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Resumen:

El ser humano ha co-evolucionado con la microbiota normal desarrollando complejos
mecanismos inmunoldgicos para monitorear y controlar este ecosistema. Las alteraciones de
este equilibrio pueden conducir a patologias de tipo inflamatorio, autoinmune o infeccioso. Por
lo tanto, la intervencion sobre la microbiota comensal se ha planteado como una estrategia
terapéutica y profilactica mediante el enriquecimiento con probiéticos. Se prevé que el tamafio
del mercado de probioticos humanos superara los USD 5 billones para el afio 2024 debido a
sus perspectivas de aplicacion en alimentos y bebidas, lacteos, productos no lacteos y

productos carnicos fermentados.

Durante el trabajo final de carrera de Leonardo Benech (Aislamiento, caracterizacion y
seleccion de cepas bacterianas potenciales probioticas para ganado vacuno, 2017), se realizé
la generacion de una coleccion de cepas de bacterias acido-lacticas, seleccionadas en base a
diferentes criterios, para determinar su potencial aplicaciéon como bacterias probiéticas. Sin
embargo, no se realizaron estudios que permitieran determinar la interaccién y el efecto en el
hospedero, por lo cual otro nivel de estudio complementario es requerido para poder

determinar si realmente tienen potencial de aplicacién como probidticos.

En el presente trabajo se desarroll6 un modelo de screening en placa de 12 pocillos,
empleando co-cultivos de células intestinales humanas HT-29 (5x10° células/pozo) con estas
cepas de bacterias &cido-lacticas. Se analizaron cuatro condiciones simultaneamente por
triplicado: basal, LPS, bacteria + LPS, Bacteria; en un periodo de incubacién de 4 hs. Se
demostré que el uso de HEPES 1% como agente regulador de pH permite llevar a cabo los co-
cultivos fuera de estufa con 5% de CO2, permitiendo simplificar el equipamiento necesario.
Durante las 4 hs de incubacién la viabilidad promedio para la condicion basal, LPS y bacteria,
se mantuvo por encima del 90%. La estimulacién con 100 ng de LPS no afect6 el recuento, ni
la viabilidad celular. Ademas, se logro obtener ARN de alta pureza con una relacién 260/280
nm de 2, con el tratamiento con DNAsal se eliminaron los residuos de ADN gendmico, y se

disefiaron 10 juegos de primers (IL6, IL8, IL10, IL12, TNF-a , TGF-B , ACT-B, GAPDH, RPL27,



hBD1) los cuales pueden ser utilizados para la evaluacion del perfil de citoquinas (IL6, IL8,

IL10, IL12, TNF-a TGF-B )lexpresadas.

Se desarroll6 una plataforma de screening sencilla, que no requiere equipamiento sofisticado y
gque puede ajustarse a la evaluacién de otros compuestos o investigacion de mecanismos
inflamatorios en células intestinales humanas. Este tipo de modelo es muy Util ya que permite
hacer un cribado inicial, permitiendo asi, reducir el nimero de ensayos en estudios posteriores,
lo cual permite disminuir los costos globales de desarrollo. Se estimd el costo de evaluacién por

cepa en 87 USD, 4 veces menor al costo en un modelo animal.
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Abreviaturas:

ABS: Absorbancia

ACT- Beta actina

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNCc: ADN copia.

ARN: Acido ribonucleico.

ATCC: del inglés, American Type Culture Collection

BALSs: Bacterias acido-lacticas

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's medium

DMSO: Dimetilsulféxido

DO: Densidad éptica

EDTA: acido etilendiamino tetraacético

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura

Fig.: Figura

GALT: tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal (del inglés Gut-associated lymphoid tissue)

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

GRAS: del inglés Generally Regarded as Safe

hs: Horas

IL-6: Interleuquina 6.

IL-8: Interleuquina 8.

IL-10: Interleuquina 10.



IL-12: Interleuquina 12.

hBD1: Beta defensina humana 1.

LPS: Lipopolisacéarido.

MAMPs: del inglés Microbe-Associated Molecular Patterns.

MOI: del inglés Multiplicity of Infection

MRS: Man Rogose Sharpe.

NOD: receptores del dominio de oligomerizacion de unién a nucleétidos (del inglés nucleotide-

binding oligomerization domain-like receptors)

O.N.: Overnight.

PBS: buffer de fosfatos salino.

gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa.

RPL 27: Proteina ribosémica 60 s L27.

SFB: Suero Fetal Bovino.

SCFA: Acidos grasos de cadena corta (del inglés short chain fatty acids).

TGI: Tracto gastrointestinal.

TLR: receptor tipo toll (del inglés Toll-like receptor)

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa (del inglés Tumor necrosis factor alfa).

TGF-: Factor de crecimiento transformante beta (del inglés Transforming growth factor beta).

UFC: unidad formadora de colonias.

CEl: células intestinales epiteliales.

PRRs: receptores de reconocimiento de patrones (del inglés Pattern recognition receptors).

WHO: World Health Organization.
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1. Introduccién

1.1 Microbiota, epitelio intestinal y sistemainmune

La microbiota intestinal consiste en una comunidad de microorganismos que comprende
bacterias de mdltiples especies, hongos, protozoos, arqueas y hasta virus, que habitan dentro
del tracto gastrointestinal (TGI) en sinergia mutua con el organismo hospedador (1). Las
especies de bacterias dominantes en el tracto gastrointestinal son relativamente estables y
comprenden principalmente cuatro filos: Bacteroides, Firmicutes, Actinobacteria vy
Proteobacteria (2). El hospedador depende de su microbiota para contar con una amplia
coleccion de enzimas digestivas y metabdlicas que no estan codificadas en su genoma, por

ejemplo: enzimas capaces de degradar polisacaridos, fenoles y sintetizar vitaminas (3).

La microbiota del TGI interviene en el desarrollo intestinal normal, debido a su capacidad de
influir en la proliferacion y la apoptosis de células epiteliales del hospedador (4). Aunque las
interacciones intimas entre la microbiota y las células del hospedador son ampliamente
desconocidas, un mecanismo importante parece involucrar acidos grasos de cadena corta
(SCFA por sus siglas en inglés short chain fatty acids), los cuales son resultado de la
fermentacion de polisacaridos no digeribles (fibras), con un importante papel antiinflamatorio.
Los SCFA también sustentan la homeostasis intestinal en el colon normal, ayudando la

reparacion intestinal a través de la promocion de la proliferacién y diferenciacién celular (4).

Los metabolitos derivados de la microbiota intestinal pueden ser absorbidos e ingresar en las
vias metabdlicas enddgenas y exdgenas del hospedador, e influir en su fenotipo metabdlico
global (3). Esto genera un didlogo cruzado entre el genoma del hospedador y su microbiota,
siendo esta capaz de influir fuertemente en el perfil de genes expresados, se postula que esto

puede ocurrir a través de la modulacion de los micro-ARNs (3,5).

La microbiota intestinal también desempefia un papel fundamental en el desarrollo y la funcion
cerebral (6). Los genes codificados en la microbiota intestinal humana, denominados
microbioma, son capaces de producir una amplia variedad de compuestos neuro activos (7).
Investigaciones recientes indican que la microbiota tiene un gran impacto en la funcion

cognitiva y los patrones de comportamiento fundamentales, como la interaccion social y el
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manejo del estrés, lo que le ha permitido al ser humano convivir en comunidades organizadas,

y de esta forma poder prevalecer en el medio ambiente (7).

Dada la presencia de una enorme cantidad de microorganismos que reside tan cerca del tejido
con mayor area superficial en el cuerpo (300 m?), no es una sorpresa que el sistema inmune
del intestino haya desarrollado un estricto control para optimizar la proteccion contra patdgenos

y al mismo tiempo evitar una respuesta inmune innecesaria (8).

El intestino es el sitio primario de interaccion con antigenos exdgenos y esta asociado a varios
tipos de organos linfoides, a los que colectivamente se les refiere como GALT (por sus siglas
en inglés Gut-associated lymphoid tissue). GALT es la coleccion mas grande de tejidos
linfoides del cuerpo, y consiste en: nédulos linfaticos mesentéricos, placas de Peyer, lamina
propria y el epitelio (8). Estas cuatro estructuras se encargan de inducir respuestas inmunes
protectoras frente a patdgenos o tolerancia frente a microorganismos comensales y

componentes dietarios inocuos (9) (Fig.1).

