de la inflamacién. Debido a su importancia en la
colitis ulcerosa se utiliz6 como un parametro para evaluar el proceso inflamatorio; se
observé en este estudio que los niveles séricos de IL-6 se incrementaron 1.76 veces en el
grupo de DSS comparado con el grupo control (p<0.05). El efecto antiinflamatorio ejercido
con el tratamiento a las diferentes dosis se asocié con un descenso de un 57.5%, 58.2%,
55.5% y 60.8% respectivamente (p<0.05 vs. DSS Fig.17 ) y en el grupo DSS+ pre-
tratamiento con P. pentosaceus 1x10% la disminucién de los niveles de IL-6 alcanzé un

64.9% con respecto al grupo DSS (p<0.05).
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Fig 16. Efecto de P. pentosaceus a diferentes dosis (1x10’, 1x10° 1x10° y 1x10'° UFCs) sobre
los niveles de TNF séricos en la colitis inducida con DSS en ratones BALBI/c; el tratamiento
con P. pentosaceus fue administrado al segundo dia de la induccién de la colitis con DSS.
Los datos son expresados con la media = error estandar de la media. * (p<0.05) al
compararse con el grupo control; # (p<0.05) al compararse con el grupo DSS. (n=6).
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Fig 17. Efecto de P. pentosaceus a diferentes dosis (1x10’, 1x10% 1x10° and 1x10™ UFCs)
sobre los niveles de IL-6 séricos en la colitis inducida con DSS en ratones BALB/c; el
tratamiento con P. pentosaceus fue administrado al seqgundo dia de la induccién de la colitis
con DSS. Los datos son expresados con la media + error estandar de la media. * (p<0.05) al
compararse con el grupo control; # (p<0.05) al compararse con el grupo DSS. (n=6).
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A pesar de los mecanismos pro-inflamatorios observados en la colitis ulcerosa, existen
mecanismos compensatorios como es el caso de los ejercidos por la citocina IL-10. Esta
es una citocina regulatoria la cual inhibe tanto la presentacion de antigenos vy la
subsecuente liberacién de citocinas proinflamatorias por lo que se ha propuesto como
una terapia biolégica antiinflamatoria en la Enfermedad Inflamatoria Intestinal cronica. Se
ha demostrado la funcibn inmunomoduladora de algunas bacterias con potencial
probiético que se caracterizan inducir la produccién de IL-10 en modelos in vitro e in vivo.
Es por ello que nos preguntamos si el tratamiento y pre-tratamiento con P.pentosaceus
es capaz de modificar los niveles séricos en un modelo de colits aguda. De acuerdo a los
resultados obtenidos se observé que los niveles séricos de IL-10 e IL-4 no se vieron
modificados en el grupo de DSS comparado con el grupo control, de igual manera el
tratamiento con P. pentosaceus a las diferentes dosis (1x10°, 1x10%, 1x10° y 1x10'%) y el
pre-tratamiento no mostraron un cambio en los niveles de esta citocina anti-inflamatoria
(Fig.18) y (Fig. 19).
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Fig. 18 Efecto de P. pentosaceus a diferentes dosis (1x107, 1x10°, 1x10° y 1x10* UFCs) sobre
los niveles de IL-10 séricos en la colitis inducida con DSS en ratones BALB/c; el tratamiento
con P. pentosaceus fue administrado al segundo dia de la induccién de la colitis con DSS.
Los datos son expresados con la media = error estandar de la media. * (p<0.05) al
compararse con el grupo control; # (p<0.05) al compararse con el grupo DSS. (n=6).
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Fig 19. Efecto de P. pentosaceus a diferentes dosis (1x10’, 1x10° 1x10° y 1x10'° UFCs) sobre
los niveles de IL-4 séricos en la colitis inducida con DSS en ratones BALB/c; el tratamiento
con P. pentosaceus fue administrado al segundo dia de la induccién de la colitis con DSS.
Los datos son expresados con la media = error estandar de la media. * (p<0.05) al
compararse con el grupo control; # (p<0.05) al compararse con el grupo DSS. (n=6).

Modulaciéon de la microbiota intestinal

Una vez comprobado el efecto benéfico del tratamiento y pre tratamiento de P.
pentosaceus en la sintomatologia de la colitis ulcerosa asi como en la diminucién de la
permeabilidad intestinal nos planteamos estudiar si la administracién de P. pentosaceus
podia tener como resultado una modulacién en la microbiota presente en el intestino de
los animales con colitis aguda inducida con DSS. En este sentido, lactobacilos y
coliformes son dos géneros de bacterias que se ven modificados en pacientes con colitis
ulcerosa y en modelos in vivo. Para estudiar su presencia en el ambiente luminal intestinal
se sembraron diluciones de contenidos fecales en medios de cultivo especificos para el

crecimiento de lactobacilos y coliformes.
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Asi, el recuento de colonias en estos medios de cultivo especificos sembrados con
muestras obtenidas de ratones del grupo Control, pone en manifiesto una mayor

presencia de lactobacilos que en los animales del grupo de DSS (Fig.20).

En el grupo DSS+PRE TX P. pentosaceus 1x10'° no se alteraron los niveles de
lactobacilos a pesar de que de indujo la colitis con DSS, este mismo comportamiento se
observa en el grupo DSS+P. pentosaceus 1x10* comparado con el grupo control. Sin
embargo en este Ultimo grupo se observa una mayor presencia de lactobacilos

estadisticamente significativa comparada con el grupo DSS (p<0.05).

60000 -

# #

50000

Il
-

40000 - ‘
30000 -

20000 -

Lactobacilos UFC/mg de heces

10000

CONTROL DSS DSS+P.pentosaceus DSS+PRE TX P.
1x1010 pentosaceus 1x1010

Fig 20. Efecto de pre-tratamiento y el tratamiento de P. pentosaceus a la dosis de 1x10™

UFCs) sobre los cantidad de lactobacilos en muestras fecales de ratones BALB/c con colitis
inducida con DSS; El pre-tratamiento con P. pentosaceus fue administrado 7 dias antes y
durante la induccién de la colitis, el tratamiento con P. pentosaceus fue administrado al
segundo dia de la induccion de la colitis con DSS. Los datos son expresados con la media +
error estdndar de la media. * (p<0.05) al compararse con el grupo control; # (p<0.05) al
compararse con el grupo DSS. (n=6).
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Fig 21. Efecto de pre-tratamiento y el tratamiento de P. pentosaceus a la dosis de 1x10™

UFCs) sobre los cantidad de coliformes en muestras fecales de ratones BALB/c con colitis
inducida con DSS; El pre-tratamiento con P. pentosaceus fue administrado 7 dias antes y
durante la induccién de la colitis, el tratamiento con P. pentosaceus fue administrado al
segundo dia de la induccién de la colitis con DSS. Los datos son expresados con la media
error estandar de la media. * (p<0.05) al compararse con el grupo control; # (p<0.05) al
compararse con el grupo DSS. (n=6).
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XIV. DISCUSION
En este estudio evaluamos el efecto de una especie bacteriana como un candidato
potencial a usarse como probiético para reducir la severidad de la colitis inducida con

DSS, en un modelo con ratones.

Los principales sintomas de la colitis inducida con DSS son la diarrea, sangrado rectal y
pérdida de peso. La inflamacion también implica lesiones graves a lo largo de la mucosa,
alteracion de la estructura epitelial, extensa infiltracion de neutréfilos y linfocitos en la

mucosa y submucosa y la pérdida de criptas.

Los probiéticos han demostrado tener efectos terapéuticos y profilacticos en varios
modelos experimentales de colitis.®"“™*" De acuerdo a estos estudios, la administracion
de bacterias probiéticas pueden mejorar la sintomatologia y patologia en animales; las
especies mas frecuentemente utilizadas son Lactobacillus y Bifidobacterium. Las mezclas
de especies bacterianas, como el probibtico VSL# 3, han también sido utilizadas con el

clvi

mismo proposito. A pesar de que no se ha asociado directamente a un
microorganismo especifico con la colitis ulcerosa, se ha encontrado una disbiosis en
pacientes y en modelos in vivo con colitis. Especificamente, estudios en pacientes han

clvii

demostrado un decremento en los géneros de Lactobacillus y Pediococcus.