La interaccién entre el hospedador y los microorganismos de la microbiota se da en la interfase
de la mucosa, en donde las bacterias entéricas interactian directamente con el epitelio, el cual,
junto con la capa de mucus, representa una barrera interpuesta entre el contenido luminal y los

compartimentos subyacentes (10).

| [ GALT DIFUSO
—EL GALT ORGANIZADO |
Célula M
/ FAE
€3 o
Cupula
>, Placa de Peyer subepitelial
LPL Foliculo
Arga interfolxuar
| LAMINA Vaso linfatico “Ganglic
|PROPRIA linfatico.
mesentarico
L

Figura 1| Representacion de los tejidos que integran el tejido linfoide asociado a la
mucosa intestinal (GALT): GALT organizado o inductor de la respuesta inmunitaria
placas de Peyer y ganglios linfaticos mesentéricos) y GALT difuso o efector (linfocitos
interepiteliales o LIE y linfocitos de la lamina propria o LPL). Extraido de (10).
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El epitelio y las células linfoides estan involucrados en el reconocimiento diferencial entre los
microorganismos comensales y los patdgenos. El epitelio intestinal es capaz de detectar
antigenos bacterianos e iniciar y regular respuestas del sistema inmune innato y adaptativo. La
sefiales de la bacteria pueden ser transmitidas a células inmunitarias adyacentes como
macrofagos, células dendriticas y linfocitos, a través de moléculas expresadas en la superficie
de las células epiteliales, como, por ejemplo, en el complejo mayor de histocompatibilidad | y I,
receptores tipo toll (TLRs por sus siglas en inglés toll-like receptors) y los receptores del
dominio de oligomerizacion de unién a nucleétidos (NOD por sus siglas en inglés, Nucleotide-

binding Oligomerization Domain) ) (11-13).

El rol de los TLRs es reconocer diferentes patrones moleculares asociados a microrganismos
(MAMPs por su siglas en inglés Microbe-Associated Molecular Patterns) como, por ejemplo:
peptidoglicano, lipopolisacarido, flagelina, etc. El reconocimiento de antigenos microbianos por
parte de los TLRs desencadena una respuesta del sistema inmune innato, seguido de la
estimulacioén, se inicia una cascada de sefiales, llevando a la liberacion del factor nuclear de
cadena liviana kappa (NF-kB del inglés nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells), el cual activa una variedad de genes que codifican para quimioquinas, citoquinas,

proteinas de fase aguda, y otros efectores de la respuesta inmune (11).

Mediante el reconocimiento de estas sefales, las células epiteliales son capaces de
comunicarse con las células inmunitarias del GALT, por medio de la secrecion de citoquinas y
guimioquinas, entre las cuales se destacan: IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a 13,14). La activacién de
los TLR por antigenos pertenecientes a la microbiota es una sefal de inhibicién de las

reacciones inflamatorias, y contribuye al mantenimiento esencial de la homeostasis (11).

1.2 Disbhiosis, proceso inflamatorio y patologias asociadas

Una microbiota saludable tiene una composicion balanceada de las tres clases principales de
bacterias, simbiontes, comensales y patobiontes (microorganismos benignos que en

condiciones favorables tienen la capacidad de provocar determinadas patologias).
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Se le denomina disbiosis a la pérdida de la homeostasis entre la microbiota y su hospedero, lo
cual genera que se desencadene una respuesta adversa (Fig.2). En condiciones de disbiosis
hay un cambio anti-natural en la composicion de la microbiota, el nimero de simbiontes
disminuye y/o aumentan los patobiontes (14). Esta pérdida de equilibro puede verse
influenciada por varios factores, como la administracion frecuente de antibidticos, la dieta, la

edad, y factores tanto medioambientales como genéticos (15).

Las causas de la esto no estan del todo claras, pero el resultado es una inflamacion no
especifica, que puede predisponer a ciertas personas genéticamente susceptibles a

enfermedades inflamatorias causadas por patégenos, que son organismos oportunistas (14).

La disbhiosis se ha asociado con afecciones tan disimiles como el asma, enfermedades
inflamatorias crénicas como la esclerosis multiple, la artritis, el sindrome de colon irritable y
ademas otras patologias como la obesidad, la demencia, la esteatohepatitis no alcohdlica, y
hasta la diabetes tipo 1 (16). Sin embargo, aln no se ha esclarecido si la disbiosis es la causa
0 una consecuencia de estas patologias. Estudios recientes empiezan a perfilar la asociacion
entre la disbiosis y las enfermedades gastrointestinales. Se ha demostrado que pacientes con
enfermedades inflamatorias crénicas presentan diferencias importantes en la microbiota en

comparacion con los individuos sanos (16).

a Immunological equilibrium

Symbionts Commensals Pathobionts

ey |

b Immunological dysequilibrium

Pathogens
(3

Inflammation

Figura 2| Desregulacién inmunolégica asociada a disbiosis de la microbiota.
.a- Una microbiota saludable: simbiontes, comensales y patobiontes. b- En
disbiosis el equilibrio se pierde y aumentan las bacterias patégenas, lo que
desencadenan una respuesta inflamatoria aguda en el individuo. Extraido
de (14).
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El desarrollo de la disbiosis intestinal puede poner en juego procesos que activan la respuesta
inmune inflamatoria del hospedador, creando el escenario perfecto para enfermedades

inflamatorias crénicas (17).

1.3 Citoquinas asociadas a lainflamacién

La respuesta inflamatoria del intestino comienza con el reconocimiento por parte de las células
epiteliales, de uno o varios de los componentes del microorganismo, lo desencadena la

activacion de genes que codifican para citoquinas (11).

Las citoquinas son pequefias proteinas secretadas por diferentes tipos celulares que tienen un
efecto especifico sobre las interacciones y comunicaciones entre células. Las citoquinas
pueden actuar sobre las células que las secretan (accidon autocrina), en células cercanas

(accion paracrina) o, en algunos casos, en células distantes (accion endocrina). (18)

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

f Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a): esta citoquina es muy conocida, ya que esta
involucrada en la regulacién de un amplio espectro de procesos biolégicos que incluyen
la proliferacién celular, la diferenciacion, la apoptosis, el metabolismo de los lipidos y la
coagulacion (19). Ademas, estd implicada en otros eventos como la respuesta de fase
aguda, inflamaciéon sistémica y carcinogénesis (18). Puede ejercer funciones
perjudiciales en el intestino, ya que niveles elevados de TNFa i n daicongribuyen a
la formacién de defectos de barrera epitelial, aumentando la permeabilidad intestinal, y
de esta forma proporciona un punto de entrada para la invasiéon de bacterias patégenas

(20).

f Interleuguina 6 (IL-6): esta citoquina esta involucrada en la hematopoyesis, la
estimulacion del eje hipotalamo hipofisario-adrenal, la regulacion de las respuestas de
fase aguda, el metabolismo 6seo y lipidico y en la maduracién de las células B. Dado
su papel en la regulacién de las respuestas de fase aguda, esta citoquina esti

involucrada en los procesos inflamatorios, y se ha demostrado que es un buen
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marcador molecular de inflamacion, ya que se encontré una correlacion significativa de

la expresion de IL-6 con el grado actividad histoldgica. (21 -22)

Interleuquina 8 (IL-8): es un poderoso quimiotactico capaz de guiar a los neutréfilos al
sitio de la infeccién, regula la produccion de moléculas de adhesion e intensifica la
infamacion. Debido a esto es la citoquina mas importante en el proceso inflamatorio

intestinal. (19)

Interleuquina 12 A (IL-12 A): es una citoquina proinflamatoria que actta sobre las
células T y las células natural killers, ante una infeccion bacteriana, promoviendo la

diferenciacion celular de las Thly Th2 (23).

Interleuquina 10 (IL-10): es la citocina antiinflamatoria mas importante en la
respuesta inmune, juega un papel fundamental en el control de la inmunidad y
procesos antiinflamatorios. Es un potente inhibidor de las citocinas proinflamatorias,
incluyendo TNF-a , -1B, LFN-y , -2,ILU-6, IL-8, IL-12, IL-18, ademas, degrada el ARN
mensajero encargado de la sintesis de estas citocinas (24). La IL-10 ha demostrado
actividad protectora contra cancer de colon, debido a que es capaz de suprimir la
inflamacién asociada al cancer y la activacion de la actividad inmunoldgica antitumoral

(25).