El efecto probidtico de ciertas cepas de P. pentosaceus ha demostrado efectos

clviii,clixyclx

inmunmodulatorios. Sin embargo estos no han sido evaluados en el modelo de

colitis aguda inducida con DSS, el cual aborda este estudio.

Se han hecho estudios de toxicidad aguda, sub-crénica y crénica de ciertos probidticos
actualmente utilizados y no se han encontrado efectos adversos. Estos incluyen altas

dosis administradas por via oral y por largos periodos de tiempo X iy e

Dado que no todos los probidticos tienen las mismas caracteristicas terapéuticas,
nosotros decidimos evaluar el efecto de diferentes dosis orales de P. pentosaceus (1x10%,
1x10° 1x10® y 1x10' UFCs). Como era de esperar, la administracion de la bacteria no
modificé el peso corporal, la consistencia de las heces ni la estructura microscépica del
colon, asi que nosotros concluimos que P. pentosaceus es seguro a estas

concentraciones y puede ser utilizado como posible tratamiento en un modelo de colitis

clxiv
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Uno de los aspectos a considerar respecto al estudio de los probidticos es la dosis a la
cual debe ser evaluada. Ha sido reportado que el efecto de un microorganismo puede
variar dependiendo de ésta. Por ejemplo, la administracion de diferentes dosis de
Lactobacillus acidophilus (10%, 10° 10° 10" y 10 ® UFC/10g) en un modelo murino de
colitis aguda inducido con DSS decremento el indice de actividad de la enfermedad,
protegio contra la pérdida de peso y acortamiento del colon. Sin embargo, la dosis con el
mayor efecto en este modelo fue a de 1x10° UFCs/10 g “™.

De ahi la importancia de evaluar el efecto de P. pentosaceus en diferentes dosis en un
modelo de colitis ulcerosa inducida con DSS.

Nuestro estudio demostré que el efecto de P. pentosaceus es dosis dependiente. A la
dosis de 1x10' UFCs fue capaz de reducir el indice de actividad de la enfermedad,
retrasando la aparicion de diarreas y hemorragias. Las dosis bajas de P. pentosaceus no
tuvieron efectos clinicos visibles. También la dosis de 1x10'° UFCs ayudo a prevenir el
acortamiento del colon asociado con la administracion de DSS, decremento la
permeabilidad intestinal al FITC-dextran y estructuralmente mejoré la arquitectura
microscopica del colon. A pesar de que el tratamiento con P, pentosaceus a la dosis de
1x10% tuvo efectos benéficos en animales con colitis inducida con DSS, sélo se
observaron cambios en el peso de los animales administrados preventivamente DSS+Pre-
Tx P. pentsaceuslxlolo. Otros estudios, como el de Izumi y colaboradoras, han obtenido
resultados similares con la administracion de Bifidobacterium 7). Futuros estudios se
deben realizar para cuantificar el consumo de comida para saber si esta siendo
modificada, esto nos podria indicar un posible efecto metabdlico. Ademas se podria
considerar evaluar el efecto de dosis mas altas de P. pentosaceus para identificar si P.
pentosaceus es capaz de disminuir la actividad de la colitis asi como alteraciones

anatomopatologicas.

El modelo de colitis inducido con DSS es el mas utilizado para estudios in vivo y nos
permite evaluar varios aspectos de la integridad de la barrera de la mucosa asi como su
funcién®*. Microscopicamente se observé que el tratamiento con P. pentosaceus no
restaur6 completamente la arquitectura del colon distal, sin embargo, se observaron
zonas del epitelio que conservaban la distribucién de las criptas de Libinkir bien definidas
sobre todo en las dosis de 1x10°, 1x10° 1x10"°
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Nos preguntamos cual es el mecanismo de accién podria ejercer P. pentosaceus, ya que
los probiéticos han demostrado varios de ellos. Primero ellos actan como una barrera por
una inhibicion competitiva, la cual previene que otras bacterias patdégenas alcancen la
lamina propia y estimulen el sistema inmune de la mucosa. Segundo, incrementan la
produccién del moco aumentando su espesor, lo cual protege contra bacterias invasoras,
también los probidticos pueden alterar la consistencia del moco, cambiando los patrones
de adhesion bacteriana y tercero, los probiéticos modulan la respuesta de sistema inmune
ejerciendo un efecto anti-inflamatorio, asi como estimulando la secrecién de

inmunoglobulinas como IgA™*.

Estudios en pacientes con colitis ulcerosa y en modelos experimentales de colitis se ha
demostrado un incremento de la permeabilidad debido a la disminucion de la expresion y
distribucién de las proteinas de uniones estrechas como ZO-1 y ocludina'®?. Una vez que
observamos que P. pentosaceus mejor6 los sintomas de la colitis a la dosis de 1x10*°
UFCs, nosotros decidimos evaluar el efecto en la funcién de barrera epitelial, en donde se
pudo observar una diminucién en la permeabilidad de FITC-dextran en el modelo de colitis
inducido con DSS. Esto nos indica que P. pentosaceus esta incrementando la funcién de
barrera. En un modelo murino de colitis inducida con DSS, la administraciéon del
probidtico VSL#3 mejoré la funcion de barrera porque disminuyé la permeabilidad
intestinal debido a que incremento la expresion de las proteinas de uniones estrechas
ademas de que previno la apoptosis **. El probiético VSL#3 consiste de un conjunto de 8
cepas que actuaron sinérgicamente para ejercer un efecto en la proteccién de la funcién
de barrera, Nuestro probiético P. pentosaceus fue capaz de modificar esta funcion,

demostrando un efecto similar disminuyendo la permeabilidad al FITC/dextran.

Se ha identificado que ciertas cepas de P.pentosaceus tienen efectos
inmunomoduladores en diferentes modelos in vivo; tal es el caso de la cepa P.
pentosaceus OZF la cual mostré un efecto anti inflamatorio en un modelo de colitis
inducido con TNBS en ratas, debido a que disminuyé los niveles séricos de IL-6 e IL-
1B™. Interesantemente la administracién oral de una cepa de P. pentosaceus Sn26
aislada de un fermento de pepinillos japoneses retrasé la aparicion de diarreas en ratones
con diarrea alérgica inducida con ovoalbumina. Este efecto fue asociado con la
disminucion de los niveles de IgE y la regulacion de la respuesta TH1-TH2
incrementando los niveles séricos de IL-12 e IFN-y y disminuyendo IL-4 ", De acuerdo a

los resultados obtenidos en nuestro estudio, en donde se observé que Pediococcus
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pentosaceus a la dosis de 1x10*° UFC fue capaz de disminuir el indice de la actividad de
la enfermedad retrasando la aparicion de las diarreas y hemorragias, podriamos
especular que es por algun efecto inmunomodulador, ya que en nuestro estudio se
observé una disminucion de los niveles séricos de IL-6 y TNF tanto en el tratamiento
como el tratamiento preventivo de P. pentosaceus. Se ha demostrado que durante la
patogénesis de la enfermedad de la colitis ulcerosa hay un incremento de la activacion
inmune de la mucosa lo que desencadena un incremento de los niveles de TNF, éste
incrementa la permeabilidad a través de la ruta de poro ya sea por el incremento de la
transcipcion de la miosina cadena ligera kinasa (MLCK) o por la disminucion de la

clxviii

actividad de la unién estrecha provocada por endocitosis de ocludina

P. pentosaceus disminuyé los niveles de TNF e incrementd la expresion y distribucion de
ocludina en la zona apical de la mucosa intestinal por lo que podria estar involucrado en la
regulacion de esta via ya que en el estudio in vivo se observé una disminucion de la
permeabilidad al FITC-dextran. Por otro lado, las citocinas IL-6, TNF e IL-13 son
reguladoras de la expresion de Claudina-2 y se ha demostrado que el incremento de los
niveles de estas citocinas aumentan la expresiébn de Claudina-2 incrementado la

clxix-clxx

permeabilidad de la ruta de poro causando perdida de la funcion de barrera

A pesar de que no se midieron los niveles séricos de IL-13 el tratamiento con P.
pentosaceus disminuyd los niveles de las citocinas IL-6 y TNF por lo que esta
disminucion probablemente ayudé al decremento de la expresiéon de Claudina-2 en

ratones con colitis ulcerosa.