Factor de crecimiento transformante beta (TGF-B): actia como un quimioatrayente
de fibroblastos, monocitos y neutréfilos, suprime la proliferacion y la diferenciacion de
las células T y B y limita la produccién de IL-2, IFN-y vy -d (84;26). Por lo tanto,
tiene una gran papel en la inhibicién de los procesos inflamatorios (26). Ademas, en
estudios con ratones que carecen de TGF-B3, se demostr6 que lo animales sufren

reacciones inflamatorias descontroladas (24).
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1.4 Bacterias acido-lacticas y su roles como probidticos

Las bacterias acidolacticas (BALSs) constituyen un grupo de bacterias gram positivas agrupadas
por caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas y metabdlicas, esta clasificacion fue iniciada en
1919 por Orla Jensen (13, 27). La descripcidon general de este grupo incluye bacterias gram
positivas, no esporogénicas, sin motilidad, catalasa negativas, que pueden presentar
morfologia celular de bacilos o cocos, de longitud y grosor variable (0.5 - 0.8 um). Forman parte
del filo Firmicutes dentro un grupo muy heterogéneo con un bajo contenido G+C, el cual
consiste en 6 familias y al menos 38 géneros, incluyendo Lactobacillus, Lactococcus,
Enterococcus, Bifidobacterium, Streptococcus, Oenococcus, Pediococcus y Tetragenococcus

27).

La gran mayoria de las BALs carecen de actividad respiratoria debido a la falta de la enzima
citocromo catalasa, por lo cual, en su mayoria son estrictamente fermentativas. El grupo se
subdivide en homo y hetero fermentativas en funcién de su metabolismo (27). Las homo-
fermentativas generan &cido lactico como Unico producto de la fermentacién de carbohidratos,
mientras que las hetero fermentativas pueden ademés generar etanol, diéxido de carbono y

acido acético (28).

Por lo general, las bacterias acido-lacticas son asociadas a hébitats ricos en nutrientes, como
pueden ser algunos productos alimenticios tales como: leche, carne, bebidas y vegetales; pero,
algunas de estas bacterias también forman parte de la microbiota normal de la boca, el
intestino y la vagina de los mamiferos, y se ha demostrado que estas bacterias poseen un bajo
potencial patogénico, por lo cual, son consideradas microorganismos GRAS (del inglés General

Regarded As Safe) (17, 27).

Las BALs han sido asociadas con un amplio rango de efectos inmunomoduladores en el
hospedero, por ejemplo, cepas de Lactobacillus plantarum han demostrado funciones
inmunomoduladoras y antiinflamatorias en cultivos de células HT-29 en diferentes condiciones

experimentales (29). En este modelo celular, L. rhamnosus GG demostr6 que protege contra la

muerte celular inducida por TNF-a , por medio de | a act i(3)aEniumd n

estudio en células HT-29, L. acidophilus logré disminuir la actividad transcripcional de NF-kB y
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como resultado demostrd ser capaz de inhibir tres factores proinflamatorios IL-8, INOS y PTGS-
2 (31). Enterococcus faecium (cepa HDRsEfl) demostré que también es capaz de regular la
respuesta inflamatoria en células HT-29 (32). En este mismo modelo celular, la cepa
Lactobacillus plantarum BFE 1685 (aislada de heces de infantes) y la cepa probiética
Lactobacillus rhamnosus GG, aumentaron los niveles de transcripcion de TLR2 y TLRY, lo que
sugiere que la estimulacion de vias de sefializacion ocurre en el dialogo cruzado entre las
bacterias probiéticas y las células del epitelio intestinal (33). Evidencia reciente sugiere que
esta interaccion entre las BALs y el hospedero no esta limitada a la interaccion directa los

receptores PPRs, y podria involucrar mediadores solubles derivados de las BALs (34, 35).

Varias cepas de BALs han sido categorizadas como probidticos, pero debe tenerse en cuenta
gue los potenciales beneficios a la salud de los efectos descritos solo pueden ser atribuidos a
las cepas que han sido evaluadas en cada estudio y no puede generalizarse a todo el grupo

(27).

Los probiéticos son microorganismos que cuando son administrados en cantidad suficiente
confieren un efecto benéfico para la salud del hospedador (35). Este beneficio puede deberse
ya sea a un cambio en la composicion o en la actividad metabdlica de la microbiota, o
modulacién de la reactividad del sistema inmune (37). Los probidticos junto con las bacterias
comensales que residen en el intestino son los principales estimuladores del sistema inmune y
de la respuesta inflamatoria que evoca la produccién de citoquinas, las cuales juegan un papel
central en influenciar tanto el sistema inmune innato como el sistema inmune adaptativo (34).
El mecanismo de accién de las cepas probidticas es multifactorial, especificamente en el
contexto de las implicancias directas de su rol inmunomodulador en beneficios para la salud

(29).

Los beneficios para la salud de los probiéticos han generado grandes perspectivas de
aplicacién en diferentes sectores de la industria alimentaria, como los alimentos y bebidas
funcionales, suplementos nutricionales, productos lacteos y aditivos para alimentacion animal.
Se prevé que el tamafio del mercado de probiéticos humanos superara los 5 billones de

dolares para el afio 2024, debido a sus perspectivas de aplicacién en alimentos y bebidas,
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lacteos, productos no lacteos y productos céarnicos fermentados, a causa de la creciente

busqueda del consumidor de mejorar el sistema inmunitario y la salud digestiva (39).

1.5 Cultivos celulares como plataformas de screening

Los modelos celulares han ganado interés a lo largo de la comunidad cientifica, resultando en
su amplio uso en la industria farmacéutica y cosmética. Ofrecen una alternativa al testeo in vivo
en animales, permitiendo screening masivos a menores costos, sin los cuestionamientos éticos

asociados al uso de modelos animales. (40)

Estos modelos celulares simplifican los sistemas biologicos a una plataforma de investigacion
mas facil y manejable. El establecimiento de métodos basados en cultivos celulares
estandarizados y validados para la investigacion toxicologica, metabdlica, y otros campos de
estudio, esta potenciando el uso de modelos celulares intestinales debido a su simplicidad,

fiabilidad y reproducibilidad. (40)

Los co-cultivo de probiéticos con células eucariotas se han aplicado para evaluar la respuesta
inmune en el sistema gastrointestinal del huésped (40). Este tipo de modelo in vitro puede ser
muy Util como herramienta de investigacién de los mecanismos celulares de los procesos
inflamatorios (40). Estos modelos permiten evaluar la respuesta del epitelio intestinal, y de esta
forma aportan informacién que puede ser significativa para la elucidacion de las interacciones

entre bacterias (patégenas o probiéticas) y el epitelio (41).

Las plataformas in vitro, sencillas y bien disefiadas son una herramienta muy Uutil para el

cribado inicial, el cual es fundamental en las primeras etapas de desarrollo (41).

1.6 Real time PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR fue desarrollada por Kary Mullis en los afios 80,
y poco después, se convirtid en una de las técnicas més utilizadas en los laboratorios, ya que
es rapida, econémica y sencilla (42). El nombre de la técnica proviene de la enzima que se

utiliza en la reaccién, la ADN polimerasa, la cual, es capaz de producir miles o millones de
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copias de ADN in vitro. Cada una de las copias se utiliza de molde para el siguiente ciclo de
amplificacion, de aqui su nombre de reaccion en cadena. Asi, el molde original se copia en el
primer ciclo, se multiplica por dos en el siguiente ciclo y asi sucesivamente, para generar

millones de copias al cabo de 30 o 40 ciclos. (42)

Los requerimientos de la PCR convencional, son basicamente: ADN molde (muestra), enzima
ADN polimerasa, buffer para proporcionar el medio adecuado para la enzima, primers
(delimitan la secuencia a amplificar) y los didesoxinuleétidos (bloques que conforman el ADN).
Ademas, también de un equipo capaz de calentar y enfriar la reaccién en cada ciclo de una
manera precisa (termocilador). Mediante el empleo de este tipo de técnica, es posible
amplificar copias de ADN procedentes de pequefias cantidades de material biolégico de muy
diverso origen e incluso de baja calidad (42). La gran desventaja de esta técnica es que no
permite cuantificar el producto, y ademas, luego de la amplificaciéon, se debe realizar una
electroforesis. Esto puede generar que los pequefios fragmentos de ADN formen aerosoles
mediante el pipeteo y la manipulacién, y contaminen el ambiente, los reactivos e incluso las

muestras (42).

En el afio 1993, la técnica tuvo un gran salto tecnoldgico, ya que Higuchi y colaboradores (43),
publicaron las caracteristicas de la primera PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR)). Esta
modificacion de la técnica original permite el andlisis de los productos amplificados a medida
gue transcurre la reaccién (44). Esto se consigue incorporando una serie de fluorocromos que
se activan con el producto amplificado, y son detectados por el propio instrumento en donde se
desarrolla la reaccién (44). También, se pueden incorporar oligonucleétidos marcados que se
hibriden con la secuencia a amplificar, permitiendo un mayor grado de especificidad de la
reaccion. Ademas, mediante el uso de muestras de referencia, la gPCR permite determinar la

cantidad inicial de ADN (44).