La microbiota intestinal alterada puede causar respuestas inflamatorias intestinales. La
interrupcion en la microbiota da como resultado un rapido aumento de bacterias dafiinas
en el intestino. Ademas, la liberaciébn de enterotoxina aumenta la permeabilidad de la
mucosa intestinal y la produccién de proteinas inmunosupresoras produce disfuncion
inmunitaria. Las crecientes poblaciones de bacterias dafiinas invaden y dafian
directamente las células epiteliales del intestino, lo que resulta en un dafio a la barrera
mucosa intestinal. El crecimiento excesivo de algunas bacterias afecta el metabolismo y el
metabolismo energético, lo que desencadena la inflamacién intestinal y el dafio de la
mucosa intestinal. La funcion de la barrera de la mucosa intestinal disminuye, la funcion
de proteccion de la pared intestinal disminuye y la microbiota intestinal se trasloca, lo que
dafia ain mas la barrera de la mucosa intestinal, causando un ciclo vicioso y agravando la

respuesta inflamatoria intestinal. Los experimentos con animales han encontrado que la
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colitis se puede inducir en modelos animales al alterar las bacterias intestinales. Los
animales knockout para IL-10 libres de gérmenes no desarrollaron colitis lo que sugiere

gue la microbiota intestinal es esencial para la aparicion de la CU.

Muchos estudios han demostrado que la composicion y funciéon de la microbiota intestinal
en pacientes con CU estan comprometidas. Algunas bacterias como Akkermansia (A.)
muciniphila estan disminuidas. A. muciniphila es uno de los miembros mas abundantes de
la microbiota intestinal humana, que representa entre el 1% y el 5% de los microbios
intestinales humanos. Varios estudios han mostrado una relaciéon entre la UC y A.
muciniphila. A. muciniphila disminuyé en pacientes con CU, junto con la bacteria

clxxi

Roseburia También se redujo en un modelo de raton de colitis inducida por

clxxii

carragenina “™". Por lo tanto, A. muciniphila podria ser un nuevo objetivo de la UC. La
microbiota anormal redujo la complejidad del ecosistema microbiano intestinal, que es una
caracteristica comun de los pacientes con CU y EC. Varios patdégenos microbianos estan
posiblemente relacionados con la inflamacioén intestinal y, por lo tanto, los pacientes con
CU pueden albergar Mycobacterium avium paratuberculosis®, Escherichia coli invasora-

chxxvi

adherente®™®, Clostridium (C.) difficile®, especies de Helicobacter™", especies de

chxxvii clxxviii

Salmonella , especies de Fusobacterium y especies de Listeria “** En nuestro
estudio se observo un claro efecto de la induccién de colitis con DSS sobre la microbiota
intestinal de los ratones, ya que se vieron disminuidos los niveles de Lactobacilos totales y
se incrementaron los niveles de coliformes totales, sin embargo, tanto el tratamiento como
el pre-tratamiento con P. pentosaceus a la dosis de 1x10*° UFC, mantuvieron los niveles
de lactobacilos y disminuyeron los niveles de coliformes totales. Se ha demostrado en
otros estudios que ciertas cepas de P. pentosaceus secretan bacteriocinas (proteinas que
inhiben el crecimiento de otros microorganismos, tal es el caso de dos cepas de P.
pentosaceus que fueron aisladas de carne de puerco que secretaron bacteriocinas las
gue denominaron Pediocinas L y S con amplio espectro de accién tanto para bacterias
gram (+) (Listeria monocitogenes) y gram (-) (Shigella dysenteriae, E coli y Vibrio
cholerae) y formadoras de esporas (Bacillus subtilis, Bacillus cereus y Clostridium
sporogenous)®™ Tambien se ha encontrado que una proteina de shok térmico de la pared
celular de una cepa de P. pentosaceus AK-23 tiene efectos neutralizantes para LPS

choxi

(lipopolisacaridos) , algunas bacterias gram-negativas tienen LPS como Escherichia
coli o Salmonella spp. que induce inflamacién en el intestino. Nuestros resultados nos
indicaron una disminucién de los niveles de coliformes totales. El grupo de los coliformes

totales incluye bacterias en forma de bacilo, gram negativos; el y esta conformado por los
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siguientes géneros: Escherichia, Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter, de acuerdo a
nuestros resultados la diminucion de estos niveles posiblemente este relacionado al
efecto de la secrecion de una bacteriocina o0 por un componente celular de P.

pentosaceus como una proteina de Shock térmico que sera necerario investigar.
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XV. CONCLUSION GENERAL
La administracién de P. pentosaceus a la dosis de 1x10'° UFC disminuy6 la severidad de
la colitis inducida con DSS y mejor6 la funcién de barrera intestinal epitelial regulando las
citocinas proinflamatorias y las uniones estrechas. Ademas de que es seguro y no causoé

desordenes gastrointestinales

Conclusiones Particulares

La administracion de Pediococcus pentosaceus a diferentes dosis (1x10%, 1x10°, 1x10®%y
1x10"° UFC) fue segura en los ratones BALB/c.

El tratamiento y el pre tratamiento con P. pentosaceus a la dosis de 1x10'° UFC retrasé
algunos de los sintomas de la colitis ulcerosa (diarreas y hemorragias), evitd el

acortamiento del intestino y mejoré la morfologia microscopica del colon.

El tratamiento con P. pentosaceus a la dosis de 1x10° UFC disminuy6 la permeabilidad

intestinal al FITC/dextran en un modelo in vivo de colitis ulcerosa.

El tratamiento con P. pentosaceus a la dosis de 1x10™ increment6 la funcién de barrera
intestinal epitelial, disminuyendo la expresion de Claudina-2 e incrementando la proteina

de unién estrecha ocludina.

El tratamiento y el pre- tratamiento con P. pentosaceus a diferentes dosis administradas
present6 un efecto antiinflamatorio al disminuir los niveles de las citocinas proinflamatorias

(IL-6 y TNF) en un modelo in vivo de colitis ulcerosa.
El tratamiento y el pre-tratamiento con P. pentosaceus a la dosis de 1x10™ regulé6 la

microbiota intestinal manteniendo los niveles de lactobacilos y disminuyendo la cantidad

de coliformes en un modelo in vivo de colitis ulcerosa.
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XVI.PERSPECTIVAS

Investigar el componente celular de P. pentosaceus que estd ejerciendo su accion
inmunomoduladora y de funcién de barrera intestinal en la colitis ulcerosa.

Evaluar el efecto de P. pentosaceus sobre diferentes especies bacterianas implicadas en
la disbiosis en el modelo in vivo de colitis ulcerosa

Evaluar el efecto de P. pentosaceus sobre la expresion y distribucion de MUC 2 en el
modelo de in vivo de colitis

Evaluar el efecto de P. pentosaceus sobre la actividad antioxidante (Actividad de
glutation peroxidasa , glutation reductasa en un modelo in vivo de colitis

Evaluar el efecto de P. pentosaceus sobre los niveles séricos de IL-13, INF-y en el modelo
in vivo de colitis

Evaluar el efecto de P. pentosaceus sobre la expresion de Foxp3 mRNA, proteina
ampliamente expresada en células T reguladoras en el modelo de colitis

Evaluar el efecto de P. pentosaceus en pacientes con colitis ulcerosa activa e inactiva a
la dosis de 1x10 * UFC
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ABSTRACT

Aims: To evaluate the effect of different doses of P. panfosaceus on colitis symploms as well as in
the intestinal barrer funclion in an in wviva model of acule ulcerative colitis induced with dextran
sodium sulfate (DSS).

Study Design: Experimental.

Place and Duration of Study: Laboratory of Pharmacology, Toxicology and Immunomadulators,
Facultad de Farmacia, Universidad Autonoma del Estado de Morelos, Mexico, between march
2015 and December 2015.

Methodology: Acute colitis was induced in BALB/c mice via the administration of 3.5% DSS in
drinking water administered ad libitum for 7 days. On day 2 during_the induclion of colitis, four
groups received different doses of Pediococcus pentosaceus (1107, 1=10°, 1=10%, and 1x10™
Colony Forming Unils (CFUs)) via gasiric lube once per day. Wea assessed tha severity of colitis

*Canssponding auther: E-mail jareyes@usan. mx,

89



Tovres-Aguiarat al | MR, 13(4): 1-12, 2017 Articie no MRJLIZT26

based on disease activity index (DAl), calon length and histological damage; colonic permeability to
fluorescein iscthiocyanate—dexiran (FITC-dextran) was measured in wvo

Results: Trealmenl with P. penfosaceus at doses of 1x10
comparad with the DSS group (1.94+ 0.93 vs_ 3542 0.61) and decreased the diarrhea score and
fecal blood score (1.53 £ 0.35 vs. 3.73). P. panfosaceus improved colon length (B.81 £ 0.95 cm vs.
7.26 + 0.67 cm) and decreased intestinal permeability by 49.6% compared lo the DSS group.
Conclusion: The administration of P. penfosaceus at a dosage of 1x10"° CFUs attenuates the
severity of DSS-induced colitis and improves epithelial barrier function.

i Eigl‘li‘fl:al'ﬂ.'j' reduced the DAl

Keywords: Uicerative colifis; Pediococcus penfosaceus; probiotics; barrier function; parmeability.

1. INTRODUCTION

Ulcerative colitis (UC) is a chronic disease
characlerized by diffuse inflammation of the
mucasa of the colon and rectum. Its classic
clinical sympltom is bloody diarrhea, and its
clinical course is characterized by periods of
remission and exacerbation, which may occur
either spontanecusly or in response 1o reatment
changes or intercurrent illnesses [1]. UC
worldwide occurrence has increased ower the
past few years, and publications show an
upsurge in developing countries across Latin
America, Asia and Eastern Europe [2].

Extensive research has lred to detarmine
pathogenic mechanisms and develop efficacious
therapies. Four fundamental components
underlying UC pathogenesis have bean
identified, and these represent likely sources for
e yel undafined atiologcal factors:
anvironmeant, microbiola, immune syslem, and
genome [3-4]. While these studies have helpad
define the clinical course of UC, a =afe and
effective treatment remains elusive.

There is abundant evidemce thal commensal
bacteria are involved in the pathogenesis of
human ulcerative colitis as well as experimental
colitis [5]. Many genetically susceplible models
do not develop colitis when raised in a germ-free
environmanl. In facl, disease in most modals can
be aftenuated or complately abolished with
anlibiotic treatmeant [5-T].

Although no microorganism is directly associated
with UG, thera is a link betwean UC and
profound changes in the diversity and
composition of the microbiola [B]. The fecal
microbiota of inflammatory bowel disease
patients show a decrease in the frequency of the
phyla Baclerpidetes and Firmicutes and an
increase of Proteabacterna and Actinobactaria

[9]-

Mare spaecifically, UC patients subjected 1o
malecular detection methods, but not controls,
showed a greater prevalence of Campylabacter
spp., Enterobacterias, amd  enterchepalic
Helicobacter. Additionally, serologic lesting
identified Fusobacterim wvarum as a pobantial
contributer to intestinal inflammation in UC.
Interestingly, in-siu hybridization studies have
shown that anti-inflammatory Lactobacilius spp.
and Padiococcus spp. were absent in samples
fram subjects affected by UC [10).

Consaquantly, interest in the therapeutic
polential of microbicta modifications  has
increased. Probiotics are live microorganisms
that, when administered in adequate amounts,
can confer health benefits to the host [11] and
are considered a promising alternative therapy
for UC. To date, Lactobacilli, Bifidobactena [12],
VSL#3 (a compound probiotic preparation
composed of four Lactobacii strains, three
Bifidobacteria sfrains, and one Streplococcus
salivarius strain) [13], and Escherichia cali (E.
coli Nissle 1917 have been applied to UC
subjacts both animal models and human cases
and effectively resalved disease symploms). The
degree to which probiotics can successfully
resolve UC varies depending on the strain,
dosage and time of administration, which has led
o research on new bacleria with probiotic
podential.

DSS-induced colitis in rodents is characterized
by epithelial disruption, resulling in luminal
bacterial ranslocation and subsequant infiltration
of nautraphils and other acute immune calls.
Thesa features recapitulate the events that lead
fo the acute mucosal injury of human ulcerative
colitis [14].

Many strains of laclic acid bacteria (LAB) are
typically regarded as safe because of their long
history of use, and their status is gemerally
recognized as safe. In addition to demonstrating
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tha efficacy of probiotics in improving human
health, safely  characteristics must  be
considered. Pediococcus penfosaceus is a
crucial  industrial  starter culture for food
fermentation, such as various meals, vegatables,
and cheeses [15]. There is evidence that P.
pentosaceus possess probiotic properties [18-
18]. However, these have yet lo be assessed in
tha DSS-induced colitis model. The aim of this
sludy is to evaluate the effect of different doses
of P. partosaceus on symptoms of colitis as well
as in the intestinal barrer function in an i wvo
model of acute colitis induced with dextran
sodium sulfate.

2. MATERIALS AND METHODS

Eight-weeks-old male BALB/c mice were
purchased from Harlan Laboralories, Mexico.
The mice were allowed lo adapt lo their
environment for 1 week, and kepl in an
environmentally controlled room with 12 h light-
dark cycle at 25:1T. All procedures were
approved by the Institutional Animal Care and
Usa Committee of the Velerinary Madical School
at the National Autonomous University of Maxica.
Experiments were conducted following the rules
and principles set in the Guide for the Care and
Usa of Laboratory Animals.

2.1 Bactarial Strain and Culturing
Conditions

Pagiococcus  pantosaceus  were  cultured
anaerchically in MRS broth at 37°C for eight
hours. The bacleria were harvested by
centrifugation at 4°C, 5000 g for 10 min, washed
in 0.89% of salin solution, resuspended in 10% of
fat-free milk and was freeze-dried and stored at
4'C prior to usa.

2.2 Exparimental Dasign

2.2.1 Pediococcus pentosaceus in _healthy
mice

Mice were divided into five groups (n=6/group):
Confral, P. penfasaceus (1x10%), P. pantosaceus
(1x10°%), P. pantosaceus (1x10%, P. pentosaceus
{1x10"). P. pentosaceus was administered daig
at different dases for 5 days (1x10°, 1x10%, 1x10
and 1x10' CFUs). During the study, the weight,
slool consistency and any hemarrhaging were
maasured; the microscopic morpholegy of the
colon was maonitored.

Acute colitis was induced by DSS treatment
using a method previously described by others

[19]. DSS was administered in the drinking water
{3.5% wiv) for 7 days (DSS, molecular weight 40
kDa; Sigma Aldrich). The mice wera then
randomly divided into the following contral and
exparimental model groups (n = 6 each one):
negative-reatment model DSS (administered
gavage of PBS); experimental-treatment models
(administered gavage of 10, 10%, 10°, or 10"
CFUMO0 pl of P. panfosaceus, respectively). In
tha four DSS-induced colitis groups, P.
pentosaceus was administered in different doses
(1107, 1x10®,  ix10® o 1x10"°  CFUs
respeclively) by oral gavage, in sterile PBS and
along with DSS, from day two until day six (P.
pentosaceus +DSS). The colitis disease activity
index (DAl) was determined based on previous
studies of DSS-induced colitis [20]. Mo weight
loss was counted as 0 points, waight loss of 110
5% as 1 point, 5 to 10% as 2 points, 10 o 20%
as 3 points, and >20% as 4 points. For stool
consistency, 0 peoints were given for well formed
pellets, 2 points for pasty and samiformed stools
that did not stick to the anus, and 4 paints for
liquid stools that did stick lo the anus. Bleeding
was scored 0 points for no blood in stool, 2
points for blood in stool, and 4 points for gross
bleeding. Thase scores were added and divided
by 3, forming a lolal clinical score thal ranged
fram 0.0 (healthy) to 4.0 {maximal activity of
calilis).