La técnica de PCR a tiempo real también puede utilizarse para la cuantificacion de la expresion
génica o la deteccién de genomas virales del tipo ARN, para ello, se requiere de un paso previo

de retro-transcripicon, en el que las muestras de ARN son copiadas a ADN por medio de una
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enzima llamada retrotranscriptasa, a esta técnica se le refiere como RT-gPC (44). Cuando se

realiza una RT-qPCR con fines de investigacion es necesario seguir las guias MIQE, las cuales

detallan los aspectos claves a tener en cuenta para obtener informacion robusta.

Como un breve resumen estas guias establecen lo siguiente:

1- los primers disefiados debe validarse mediante curvas estandar con al menos cinco

puntos (repetidos tres veces) (44).

2- Se debe utilizar ARN de buena calidad (integro y libre de inhibidores), si se utiliza

SYBR green se debe eliminar el ADN gendmico para evitar sobre cuantificacion (44).

3- Por ultimo, se deben relativizar los resultados utilizando un gen normalizado, el cual

debe demostrar expresion estable en las diferentes condiciones evaluadas (44).
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2. Objetivos

2.1 Objetivos general

Disefiar y poner a punto una plataforma screening de bacterias 4cido-lacticas, mediante del co-
cultivo con células de intestino humano (HT-29), y posterior cuantificacion del perfil de

citoquinas expresadas, utilizando la técnica de RT-qPCR.

2.2 Objetivos especificos

1- Estudiar las cepas a utilizar: evaluar pureza y viabilidad, realizar curvas de correlacion.

2- Evaluar la viabilidad de las células HT-29 durante el co-cultivo ajustando los tiempos de

incubacion y la concentracion de bacterias a inocular.

3-Poner a punto el protocolo de extraccion de ARN de las células HT-29.

4- Determinar las citoquinas a evaluar y disefiar primers para su deteccién y cuantificacion

por RT-gPCR.

5- Validar los primers disefiados para la RT-qPCR.
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3. Metodologia

Todos los ensayos realizados en el presente trabajo fueron llevados a cabo en el Laboratorio
de Biotecnologia de Universidad ORT Uruguay, cumpliendo con todas las normas de

bioseguridad.

3.1. Materiales

3.1.1 Cepas

Las cepas de bacterias estudiadas pertenecen a al banco de cepas aisladas y caracterizadas
por Leonardo Benech en su trabajo final de carrera“ Ai sl ami ent o, caracterizacié

cepas bacterianas potenciales probidticas para ganado vacuno, 2017".

Tabla 1: Cepas aisladas por Leonardo Benech, provenientes de fuentes de muestreo animal y
vegetal, seleccionadas en base a criterios de actividad antifingica y antimicrobiana contra
patégenos humanos y animales, capacidad de formacién de biofilm, tolerancia a condiciones
gastrointestinales simuladas, y sensibilidad antibitica, posteriormente las cepas aisladas

fueron identificadas molecularmente mediante la secuenciacién de la region codificante para el

ARNr 16s.
Caodigo Cepa
M3.1.1 Enterococcus faecium/ faecalis
M2 Enterococcus faecium/ faecalis
P2 Lactobacillus plantarum
PE1 Lactobacillus plantarum
M.5.1 Lactobacillus rhamnosus
L5.2 Enterococcus faecium/ faecalis
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Caodigo Cepa
PE2.2 Enterococcus faecium/ faecalis
M3.1 Lactobacillus plantarum
C.1 Lactobacillus plantarum
GH3 Lactobacillus plantarum

3.1.2 Linea Celular

Para los co-cultivos se utilizé la linea celular Humana HT-29 (ATCC® HTB-38™) adquirida de

ATCC.

3.1.3. Medios de cultivo

3.1.3.1 Medio liquido de cultivo de bacterias:

Caldo MRS

Tabla 2: Composicién de medio de cultivo MRS.

Componente Cantidad
Peptona 109
Extracto de Carne 8¢
Extracto de Levadura 49
D (+) Glucosa 20 ¢
Fosfato de hidrogeno di-potasico 29
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Componente

Cantidad

Acetato de sodio trihidratado 59
Citrato tri-amonio 29
Sulfato de magnesio 7-hidratado 0.2g
Sulfato de manganeso 4-hidratado 0.05¢
Agua destilada csp*lL

* csp: cantidad suficiente para

pH final 6.2 + 0.2 a 25°C

3.1.3.2 Medio sélido de cultivo de bacterias:

MRS Agar

Tabla 3: Composicién de medio de cultivo MRS Agar.

Componentes Cantidad
MRS 51¢g
Agar 159
Agua destilada csp*lL

3.1.3.3 Medio de congelado de bacterias:

Caldo MRS + 15 % glicerol.

3.1.3.4- Medio de subcultivo:

DMEM + 10 % Suero fetal bovino (descomplementado).
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3.1.3.5 — Medio de congelado HT-29:

DMEM + 10 DMSO.

3.1.3.6 — Medio de co-cultivo:

DMEM + 10 % Suero fetal bovino (descomplementado) + 1% hepes.

3.1.4 Reactivos

Los reactivos quimicos utilizados para la extraccion de ARN se obtuvieron de Dorwil S.A
(Buenos Aires, Argentina) y de Merck KGAa (Darmstadt, Alemania), el medio de cultivo para
bacterias provenia del proveedor Oxoid Limited (Inglaterra). Los reactivos de cultivo celular
HEPES, Gentamicina, Tripsina-EDTA, LPS, se obtuvieron de Sigma Aldrich (una subsidiaria de
Merck KGAa), el medio de cultivo DMEM vy suero fetal bovino de Capricorn Scientific GmbH
(Ebsdorfergrund, Alemania). Los reactivos utilizados en las técnicas de biologia molecular Taq
polimerasa, buffer Tag 10x, dNTPs, Oligo dT, enzima RT, buffer RT 5x, DNAsal y buffer
DNAsal y Syber Green se obtuvieron de Thermo Fisher SCIENTIFIC (Massachussets, Estados

Unidos).
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3.2. Métodos

3.2.1. Estudio de las cepas a utilizar: purezay viabilidad

De cada vial se tom6 una anzada y se estrid en placas de petri con medio MRS agar estéril.
Las placas fueron incubadas a 37°C en condiciones de microaerofilia (jarra de vela). Una vez
se obtuvieron colonias visibles, se comprobé que cada placa solo presentara colonias con un
tipo de morfologia, pudiendo variar la morfologia entre las placas. De cada una de las placas

se pico una colonia aislada y se realiz6 tincién de gram.

Luego de comprobar la pureza de los viales congelados, se procedio a verificar que las
bacterias aun conservaban su viabilidad y capacidad de crecimiento. Para ello, de cada placa
de Petri se pic6é una colonia aislada, y se inoculé en un tubo cénico con 12 mL de caldo MRS
(80% de la capacidad del tubo ocupada para disminuir la columna de aire), los tubos se
incubaron overnight en estufa a 37°C, se utilizé6 un tubo con MRS estéril sin inocular como
control.

Luego de 12 horas se verificd turbidez y/o formacion de pellet como indicadores de crecimiento

bacteriano.

3.2.2. Generacion de bancos bacterianos

Los bancos de bacterias fueron generados a partir de colonias aisladas en placas de Petri con
medio MRS agar, de cada cepa se picé una colonia aislada y se inoculé en un tubo cénico con
12 mL de caldo MRS estéril. Los tubos fueron incubados overnight en estufa a 37°C. Luego del
periodo de incubacién, los tubos se centrifugaron a 3000 g y 4 °C por 5 minutos, y se descarté
el sobrenadante. El pellet bacteriano fue resuspendido en 12 mL PBS 1x estéril, para lavar las
bacterias y eliminar restos de medio. Posteriormente, los tubos se centrifugaron otra vez a
3000g y 4°C por 5 minutos. Se descarté el sobrenadante, y el pellet de cada tubo fue
resuspendido en 2 mL de medio de congelado de bacterias (Caldo MRS +15 % de glicerol).

Los 2 mL de cada tubo fueron alicuotados en crio tubos a razéon de 1mlL/crio tubo,
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obteniéndose asi dos viales por cepa, de los cuales uno se conservd a -20 °C (banco de

trabajo) y el otro a -80°C (banco maestro).