2.3 Permaability Essay

Twenty-one male BALB/c mice weighing 2022 g
wera divided inlo three groups: tha Control,
Caolitis and Colitis+ P. panfosaceus groups (n=7
each). Acule colitis was induced by administering
dextran sodium sulfate (DSS; molecular weight
40 kDa) 3.5% wifvol in drinking water ad libitum
for 6 days. On day 2 during colilis induction, the
mice were intragasirically gavaged with P.
pentosaceus (doses 1x10™ Colony Forming
Units). On the Tih day of the study, the intestinal
permeability was measured via the determination
of the fluorescence imtensity of FITC-dexiran
{molecular waight 4.0 kDa, Sigma Aldrich- FD4)
in serum after 4 hours of oral administration by
spacirophataflucrometry with an excitation of 485
nm and an emission wavelangth of 528 nm [21).

2.4 Histologic Analysis

Histological examination was performed for each
animal on three samples of the distal colon; the
tissues were fived and embedded in paraffin
using standard procedures, and the sections (5
pm) =0 oblained were stained with hematoxylin
and eosin. Colon lissues were examined and
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imaged using a Olimpus IX81 mi P

UFCs) showed no significant differences in the

equipped with an camera.
All statistical analyses were carried out with the

parameters evaluated (i.e., weight loss, colon
length, ges in the i of feces with
regads to the control group; Table 1). Similarly,

Graphpad soft: suite (version 16.0). R
are expressed as mean + SEM. If the variance

was homogeneous, single-factor analysis of
variance (one-way ANOVA) was used to anal

were identified in the colon

hlslologlos of P. pentosaceus pertaining to
dmgmmdoses Lbbukﬂfmerypts goblet cells

the differences between groups.
3. RESULTS AND DISCUSSION

Healthy mice treated with different doses of P.
pentosaceus (1x10°, 1x10°, 1x10°, and 1x10™

Table 1. Effects of different doses of P.

and I architecture and
morphology " when compared with the control
group (Fig. 1).

In contrast to untreated control mice, mice
xposed to DSS developed symptoms of acute
colitis with diarrhea, rectal bleeding, wasting, and

treatment on weight, colon length, stool

pentosaceus
consistency and fecal blood in healthy BALB/c mice

P. pentosaceus

Control 1x10*

1x10° 1x10° 1x10™

Weight (g) 2386+0.79 2344076
Colonic length (cm) 1128+ 1.14 10.0220.45
Stool

23.26+1.14 2292:1.18 22121097
10.04 -.t 0.30 10.48 t 0.30 10.36 + 0.69

Fecalblood 0 0

0 0

Waeight and colon length they are expressed as maantSEM wmwm;mm»

expressed as median score (range). *

npared to p<0.05 comp

»mmm-e)

Fig. 1. Effect of different doses of P. pentosaceus treatment on the histological morphology of
the colon of BALB/c mice
Rep apH wmmmxthoomdmmmdﬁvam“m
belonging to a different P. pe ogmp cumul group following 5-day treatment. The doses
o', 1x1o’ 1X10°, and 1x1

per group were 1x1

0" CFUs (mmiﬁcam 10x and 20x)

92



Towres-Aguiarat al ;| MR, 13(4): 1-12, 2077, Arficie no MR 33126

a loss of body weighl. From the fourth day on, all
groups exhibited a significantly higher DAl score
during DSS freatment when compared io the
healthy control group (p = 0.05; Fig. 2). The
results indicated no significant DAl difference in
the DSS+ P pentosaceus 1x10°, DSS+ P
pentosaceus 1x10°, and DSS+P. pantosaceus
1x10° groups when compared with the DSS
group. However, the DAl scores of animals in the
DSS+P.  pentosaceus  1x10" group  were
significantly less than those of the DSS group
(1.94£ 0.93 vs. 3.54£ 0.61, p < 0.05) on the last
day of the sludy. This decrease in the DAl was
due to a reduction in the diarhea score in the
DSS+P. pentosaceus 1x10™ group with respect
to the DSS group (1.53 + 0.35 vs. 3.73, p=<0.05;
Fig. 3), and a decrease in the fecal blood score
starting on the 5th day of the sludy when
compared to the DSS group (1.25 £ 0.39 vs.
3.85; Fig. 4). We observed no differences in body
weight (data no shown).

The DS5-induced model of colitis is associated
with a significant decrease in colon length [22)].
All groups esxhibited significant colon length
reduction during DSS treatment when comparad
o the healthy contral group (p<0.05). Howewer,
the DSS+ P. panfosaceus 1x10" group had
significantly improved upon colon  length
shortaning when compared with the DSS group.

(881 £ 0.95 em vs. 7.26 + 0.67 cm, p< 0.05;
Fig. 5).

We analyzed the intestinal parmeability to FITC-
dextran, a fluorescein labelled dextran, in mice
with colitis who were treated with P. penfasaceus
at doses of 1x70"° UFC. The DSS group showed
higher plasma levels of FITC-dextran 4 h after
oral administration of FITC-dextran than the
confrol group did, indicating the disruption of the
intestinal barrier by DSS. At the same point, the
plasma FITC-dextran levels in the P
pentosaceus + DSS group was lower than in the
DSS group (p<0.05), and tha level was
approximately equal to that in the control group
(Fig. 6). Thus, P. pentosaceus decreased the
intestinal permeability caused by DSS.

Once it was observed that treatment with P.
pentosaceus delayed some symploms of
ulcerative coliis, we wondered whether P
pentosaceus affected colon morpholoegy in an
acule colitis model (Fig. 7). The mice in the
confral group showed a nomal, orderly
arrangement of the cellular structure of colonic
tisswe, with no perturbations in goblet cell
number or mucosal integrity. In confrast, the DSS
group presanted changes: histological findings in
colon lissue showed superficial inflammation
mainly affecting the mucosa, as well as a loss of
goblet cells: distortion of the crypls fallowed by

*

GIET! 1
I o Cantral 1
i‘- m D55
=4 w2 DSS5+P pentosaceus 1x107
o o DSS+P.peniosaceus 1x10° L
% @ D3S+P pentosacous 1x10% Y
£ B DS5+P pentosaceus 1x10™ b
o
g
=
LE §
a B
b 3
g \
a 1 4 ¥
2 3 3 §
=1 g E3 s
]
1 2 3 5 [ 7

Fig. 2. Effect of different doses of P. pentosaceus treatment (1x10°, 1x10°, 1x10” and 1x10"
CFUs) on the disease activity index in DS5-induced colitis in BALB/c mice
The trestment with P. pentossceus was sdministered on second day of DES-induced colitis. Data are expreszed
a8z mean + SEM. * mean value was significantly aifferent from that of the Confrol group  (p=<0.05), # mean value
waz significantly different from that of the D55 growp (p<0.05) (n=6)
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same, and infiltration of

inflammatory cells in the mucosa and
submucosa. P. pentosaceus at the doses (1x10°%,
1x10° and 1x10' CFUs] showed a loss of crypt
architecture and goblet cells in the mucosa

5

Facal blood score (0-4)
[N w a

-

L) Control
- DSS

S DSS+P.pentaosaceus 1x10’
T DSS+P pontosacous 1x108
# DSS+Ppentosaceus 1x10°
" DS8+P.pentosacous 1x10'¢

3 4
Time (days)

accompanied by a cellular infitrate, however, in
comparison to DSS group, these groups did not
show an increase in the size of the submucosa
the damage only extended in the mucosal area
and muscularis mucosae.

VLSS LSS S SIS S LTS TS A TS S LS S S ST ST

Fig. 3. Effect of different doses of P. pentosaceus (1x10’, 1x10°, 1x10” and 1x10'° CFUs) on the
diarrhea scon of Dss-inducod colitis in BALB/c mice

The with P. p

d on second day of DSS-induced colitis. Data are e.

as mean + SEM. * mean vaiue was s:gmﬂcanvy different from that of the Control group (p<0.05), # mean value
was significantly different from that of the DSS group (p<0.05) (n=6)

-

511 I
I 1
1 Control
4] woss
= < DSS+Ppentosaceus 1x107
pid © DSS+Ppentosaceus 1x10%
~ ® DSS+P.pentosaceus 1x10°
£3 1 = Dss+Ppentosaceus 1x10"
b
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#
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Fig. 4. Effect of different doses of P. pentosaceus (1x10", 1x10%, 1x10” and 1x10'"® CFUs) on
fecal blood in DSS-induced colitis in BALB/c mice

The with P. p

d on second day of DSS-induced colitis. Data are e:

as mean + SEM. * msan value was s:gmﬁcemly different from that of the Control group (p<0.05), # mean value
was significantly different from that of the DSS group (p<0.05) (n=6)
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Fig. 7. Effect of different doses of P. pentosaceus (1x107, 1x10%, 1x10° and 1x10' CFUs) on the
mmloglcal morphology of the colon of BALB/c mice with colitis induced-DSS

The treatment with P. pentosaceus was administered on second day of DSS-induced colitis. Stained with
Hematoxylin and Eosin (magnification 10x)
S | i | dels of colitis show been found. This includes high oral dosages and

probiotics have thy peutic and prophylacti
effects [23-25]. Meonilngm Ihesa smdlss, the
administration of p

consistent use for long periods of time [30-34].
&mmalhprobloﬂeshmhosamo
characteristics, we decided to

can i

the sympwmablogy and pdhology in antnals
the most used b

avaluah the effect of different oral doses of P.
(1x10%, 1x10°%, 1x10° and 1x10"

Lactobacillus and Bifidobacterium. Mixtures o(
bacterial strains, such as probiotic VSL # 3, have
also been used for the same purpose [26].
Although no microorganism is directly associated
with ulcerative colitis, dysbiosis has been found
in both patients and in vivo models of colitis.
Specifically, studies on patients have shown a
decrease in the Lactobacillus and Pediococcus
species [10].

The probiotic effect of certain strains of
P. pentosaceus has demonstrated immuno-
modulatory effects [27-29]. However, these have
not been tested on an acute DSS-induced colitis
model, which this study addresses.

Acute sub-chronic and chronic toxicity studies
hava baen performed on some currently
ployed p and no effects have

UFCs) As expected, administration of the
bacteria did not modify body weight, stool
consistency or the microscopic structure of the
colon, so we condudod P. pentosaceus is safe
and could be employed as a possibl

in a model of colitis.

One of the aspects to consider regarding the
study of probiotics is the dose at which it is to be

I/ d. It has been rep d that the effect of
a microorganism can vary depending on the
administered dose. For example, the
administration of different doses of Lactobacillus
acidophilus (10°, 10°, 10°, 10" and 10° CFUs /
10g) in a murine model of DSS-induced acute
colitis d di ivity  index,
protected against weight loss and the shortening
of the colon. However, the dose with the greatest
effect in this model was 1x10° CFUs / 10 g [35].
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Hence the imporlance of evaluating the effect of
P. pentosaceus al different doses in a model of
DSS-nduced ulcerative colitis.

Our study shows that tha effect of P
pentosaceus is dose dependent. A dose of
1x10"" CFUs was able to reduce the disease
activity index, delaying the onset of diarrhea and
hemorrhage; lower doses had no visible effect
Also, the dose of 1x10" CFUs helped prevent
tha colon shorening associaled with DSS,
decreased intestinal permeability 1o FITC-
dexiran, and structurally improved the
rrl'l:rus-nugic architecture of the colon. Although
tha 1x10™ dose of P. pantasaceus had beneficial
effects in animals with DSS-induced colitis, it did
nol change the weight of these group. Other
sludies, such as lzumi et al, have oblained
similar results following the administration of
bifidobactarium  [36]. Further studies must
quantify food consumption. If this is being
meadified, this would indicate a possible metabalic
affect.

Future sledies need fo increasa the P
pentosaceus dose o identify the optimal, most
effective dose in this modal. The results show
thal Pediococcus pentosaceus is capable of
decreasing UC  aclivilty as  well as
anatomopathological alterations.

The DSS-induced colitis model is the most widely
used for in vive studies and allows us to evaluate
various aspects of mucosal barrier integrity as
well as its function [22]). Microscopically it was
obsarved that the treatment with P. pardasaceus
partially restored the architecture of the distal
colon; areas of the epithelium preserved the
distribution of well-defined Lieberkilhn crypls.
This effedd was chserved in doses of 1x10%,
1x10" 110"

We wondered what the mechanism of aclion
wiould be, since probiolics exearl their effect via
differant ones. First, they act as a barrier via
compeatitive inhibition, which prevents other
pathogenic bacteria from reaching the lamina
propria and stimulating the immune system of the
mucosa.  Second, probiotics  increase  the
production and thickness of mucus, which
protects  against  invasive  bacteria, and
probiolics can  alter the consistency of
mucus, thus changing the patterns of bacterial
adhesion. Third, probiotics medulate the
immune system by exeing an anti-inflammatory
and less pro-inflammatory effect, as well as
secreling protective immunoglobulins like IgA
[37].

Studies on patients with ulcerative colitis and
axperimantal models of colitis have shown an
increase in intestinal permeability due to the
decraase in the expression and distribution of the
pratains of tight junclions like Z0-1 and Ocdludin.
After observing P. pentosaceus improved the
symptoms of colitis at a dosage of 1x10™ UCFs,
wa decided to evaluate its effect on the intestinal
apithelial barrier function, where a decrease in
intestinal permeability to FITC-dextran was
observed in the DSS-induced model of colitis.
This indicates that P. panfosaceus is increasing
the intestinal barriar function. In a murine model
of DSS-induced colitis, aral administration of VSL
# 3 probiotic improved intestinal barrier function
because decreased the intestinal parmeability by
maintaining tlight jundlion protein expression and
preventing apoptosis [38], the probictic VSL # 3
consists of a set of B strains that acted
synergistically o exert the effect of intestinal
epithalial barrier prolection. Our probiolic P.
pentosaceus was able lo modify this function,
showing a similar effect lo decrease the
permeability to FITC / dextran, so it is necessary
o study if i@ has an effect on the expression and
distribution of the tight junction pratains.

4. CONCLUSION

In  conclusion, the administration of P
pentosaceus at a dose of 1x10" CFUs lessens
the severity of DSS-induced colitis and improves
epithalial barrer function. It is safe and doas nat
causa gastrointestinal disorders. Howeaver, the
mechanisms through which P. penfossceus
improves the structure and funclion of the
intestinal barrier nead to be studied in depth. We
also need 1o addrass whether this strain has any
immunoregulatory affect on this modeal.

ETHICAL APPROVAL

All authors hereby declare thal “principles of
laboratory animal care™ (nih publication no. 85
23, revised 1985) were followed, as well as
specific national laws where applicable. Al
axperiments have been examined and approved
by the appropriate athics committes.

ACKNOWLEDGEMENTS

The authors acknowledge the support from
Francisco Garcia Vazquez of Dept of Pathalogy
of INP, for his assistance in histological analysis.

COMPETING INTERESTS

Authors  have declared thal no compeling
interasls exist.

96



Tovres-Aguiarel al; MR, 18(4): 1-12, 2017, Arficie no. MR 33126

REFERENCES

1.

10.

Kombluth A, Sachar DB. Ulcerative colitis
practice guidelines in adulls: American
College of Gastroenteralogy, Practice
Parameters Committesa. Am J
Gasfroenterol.  2010;105:501-523; quiz
524.

DOl: 10.1038/ajg.2009.727

Da Silva BC, Lyra AC, Rocha R, Santana
GO. Epidamiclogy, demographic characte-
rislics and prognostic  predictors  of
ulcerative colitis. World J Gastroenteral.
2014:20(28):9458-67.