3.2.3. Descongelado de viales del banco de bacterias de trabajo

Para descongelar las bacterias se tom6 20 pl de cada crio tubo conservado a -20 °C y se
inoculd en tubos cénicos con 12 mL de caldo MRS estéril (80% de la capacidad del tubo
ocupada para disminuir la columna de aire), los tubos se incubaron a 37°C por 12 horas.
Posteriormente, se realizd un repique del descongelado, para ello se tomé 20 pl de cada tubo,

y se inocul6 nuevos tubos con caldo MRS, los cuales fueron incubados a 37°C por 12 horas.

3.2.4. Estudio de las cepas a utilizar: curvas de correlacién

Para realizar las curvas de correlacion, se parti6 de un cultivo bacteriano overnight en medio
liquido. Las bacterias se lavaron tres veces, y posteriormente llevaron a cabo diluciones
seriadas en PBS 1x estéril, empleando un factor de dilucion de dos en dos (Y2, Y4, s, Y16, Y32),
semi di 6 | a absorbancia a una,Yse sepdéciond dguetiaedilucémda ( A) d
con una absorbancia entre 0.8- 1. Posteriormente, se prepararon diluciones en serie, las cuales
fueron sembradas en placas de Petri. Se utiliz6 una micropipeta para sembrar por cada dilucion
tres gotas 10 pl de volumen, y las placas se incubaron hasta obtener colonias visibles. Tras la
incubacién, se contaron las colonias en cada gota, y el recuento se calcul6 a partir de un
promedio de las colonias contadas en la dilucién con 20 colonias 0 mas por gota. Con los datos
obtenidos se realizd una regresion lineal y se obtuvo la ecuacién de la recta para las cepas

ensayadas.

3.2.5. Estudio de las cepas a utilizar: crecimiento en medio 6ptimo vs medio de co-

cultivo

Se utilizé una placa de 48 pocillos, en la cual se sembrd 300 pL de MRS en 15 pocillos y en

otros 15 se sembrd 300 pl de medio de co-cultivo. Por cada bacteria se inocularon 3 pocillos
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con MRS y 3 pocillos con medio de co-cultivo, el inéculo utilizado fue de 15 ul (% 5 viv) de
suspension bacteriana lavada y resuspendida en PBS 1X. La placa se colocd en el equipo
infinite 200pro™ vy se incubd a 37°C por 12 horas, el equipo se programd para medir la
absorbancia a 600 nm cada 30 minutos. Una vez transcurridas las 12 horas de incubacion, se
procesaron los datos obtenidos y se graficé la absorbancia en funcion del tiempo,

construyéndose asi las curvas de crecimiento.

3.2.6. Descongelado de la linea celular HT-29

El protocolo desarrollado para el descongelado de células se describe a continuacion.

Se descongel6 rapidamente un vial de la linea celular HT-29 (ATCC® HTB-3 8 ™pnediante
agitacion suave en un bafio de agua termostatizada a 37°C, evitando que los bordes de la tapa
del tubo entren en contacto con el agua. Luego, se agregé 500 pl de medio DMEM
termostatizado a 37°C, se homogeneizé suavemente y se transfirié el contenido del vial a un
tubo conico con 4 mL de medio DMEM termostatizado. Las paredes del criotubo se lavaron con
500 yl de DMEM y se agregaron al tubo coénico, el cual se centrifugd 5 minutos a 250 g.
Posteriormente, se descartdé el sobrenadante, se resuspendié el pellet celular en 1 mL del
medio DMEM suplementado con 10% suero fetal bovino, y se tomé una alicuota de 20ul para
realizar recuento celular (por duplicado) en cAmara de Neubauer. Una vez realizado el recuento
celular, se calcul6 y transfirié el volumen de la suspension celular a inocular en una botella de
cultivo T-25 con 5 mL de DMEM + 10% SFB. La botella fue incubada a 37° C en estufa con

atmosfera de 5% de COa.

3.2.7. Subcultivo de la linea celular HT-29

Una vez que el cultivo alcanz6 80% de confluencia, se descart6 el medio de cultivo y se lavo la
monocapa celular utilizando PBS 1X estéril. Posteriormente, se adicionaron 20 pl/cm? de
tripsina-EDTA vy la botella fue incubada por 6 minutos a 37°C. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion, se observé el cultivo en el microscopio para verificar que las células se hayan

despegado. La accion de la tripsina fue neutralizada empleando DMEM + 10% SFB
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(adicionando el doble del volumen de tripsina utilizado) y se homogeneiz6 suavemente
repetidas veces, para deshacer aglomerados de células. Luego, se tomd una alicuota de 20ul
y se adicionaron 20ul de azul de tripan, se sembraron 10 pl en camara de Neubauer y se

realiz6 el recuento celular.

En base al recuento celular obtenido y el objetivo de este paso de subcultivo, mantenimiento
del cultivo o expansién del nimero de células, se selecciond la botella de cultivo (T-25 o T-75),
y se incorpor6 el volumen de medio de cultivo necesario. Luego, se adicioné el volumen de
suspensioén celular correspondiente al repique y se rotul6 la botella detallando linea celular,
fecha, Nro. de pasaje, medio de cultivo y proporcion de repique. Por Gltimo, se incubd la botella

a 37°C en estufa con atmésfera de 5% de CO..

3.2.8. PCR a tiempo final para deteccién de Micoplasma en cultivos de células HT-29

El primer paso para llevar a cabo fue la extraccion del material genético a amplificar en la PCR.
A partir un repique de células HT-29 con al menos 72 horas, se tomé una alicuota de 1 mL de
sobrenadante raspando un poco la botella para obtener algunas células eucariotas y poder
detectar Micoplasma adsorbido en la membrana. Posteriormente la alicuota se centrifugo a
135009 por 5 minutos, y luego se descartd el sobrenadante. El pellet celular fue resuspendido
en 1 mL de PBS 1x estéril. Otra vez, se centrifugaron las células 5 minutos a 13500qg, el
sobrenadante se descartd, y el pellet se resuspendié en 200 yul de PBS 1x estéril, y se
centrifug6 a 13500g. Se descart6 el sobrenadante, el pellet se resuspendié en 100 ul de PBS
1x empleando vortex, y se incub6 a 95°C por 15 minutos. Luego de transcurrido el tiempo de
incubacion, la muestra se homogeneizé utilizando un vortex, y se tomé una alicuota de 2 pl

para realizar la PCR.

Para preparar los mix de reaccion se utilizé la receta que se detalla a continuacion.
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Tabla 4: Mix de PCR (1 x)

Componentes Muestra sin control Muestra con control
interno interno

dNTPs 1 1l

Myco-5 ’ 0.5 0.5 ul

Myco-3 ’ 0.5 0.5 ul

10x PCR buffer 25 25u

MgCl: 1 lu

Agua Mili Q estéril 18.3 ul 17.3 pl

Taq Polimerasa 0.2 ul 0.2 ul

Control interno de micoplasma - 1l

En la tabla 5 continuacion se detalla el ciclado utilizado.

Tabla 5: Ciclado PCR micoplasma

Paso del ciclado

Condiciones

Repeticiones

Pre-desnaturalizacion del 95°C 1 minuto 1

ADN

Desnaturalizacion del ADN 95°C 30 segundos 40
Hibridacion 58°C 30 segundos 40
Extension 72°C 45 segundos 40
Extension final 72°C 7 minutos 1




3.2.9. Generacion de banco de trabajo de células HT-29

Para generar un banco de trabajo de células HT-29, se partié de un criovial del banco maestro
y se descongelaron de acuerdo con el protocolo de descongelado del laboratorio. Una vez
alcanzado el 80-90% de confluencia de una botella T-75 en fase de crecimiento exponencial,
se lavaron vy tripsinizaron las células, se tomé una alicuota de 20 pl para recuento en cdmara
de Neubauer. La suspension celular fue trasferida a un tubo cénico y centrifugada a 200 g por 5
minutos. Se descarté el sobrenadante, el pellet celular fue resuspendido en medio de
congelacion, el volumen de medio utilizado corresponde al volumen final necesario para ajustar
la concentracion celular a 2.0x10° células/mL. La suspension celular se alicuoté a razén de
1mL/ crio tubo, y estos se almacenaron a -80°C utilizando un sistema de enfriamiento
progresivo de 1°C por minuto (Nalgene), y a las 24 horas se trasfirieron al tanque de nitrégeno

liquido.