DOI: 10.374B/wig.v20.i28.9458

Sartor RB. Mechanisms of disease:
pathogenesis of Crohn' s disease and
ulcerative  colitis.  MNat  Clin  Pract
Gaslroenterol Hepatol 2006;3:390-407.
DOl: 10.1038/ncpgasthepl528

Kaser A, Zaissig S, Blumberg RS.
Inflammatory bowel disease. Annu Rev
Immunaol. 2010;28:573-62.

DO 10.1146/annurev-immunoal-030409-
101225

Sator  RB.  Microbial  influences  in
inflammatory bawel diseasas_
Gastroenterology.  2008:134(2):577-94.
DOl: 10.1053/.gastro 2007.11.058
Eckburg PB, Relman DA. The role of
microbes in Crohn's disease. Clin. Infect
Dis. 2007 44:256—262.

DOI: 10.1086/510385

Peloguin JM, Mguyen DD. Tha microbiota
and inflammatory bowel disease: Insights
from animal models. Anaerobe. 2013
24:102-6.

DOl: 10.1016/j.anaercbe. 2013.04 006
Mactarlane GT, Blacketl KL, Nakayama T,
Stead H, Macfarlane S. The gut microbiota
in inflammatory bowel disease. Current
Pharmaceutical  Design.  2009;15(13):
1528-36.

DOI: 10.1038/nrgastro 2012152

Frank DN, S5t Amand AL, Feldman RA,
Boedeker EC, Harpaz N, Pace NR.
Molecular-phylogenetic characterization of
microbial community imbalancas in human
inflammalory bowel diseases. Proc Natl
Acad Sci. 2007,104(34):13780-5.

DOl: 10,107 3/pnas. 0706625104

Sasaki M, Klapproth JM. The rola of
bacteria in the pathogenesis of ulcerative
colitis. J Signal Transduct. 2012;2012:
704853,

DOI: 10.11585/2012/704853

10

11.

12.

13

14.

15.

16.

17.

1&.

18

Pimeire M, Stanton C. Probiotic bacleria:
lagislative framework requirements o
avidence basis. J Nutr. 2007:137:8505—
3s.

Imacka &, Shima T, Kato K, Mizuno S,
Uehara T, Matsumolo S, Setoyama H,
Hara T, Umesaki Y. Anti-inflammatory
aclivity of probictic Bifidobacterium:
anhancemant of IL-10 production in
peripharal blood mononudlear calls from
ulcerative colitis patients and inhibition of
IL-8 secretion in HT-29 cells. Waorld J
Gastroenterol. 2008,14:2511-2516.

DO 10.3748Mijg. 14.2511

Miele E, Pascarella F, Giannetti E,
CQuaglietta L, Baldassano RM, Staianoc A.
Effect of a probiclic preparation (\VSL#3)
on induction and maintenance of remission
in children with ulcerative coliis. Am J
Gastroenterol. 2009,104(2).437-43.

DO 10.1038/ajg.2008.118

Okayasu |, Hatakeyama S, Yamada M,
Ohkusa T, Inagaki ¥, Nakaya R. A nowel
method in  the induction of reliable
exparimantal acute and chronic ulcarative
colitis in mice. Gastroenterclogy. 1990;98:
G694-T02.

Riebel WJ, Washington JA. Clinical and
microbiologic characteristics of pediococa.
J Clin Microbiol. 1990,28(6):1348-55.

Lv LX, Hu XJ, Qian GR, Zhang H, Lu HF,
Zhang BW, Jiang L, Li L. Administration
of Laclobacilus salivarius LI0T  or
Pediccoccus penlosaceuws LIDE improves
acute liver injury induced by D-
galactosamine in rals. Appl Microbiol
Biotechnol. 2014;98(12):5619-32.

DO 10.1007/s00253-014-5638-2

Masuda T, Kimura M, Okada S, Yasui H.
Pediococcus pentosaceus Sn26  inhibits
IgE production and the occurrence of
ovalbumin-induced allergic diarrhea  in
mice. Biosci Biotechnol Biochem. 2010;
T4(2):328-35.

DO 10.1271/bbb. S0E56

Dubey V, Ghosh AR, Bishayee K, Khuda-
Bukhsh AR, Probiolic Pediococcus
pentosacaiss  strain @GS4 alleviates
azoxymethane-induced foxicity in mice.
MNutr Res. 2015.35{10):821-9.

DOl 10.10164.nutres.2015.08.001
Saksena S, Goyal 5, Raheja G, Singh V,
Akhtar M, Nazir TM, et al. Upregulation of
P-glycopralein by probiotics in intestinal
apithelial calls and in the dextran sulfate
sodium model of coliis in mice. Am J

97



20.

21.

22.

23.

24,

25

26.

27.

Toures-Aguiteref al | MRA, 19(4): 1-12, 2017, Arfice no. MR 33126

Physicl Gastrointest Liver Physiol. 2011;
300{6)G1115-23_

DOH: 10.1152/ajpgi 00027 2011

Siegmund B, Rieder F, Albrich 5, Walfl K,
Bidlingmaier C, Firestein GS, et al
Adenosine  kinase  inhibitor GPS15
improves exparimental colilis in mica. J.
Pharmacol. Exp. Ther. 2001;298:989-105.
Gupta J, MNebreda AR. Analysis of
Intestinal Parmeability in mice. Bioprotocol,
2014:4:22.

DO doiorg10.21769BioProtoc. 1289
Chassaing B, Aitken JD, Malleshappa M,
Vijgy-Kumar M. Dextran Sulfate Sodium
(DSS)-induced colitis in mice. Curr Protoc
Immunal. 2014;104: Unit 15.25.

DOI: 10.1002/0471142735.im 15255104
Faighery LM, Smith P, O'Mahony L, Fallon
PG, Brayden DJ. Effects of Lactobacilus
salivanivs 433118 on intestinal
inflammation, immunity status and in vitro
colon funclion in two mouse models of
inflammaltory bowel disease. Dig Dis Sci.
2008:53(3):2495-508.

DOI: 10.1007/510620-007-0157-y

Chen LL, Zou YY, Lu FG, Li FJ, Lian GH.
Efficacy profiles for differant
concentrations of Lactabacillus acidophilus
in axparimantal colitis.  Warld J
Gastroenterol. 2013;19(32):5347-56.

DOl: 10.3748/wjg. v19.32.5347

Srutkova D, Schwarzer M, Hudcovic T,
Zakoslelska Z, Drab V, Spanova A, Rittich
B, Kozakova H, Schabussova L
Bifidobacterium  longum CCM 7952
Promoles epithalial barmier function and
prevents acute DSS-induced coliis in
striclly strain-specific manner. PLoS Ona.
2015;10(7)-e0134050.

DOl: 1001371 /journal pone. 0134050

Peran L, Camuescc D, Comalada M,
Bailon E, Henriksson A, Xaus J, Zarzuelo
A Galvez J. A comparalive sludy of the
preventative effects exerted by three
probiotics, Bifidobacterium lactis,
Lactobaciius  casei and Lactobacilius
acidophilus, in the TNBS modal of rat
colitis. J Appl Microbiol. 2007;103:836-844.
Jonganurakkun B, Wang Q, Xu SH, Tada
¥, Minamida K, Yasokawa D, Sugi M, Hara
H., Asano K. Pediococcus panfosaceus
MB-17 for probiotic use. J Biosc Bioeng.
2008:106(1):69-73.

DOl: 10.1263jbb. 106.69

28,

29,

30.

31

3z

33

a5,

36,

Shukla R, Goyal A. Probiotic Potential of
Pediococcus penlosaceus CRAG3: A new
isolate  from  fermented  cucumber.
Probiotics Antimicreb  Proteins.  2014;
B{1):11-21.

DOl 10.1007/s12602-013-9148-8

Ozlem O, Fadime K, Fuat C. Yageci IG.
Immunomodulatory function and in wive
properties of Pediococcus pentosaceus
OZF, a promising probiotic strain Annals of
Microbiology. 2013:63(4):1311-1318.