3.2.10. Prueba de crecimiento células HT-29 fuera de atmosfera 5% CO.

Las células HT-29 de una botella de cultivo celular T-25 se lavaron, despegaron y se
resuspendieron en medio de cultivo. En una placa de 12 pocillos se sembraron
2.5x10°células/pozo en medio DMEM + 10% SFB y se incubaron 48 horas a 37°C en estufa
con atmosfera de 5% de CO.. A las 48 hs, la monocapa celular de uno de pozos se lavo,
tripsinizé, se realizé el conteo celular en cAmara de neubauer y se calculd su viabilidad, El
medio de los restantes 11 pocillos fue descartado, las células fueron lavadas con PBS 1x
estéril, y se adicion6 1 mL/pozo de DMEM +10% SFB + 1%HEPES. Posteriormente, las
células fueron incubadas a 37°C en estufa sin atmésfera de CO2 por 24 horas. Se realizaron
muestreos a las 4, 18 y 24 horas, en los cuales se contaron las células y se calculd la

viabilidad.
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3.2.11. Ensayo de co-cultivo de células HT-29 con bacterias acido-lacticas

A partir de una botella T-25 con una monocapa celular con confluencia = 8 06, las células
fueron lavadas, tripsinizadas y contadas utilizando azul de tripan y camara de Neubauer.
Posteriormente, se calcul6 el volumen de resuspension necesario para obtener
2.5x105celulas/mL en un volumen final de 13 mL, se realizd la dilucién y se sembré 1mL/pocillo,
es decir 2.5x105células/pocillo. Las placas fueron incubadas por 48hs a 37°C con atmésfera de

5% de CO:..

Paralelamente al sembrado e incubacion de las células HT-29 en placa de 12 pocillos, las
bacterias fueron descongeladas siguiendo el protocolo de la seccién 3.2.3. Luego fueron
lavadas 2 veces, y resuspendidas en PBS 1x estéril. Se midid la absorbancia de las
suspensiones bacterianas en PBS 1x, y los valores de absorbancia obtenidos se interpolaron
en la curva de correlacion de cada cepa. A su vez, los valores de UFC/mL obtenidos se
utilizaron para calcular las diluciones necesarias para obtener la MOI (del inglés, Multiplicity of

Infection) seleccionada en un volumen de 100 pl.

Luego de 48 hs de incubacién, el medio de cultivo de las placas fue descartado y cada pocillo
fue lavado con PBS 1x estéril y se sembré medio de co-cultivo, el cual varia segun la condicion
a evaluar, 1000 pl/pocillo (basal), 900 pl/pocillo (bacteria), 900 pl/pocillo (LPS) y 800 pl/pocillo
(bacteria +LPS). Posteriormente, se sembré 100 pl/pozo de la dilucién de bacterias, 100
ng/pozo de LPS + 100 pl/pozo de suspensién de bacteria, 0 100 ng/pocillo de LPS segln
corresponda. Las placas fueron incubadas en condiciones de microaerofilia por 4 horas.
Posteriormente, el medio de cultivo se descartd, al monocapa celular de cada pozo fue lavada
y tripsinizadas y el contenido de cada pocillo (300 pl) fue trasferido a tubos eppendorf, los
cuales fueron centrifugados 5 minutos a 200g. Se descarté el sobrenadante, y el pellet fue
congelado utilizando nitrégeno liquido, y los tubos se almacenaron inmediatamente en freezer

a -80°C hasta la extraccion de ARN.
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Figura 3| Modelo de sembrado de las placas de 12 pocillos, las cuatro condiciones evaluadas
se sembraron por triplicado.

3.2.12. Extraccion de ARN

Para la extraccibn de ARN se utilizé el solvente organico TRIzol® y se evaluaron dos
protocolos de extraccién. Primero se llevé a cabo el protocolo descrito en las instrucciones del

fabricante de dicho solvente y, ademas, el protocolo elaborado por Zaghi B. (51).

Protocolo del fabricante: se toma la muestra de células y se le adiciona 1 mL de TRIzol® para
generar la lisis celular, el tubo se incuba a temperatura ambiente por 5 minutos. Luego, se le
adiciona 0.2 mL de cloroformo por cada mL de TRIzol® utilizado, el cloroformo permite la
formacién de un gradiente, que luego del centrifugado genera 3 fases: acuosa (ARN y sales),
interfase (ADN) y fase organica (fenoles, proteinas y lipidos). Se toma la fase acuosa y se le
afiade isopropanol y se centrifuga para precipitar el ARN. Posteriormente el isopropanol es
descartado y el pellet se lava con etanol 75% para eliminar las sales que precipitaron junto con
el ARN. Se descarta el etanol, el tubo se deja secar, y luego, el pellet se resuspende en agua

libre de RNAsas.

La modificacion de Zaghi B agrega un segundo paso de cloroformo antes de la precipitacion
con isopropanol, y luego de esta, se realiza una re-precipitacion con acetato de sodio 3M pH

5.2, etanol 100 % y agua libre de RNAsas, que se congela ON a -80°C. Al siguiente dia la
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muestra se descongela, se centrifuga, se descarta el sobrenadante. El pellet se lava con etanol

75%, y luego se resuspende en agua libre de RNAsas.

3.2.13. Cuantificaciéon de ARN

La Concentracion de ARN se cuantifico en el equipo i nf i ni t e, deebrinpndm I8
absorbancia de las muestras a 260 y 280 nm frente a un blanco de agua de grado molecular.
Asimismo, se considero la relacién A260/280 para estimar el grado de pureza de las muestras
de forma que un valor superior a 2 se considerd indicador de contaminacion con ADN

genoémico e inferior a 1.6 se considero indicativo de contaminacion con fenol y/o proteinas.

3.2.14 Eliminacion de ADN gendmico por tratamiento con DNAsal

Una vez cuantificado el ARN las muestras fueron tratadas con DNAsal |, para eso se agrego a
cada tubo 1 pl de enzima y 1 ul de buffer DNAsal | 10 x, y posteriormente los tubos fueron
incubados en un bloque térmico a 37 °C por 30 minutos. Una vez finalizado el tratamiento las

muestras fueron conservadas a -80°C hasta que se llevd a cabo la retro transcripcion.

3.2.15. Confirmacién de la eliminacion de ADNg mediante PCR 18s y electroforesis en gel
de agarosa

Para la confirmacion de la eliminacion del ADNg se realizé una PCR a tiempo final del gen 18s,

utilizando alicuotas pre y post tratamiento con DNAsal, posteriormente los productos de la PCR

se sembraron un gel de agarosa 1.5% y se corrieron 30 minutos a 100v.

Para esta PCR se utilizaron primers que se encontraban disponibles en la coleccion del
laboratorio. Los primers utilizados fueron los siguientes: Fw18sA4 - 5' ACC TGG TTG ATC
CTG CCAGT 3y Rv18sA4 -5 TCT CAG GCT CCC TCT CCG GA 3, los cuales aplifican un

producto de aproximadamente 500 pb.
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Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

Tabla 6 : Mix de reaccion para la PCR a tiempo final de 18s.

Componentes Volumen (pL)
dNTPs (10mM) 3
Fwi18sA4 (10uM) 15
Rv18sA4 (10uM) 15
10x PCR buffer 2.5
MgCl2 1
Agua Mili Q estéril 14
Taq Polimerasa 1

Tabla 7: condiciones de cilado de la PCR 18s.

Paso del ciclado Condiciones Repeticiones
Pre-desnaturalizacion del 95°C 1 minuto 1
ADN
Desnaturalizacion del ADN 95°C 30 segundos 40
Hibridacion 56°C 1 minuto 40
Extension 72°C 3 minutos 40
Extension final 72°C 7 minutos 1




3.2.16. Transcripcidn Reversa

Para la sintesis de ADN copia (ADNc) se utilizé la enzima RevertAid Reverse Transcriptase, el

siguiente protocolo fue llevado a cabo.

En un tubo estéril se mezclé 500 ng de ARN (5ul) con 1pl de oligo dT y cantidad suficiente de
agua grado molecular para alcanzar un volumen de 13 pl. Se incubé a 65°C por 5 minutos y
luego las muestras fueron enfiadas en hielo por 2 minutos. En otro tubo se prepar6 el mix de
reaccion con 4 pl de buffer RT, 2 pyl de dNTPs 10mM c/u y 1 pl de enzima RT, y el contenido de
este tubo se transfirié al primer tubo, se incubd 1 hora a 42°C y luego la enzima RT se inactivd

por calor a 70°C por 10 minutos. Las muestras de ADNc se conservaron a -20°C.

3.1.17. PCR real time

Cada reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 10pl, el mix de reaccién contenia
5.0 yl de 2x SYBER Green PCR Master Mix, 1 ul de ADNc, 0.3 ul de cada primer (10 mM c/u)
y 3.4 ul de agua libre de RNAsas. Los controles negativos sin molde consistieron en primers,
agua y 2X SYBER Green Master Mix, que se incluyeron para cada set de primers en cada

corrida.