DOI: 10.1007/513213-012-0590-9

Masuda T, Kimura M, Okada S, Yasui H.
Pediococcus  pentosaceus Sn26 inhibits
IgE production and the occurrence of
ovalbumin-induced allergic diarrhea  in
mice. Biosci Biotechnol Biochem. 2010;
74(2):329-35.

DOl 10.1271/bbb. 90656

Sanders ME, Akkermans LM, Haller D,
Hammerman C, Heimbach J,
Haérmannsperger G, Huys G, Lewy DD,
Lutgendarff F, Mack D, Phothirath P,
Solano-Aguilar G, Vaughan E. Safety
assessment of probiotics for human usae.
Gul Microbes. 2010;1(3):164-85.

DOI: 10.4161/gmic.1.3.12127
Lara-Villoslada F, Sierra S, Diaz-Ropero
MP, Olivares M, Xaus J Safaly
assessment of the human milkisolated
prabiotic Lactobacilius salivarius
CECT5713. J Dairy Sci. 2007;90:3583-9.
DOI: 10.3168/jds_2006-685

Asahara T, Takahashi M, Momolo K,
Takayama H, Onoue M, Morolomi M, et al.
Assessment of safely of lactobacillus
slrains based on resistance o hosl innate
defense mechanisms. Clin Diagn Lab
Immunol. 2003;10:169-73.

DOl 10.1128/COLI.10.1.168-173.2003
Selano G, Dawson H, Restrepo M,
Andrews K, Vinyard B, Wban JF Jr.
Detection of Bifidobacterium animalis
subsp. lactis (Bb12) in the intestine after
feeding of sows and their piglets. Appl
Enviran Microbicl. 2008, 74:6338-47.

DOI: 10.1128/AEM 00303-08

Collade MC, Grzeskowiak L, Salminan 5.
Probiotic strains and their combination
inhibit in vitro adheasion of pathogens to pig
intestinal mucosa. Curr Microbiol. 2007:
55:260-5.

lzumi H, Minegishi M, Sato ¥, Shimizu T,
Sekine K, Takase M. Bifidobacterium
breve allers immume function and

98



ar.

Toures-Aguiaraf al | MRA, 19(4): 1-12, 2017, Articie no MRJL33726

amaliorates DSS-induced inflammation in
weanling rals. Pedialr Res. 2015
TE(4)-407-16.

DOl: 10.1038/pr2015.115

Marteau P, Shanahan F. Basic aspects
and pharmacology of probiotics: An
avaryiew of pharmacokinatics,
machanisms of action and side-effects.
Best Pract Res Clin Gastroenterol. 2003;
17(5):T25-40.

DOA: 10.1016/51521-6918(03 J00055-6

38.

Mennigen R, Molte K, Rijcken E, Utech M,
Loeffler B, Senninger W, Bruewer M.
Probictic mixture VSL#3 prolects the
apithelial barrier by maintaining tight
junclion protein exprassion and preventing
apoptosis in a murine model of colitis. Am
J Physiol Gastrointest Liver Physiol.
2009,296(5):G1140-9.

DOA: 10.1152/ajpgi 20534 2008

02077 Torres-Aguisr o AL, Ths s &n Opsn Access arficke distribuled wunder the béams of the Crealive Commons Afbnbution
Licsnss (hifpicreativecommans orgiicensestyd.0f, which permits unresiricted wss disiibudion, and reproduction in any
mediurn, provided e original work it propedy ciled

Peer-review history:
The peer review history for this paper can be accessed hare:
hitp:/isciencedomain orgieview-history/18730

99



'SGMM& Farmacia

G s 4 e o o ind USvIRADAD AUTOMC A S
157400 o0 MowwiLon

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

pne Ml Tower M,
Nombre del alumno: _ | g7ena S figfee Lopres Lrulal

Titulo de latesis: ~ _J\iglueicrsy e/ o é; é r_é (i‘z..«gw;
/w ) o ’

e e colihiy  Clorosm :&d’g <

—_Maestria en Farmacia
_X__ Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: &&a_\kmﬁ_éma_
La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones inehtes, de tal forma que mi decisidn

es:
La tesis:

% _Si se aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Grado a obtener:

Observaciones (solo en caso de rechazo):

%_ ' 03 /Nayo/ZOlq
. F

Firma del miembro del jurado echa

100



EaTanc ot MossLos

L e L d

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno:

Titulo de latesis:* /o) . s a// kol
s b

,
posstoire cos

/)

Grado a obtener:

Maestria en Farmacia
_2_ Doctorado en Farmacia

\
Miembro del jurado: B‘(_, X«-«\um (’\mm(u‘ \\kau&.
Lalesisfueleidaysehmmmm&m;me@.deultmqml’imm

es:
La tesis:
v
*__Si se aprueba tal como se presenta

_____Serechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

29 #bn | 20¢F
Fecha

101



-
\J‘&.Mde Farmacia

s s o b WAVERSOAD AUTONOMA DL

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: A;"ca'e Z:ALZL Z‘;u( A}m&

.. o -
Thtulo de la tesis: Z it
7 /

o c‘é

Grado a obtener:

Maestria en Farmacia
¥ Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: e il il Cosikds: hdss

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes,.de tal forma que mi decisidn

es!
La tesis:

X_Si se aprueba tal como se presenta
rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

ﬁ%// ;’26/&/)«, ]/é.’o(?
) Fecha

Firma del miembro del jurado ech

102



\bfaamad de Farmacia

Lo vt d ' ot UNVERSDAD AUTOROMA DEL.
EAT400 o8 Moswioe

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: _MM__Z&L%AL?
Titulo de la tesis: * {méama &2 C‘é é S/ éé‘g«‘u ‘mgép(m/

70

Grado a obtener:

Maestria en Farmacia
¥ Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Koy / iz

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones perti , de 1al que mi decision
es:

La tesis:

X Si se aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

A7 Jép S 2005

Fecha

103



@Mmd de Farmacia

o s o e e e st UNVERSOAD AUTONGMA T

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: /s géé y -

Titulo de la tesis: *

Fels
Z_Z:Z 4,:2, / gmm BN G (o Még uive &
mm/)
Grado a obtener:
Maestria en Farmacia
¥ Doctorado en Farmacia

Y A3
23

Miembro del jurado: /), .
, de tal forma que mi decision

La tesis fue leida y se le hicieron las observ.
es:
La tesis:

___25 Si se aprueba tal como se presenta
____Serechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Ji/oa /2019

Firma dél{nsemuo del jurado , Fecha

Manual de procedimientos del Programa de Doctorado en Farmacia 3

104



satu!lad de Farmacia

e e

I
cs

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Lisng Z/r/o Torves M
ﬂtuiodelntosh:' Evidacise ot wllhe e Blesci

caia siadil e ol cliconie_apcts

Grado a obtener:

Maestria en Farmacia
x___ Doctorado en Farmacia

Miembro deljurado: _ De.  Wca/t ,

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decision
es:

La tesis:

Si se aprueba tal como se presenta

—_Serechaza .
Observaciones (solo en caso de rechazo): ‘2/ Lé*/‘ffwﬁf«
(///
22.08 -4 0/7

WT del jurado ‘ Fecha

Manual de procadimniontos del Programa de Doclorado en Farmacia s

105



\?ﬁru&d* Farmacia

(s 4 ' 2 ik

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Lains /,[,A ) ,ff}w'@/
' A

Titulo de latesis: * /sl z/ui é/ d;é ke “4;@‘;‘& é,_y{waa./
M‘LELM_‘MMMMJN'W
:! 2 [&r i &:5![2 f : :"/' =

Grado a obtener:

Maestria en Farmacia
7 2 Doctorado en Farmacia

Miombro del jurado: __ /). ﬂ_ém Fima J;A/

La tesis fue lefda y se le hicieron las observaciones-pertinentés, de tal forma que mi decision
es:

La tesis:

Si se aprueba tal como se presenta
—__Serechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Firma del miembro del jurado ' Fecha
M | do p wmos del Prog de Doctorado en Farmata 5

106