Las condiciones de ciclado incluyeron una desnaturalizacién inicial a 95°C por 5 minutos,
seguida de 40 ciclos de: desnaturalizacion (10 s a 95°C), annealing (20s a 60°C) y extension
(15 s a 72°C). Para la curva de melting se programo el equipo para que midiera continuamente
la absorbancia en un rango de 60 a 95 °C con una velocidad de calentamiento de 0.11°C/s.
Par validar los primers se realizaron diluciones seriadas del ADNc en base 10: 1/20, 1/200,

1/2.000 y 1/20.000
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4. Resultados y discusién

4.1. Estudio de las cepas a utilizar: purezay viabilidad

Se descongelaron las 10 cepas detalladas en la tabla 1. Para ello, se tom6 una anzada de cada
crio tubo y se estri6 en placas de petri con medio MRS agar, las placas se incubaron 48 horas
a 37°C en jarra de vela (microaerofilia). Las cepas PE1, M2, P2, M.5.1 y M.3.1.1 fueron las
Unicas que presentaron crecimiento, de cada placa se picé una colonia aislada y se realizé una

tincion de gram.

Como se observa en la figura 4, todas las cepas presentaron coloracion violeta, lo cual indica
gue son bacterias gram positivas. Las cepas pertenecientes al género Lactobacillus M.51, P2 y
PE1 presentaron morfologia de bastones, para las cepas M2 y M3.1.1 del género
Enterococcus, se observé morfologia de pequefias esferas. Se confirmdé que las cepas
coinciden con la morfologia y coloracién esperada. Sin embargo, esto no implica la ausencia de
contaminaciones, ya que puede existir contaminacién cruzada con otras cepas con la misma
morfologia y coloracién. Ademas, debe tenerse en cuenta que el descongelado se realizd en
MRS, el cual es un medio selectivo para BALS, que contiene acetato de sodio, el cual, inhibe el
crecimiento de muchos microorganismos. Por lo tanto, para confirmar la pureza de los viales,
estos se deberian haber sembrado en un medio enriquecido que pudiera dar lugar crecimiento

a hongos u otras bacterias.
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Figura 4| Imagenes de microscopia 6ptica (aumento 100X) de: 1-Lactobacillus plantarum PE1 2-Lactobacillus
rhamnosus M.5.1, 3- Enterococcus faecium/faecalis M2, 4- Lactobacillus plantarum, 5 M3.1.1 Enterococcus

faecium/faecalis. Se realiz6 tincién de gram y las muestras se visualizaron empleando aceite de inmersion.

4.2 Estudio de las cepas a utilizar: curvas de correlacion

Con el objetivo de contar con una herramienta sencilla y rapida que permitiera determinar las
UFC/mL en una suspension, se construyeron curvas de correlacién. Se graficaron los valores
de absorbancia medidos para una serie de diluciones en base dos (Y2, Y, Ys, Y16, Y/32), €n
funcion de las colonias contadas en placas de petri en las que fueron sembradas utilizando el
método de la gota, diluciones seriadas en base diez, preparadas a partir de una de las
diluciones en base dos. A todos los graficos obtenidos se les agrego la linea de tendencia con
su ecuacion (y = a.x + b) y el coeficiente de determinaciéon R?, todas las curvas se realizaron

por duplicado.

Como se visualiza en la figura 2, para las cinco cepas, valores mayores de absorbancia se
correspondieron con recuentos bacterianos mas altos, indicando una proporcionalidad directa
entre la absorbancia y el nimero de UFC. Adema&s, en todas las curvas el coeficiente de

determinacién R? fue mayor a 0.99, indicando una tendencia lineal de los datos dentro de la
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curva. Para la determinacion del recuento bacteriano se realizé un promedio de las ecuaciones

obtenidas para cada cepa.

La cepa P2 (Lactobacillus plantarum) alcanzd los valores de recuento y absorbancia mas altos,

seguida de M.5.1 (Lactobacillus rhamnosus), M.3.1.1 (Enterococcus faecium/faecalis) y M2

(Enterococcus faecium/faecalis) respectivamente; la cepa PE1 obtuvo el recuento mas bajo,

pero valores de absorbancia relativamente altos, esto puede deberse a su morfologia y

tamafio.
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Figura 5 | Curva de correlaciéon de absorbancia a 595 nm y recuento (UFC/mL) para las cepas P2, PE1, M.5.1,

M.3.1.1, Cada curva se realizé por duplicado.
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Figura 5 cont. | Curva de correlacion de absorbancia a 595 nmy recuento (UFC/mL) para la cepa M2. Cada curva se

realizé por duplicado.

4.3 Estudio de las cepas a utilizar: crecimiento en medio 6ptimo vs medio de co-cultivo

Con el objetivo de evaluar el posible impacto del medio de co-cultivo en la capacidad de
crecimiento de las BALSs, se realizaron curvas de crecimiento en medio 6ptimo (caldo MRS) y
en medio de co-cultivo (DMEM alto en glucosa + 10 SFB + 1% Hepes), se sembrd por triplicado
cada bacteria en MRS y medio de co-cultivo, la absorbancia se midié cada 30 min por 12hs, los

resultados obtenidos se graficaron y se presentan en la figura 6.

En MRS todas las cepas presentaron curvas de crecimiento sigmoidales con fase lag, por lo
cual todas requirieron de una fase de adaptacién, en la que su crecimiento fue lento debido a
gue en este lapso las células comienzan a prepararse para duplicacion, lo cual requiere que
sinteticen moléculas necesarias para llevar a cabo este proceso. Las cepas de Enterococcus
presentaron fases lag mas cortas que las cepas de Lactobacillus; M2 y M.3.1.1 (Enterococcus)
presentaron una fase lag de aproximadamente 2 hs, mientras que las cepas de Lactobacillus

(M.5.1, PE1, P2) la fase lag fue de 5 hs.

La fase crecimiento exponencial en medio MRS fue variada, al igual que en la fase lag, las
cepas del género Enterococcus tuvieron una fase exponencial mas corta de aproximadamente

1.5 h, mientras que las cepas de Lactobacillus PE1 y M.5.1 fue de 2.5 hs, para P2 la fase de
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crecimiento exponencial comenzé a las 8 hs y se extendié hasta 12 hs. Como se observa en la
figura 6, solo la cepa M2 alcanzé la fase estacionaria, las cepas M3.1.1 (Enterococcus), PE1
(L. Plantarum) y M.5.1(L. rhamnosus) comienzan a reducir su velocidad de crecimiento y las 12
hs pareceria que comienzan a entrar en la fase estacionaria; La cepa P2 (L. plantarum) a las

12 hs continGia en fase de crecimiento exponencial.

Las curvas de crecimiento obtenidas en MRS son similares a las reportadas en bibliografia,
donde para los lactobacillus la fase lag se da entre 3-5 hs, la fase exponencial entre 3-7 hsy la
fase estacionaria comienza a las 12 hs y en algunos casos se alcanza a las 24 hs; para el caso
de los Enterococcus crecidos en MRS la bibliografia reporta fase estacionaria entre 1-2 hs,

crecimiento exponencial entre las 2-5 hs, y comienzo de la fase estacionaria a las 7 hs (45-49).

En medio de co-cultivo ninguna de las cepas present6 fase lag, pero la fase de crecimiento
exponencial es muy corta, y luego se alcanza una fase de meseta, donde se retrasa el
crecimiento, esto puede deberse a que los nutrientes se agotan rapidamente, algunas de las
bacterias luego de esta meseta presentan una nueva fase de crecimiento. M3.1.1 fue la Unica
cepa que presento una fase continua de crecimiento y alcanzé los valores de absorbancia mas
altos en medio de co-cultivo. Cabe destacar que los valores de absorbancia obtenidos en MRS
son hasta 10 veces mas altos que los obtenidos en medio de co-cultivo, teniendo en cuenta
esto y el comportamiento de los gréficos, podria concluirse que las bacterias creceran un poco

las primeras horas, pero luego se mantendran relativamente estables.

Las diferencias de crecimiento observadas podrian deberse a la composicién de cada uno de
los medios, MRS contiene 20 g/L de glucosa, mientras que el medio de co-cultivo 4.5 g/L.
Ademas, debe tenerse en cuenta que MRS es el medio 6ptimo para estas bacterias, ha sido
formulado para obtener el mejor crecimiento, por lo cual es de esperarse que las bacterias

crezcan menos.
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4.4 Deteccion de micoplasma en el banco de células HT-29

Las contaminaciones causadas por micoplasmas constituyen uno de los problemas mas
importantes y frecuentes cuando se trabaja con lineas y cultivos celulares, su presencia,
ademas de poner en riesgo la viabilidad del cultivo afectado, conlleva la obtencion de
resultados poco confiables. Por este motivo, se decidio realizar un control de contaminacion
con micoplasma al banco celular empleado en el desarrollo del presente trabajo. Para ello, se
realizé una PCR a tiempo final empleando cuatro primers 5’ (myco 5") vy dos
3'), con el objetivo de amplificar l a mayor
micoplasmas tienen las mismas secuencias en las regiones que hibridan los primers (50).
Ademas, se utilizé un control positivo, Micoplasma Bovis (510 pb) y un control interno (1000
pb). Se prepard 2 mix de PCR, uno con control interno (1/100) y otro mix sin control interno.

Los resultados obtenidos se observan en la figura 6.

100 pb

7 8 9 10 1112

Figura 7| Electroforesis en gel de agarosa 1.5% de los productos de PCR a tiempo final para la deteccién de
micoplasma. Muestras sin control interno: 1 y 7- Marcador de peso molecular #SM0331, 2- muestra sin diluir, 3-
muestra diluida 1/10, 4- muestra diluida 1/100, 5- control positivo, 6- control negativo. Muestras con control interno: 8-

muestra sin diluir, 9- muestra diluida 1/10, 10- muestra diluida 1/100, 11- control positivo, 12- control negativo.

Como se observa en la figura 6, para el mix sin control interno, la Unica muestra que amplifico
fue el control positivo, ni el control negativo, ni la extraccion del cultivo y sus diluciones
amplificaron.

Para el caso de las muestras del mix con control interno, este amplificé en todas las muestras,
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por lo cual, se pueden descartar problemas de mal funcionamiento del termociclador, de los
reactivos de la mezcla o de la presencia de inhibidores en la muestra que pudieran impedir la
amplificaciéon de los acidos nucleicos. Sin embargo, el control interno inhibié al control positivo,
que, si amplifico en ausencia de Cl, este fendmeno se debe a una competencia entre el Cl y el
control positivo por los primers, provocando una disminucion en el limite de deteccién del
ensayo y por tanto en la eficiencia de amplificacion. Para contrarrestar este problema deberian
realizarse diluciones seriadas del control interno y el control positivo, ensayarlas, y determinar

cual es la concentracién en que ambos amplifican simultdneamente en un mismo tubo.

Dados los resultados obtenidos, puede concluirse la ausencia de micoplasma en el cultivo.

4.5 Puesta a punto de los co-cultivos

Para contar con una plataforma de screening rapida, se opt6 por el uso de cultivos celulares en
placas de 12 pocillos, esto permite evaluar 4 condiciones por placa, obteniendo cantidad de
muestra suficiente para realizar extraccién de ARN y cuantificacion de la expresién de genes
de interés. Se evaluaron distintos pardmetros: crecimiento fuera de estufa con 5% COzq,

multiplicidad de infeccion, tiempo de incubacién y tiempo de manipulacion.

Como primer paso en la puesta a punto de esta plataforma de screening, se estudié si realizar
co-cultivos fuera de la atmosfera de 5% CO: podria representar un desafio adicional para las
HT-29, ademas se evalu6 el efecto del LPS en la viabilidad celular. Para llevar a cabo este
ensayo se sembrd en dos placas de 12 pocillos 2.5x10°. células/mL y se incubaron por 48 hs a
37°C en atmésfera con 5 % COz2, una vez transcurridas 48 hs, se retiré el medio de cultivo de
cada pocillo, se lavé con PBS 1x, y se adicion6 DMEM + 10% SFB + 1% Hepes a razén 1
mL/pozo, las placas fueron incubadas a 37°C por 24 hs dentro de un recipiente plastico
hermético con una vela, para simular condiciones de microaerofilia. A las 4,18 y 24 hs, se
descarté el medio de cultivo, las monocapa celular se lavd con PBS 1x, se tripsinizd, y se

realizé el recuento celular en camara de Neubauer y el calculo de viabilidad, por duplicado.
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Para ambas condiciones, los valores de recuento y viabilidad fueron muy similares. Como se
esperaba, el recuento celular aumentd con el transcurso del tiempo, y el agregado de LPS
tampoco afect6 el recuento celular. En lo que respecta a la viabilidad, esta se mantuvo estable
en cada condicién durante trascurso del ensayo, demostrando asi que las células pueden ser
cultivadas fuera del atmosfera de 5% CO2, adicionando 1% Hepes al medio de cultivo celular,
también se demostré que el LPS no representa un desafio adicional para el cultivo celular, ya
que los valores de viabilidad y recuento celular son muy similares a la condicion basal. Estos
resultados coinciden con los reportados en un estudio de la actividad inmunomoduladora de
cepas con potencial probiotico sobre células HT-29, las cuales fueron previamente estimuladas

con 100 ng/mL de LPS por 3hs y obtuvieron una viabilidad mayor al 95% (30).
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Figura 8] Promedio de recuento celular y viabilidad de las dos réplicas de cada tiempo (4,18 y 24hs) para HT-29 en

medio con Hepes 1% y HT-29 + 100ng de LPS en medio con 1% de Hepes. El recuento se realizé utilizando camara de

neubauer y se utilizé el método de exclusién de azul de tripan para evaluar viabilidad.
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Para determinar el nimero de bacterias a inocular sin que se comprometa la viabilidad de las
HT-29, primero se evalud la cepa M.5.1 L. rhamnosus utilizando una MOI de 50, las muestras
fueron colectadas a los tiempo de 4, 18 y 24 hs de co-cultivo. Como se muestra en la tabla 10,
la MOI de 50 provoco la muerte de las células HT-29 en todos los tiempos evaluados, por lo
cual se decidi6 disminuir la MOI a 10 y adicionar 50ug/mL de gentamicina 4hs de iniciado el co-
cultivo, se decidi6 que la adicion de antibidtico seria a este tiempo, ya que bibliografia
consultada reporta deteccion de expresion de génica en HT-29 incubadas con bacterias vivas
por 3hs (51, 52) y también 6hs (53), por lo cual pensando en un modelo rapido y sencillo se

decidié que las HT-29 serian incubadas con bacterias vivas por 4hs.

Las modificaciones realizadas al modelo inicial permitieron obtener células con una viabilidad
mayor al 90% los 3 tiempos de muestreo, pese a esto, la condicion con bacterias presentd
menor viabilidad y recuento que la condiciéon basal. Este efecto ha sido observado en algunas
investigaciones, las cuales sugieren que algin metabolito, proteina, o incluso ADN gendémico
de cepas muertas de Lactobacillus silvestres pueden exhibir actividad anti proliferativas en las

cultivos de HT-29 (54,55).

Ademas, en la evaluacion MOI 10 se realiz6 la incubacién en presencia/ausencia de LPS, con
el objetivo de simular una situacién de inflamacién previa al agregado de bacterias. Se observé
gue luego del agregado bacterias, a las 4 hs de la viabilidad se mantuvo superior al 80%, pero

posteriormente provocd la muerte de las HT-29 en los demas tiempos de muestreo.

Tabla 8: Resultados del co-cultivo utilizando una MOI de 50 y de 10 para M.5.1

4 horas 18 horas 24 horas
Recuento Viabilidad Recuento Viabilidad | Recuento | Viabilidad
(Células) % % %
Basal 6.41x10° 98 8.79x10 97 1.5x108 97
LPS 6.28x10° 95 9.1x10° 95 1.3x106cel 97
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4 horas 18 horas 24 horas
Recuento Viabilidad Recuento Viabilidad Recuento | Viabilidad
(Células) % % %
MOI 50 Células 0 Células 0 Células 0
M5.1 Muertas Muertas Muertas
Basal 4.5x10° 100 8.8x10° 100 1.4x10° 98
LPS 4.6x10° 99 8.9x10° 98 1.2x10° 100
MOI 10 4.4x10° 96 8.4x10° 94 9.6x10° 91
M5.1
MOI 10 4.4x10° 83 Células 0 Células 0
M.5.1 + Muertas Muertas
LPS

Posteriormente, se realizaron co-cultivos con las demas cepas para verificar que el modelo con
una MOI de 10 y el agregado de antibidtico a las 4 hs fuera viable para todas las cepas a

ensayar.

Al igual que para M5.1, en la condicion LPS + bacteria, para las cepas M.3.1.1, M2, P2y PE1,
no se obtuvieron células viables en los tiempos 18 y 24 hs. Debido a esto, se reevalud el
modelo que se estaba utilizando, ya que no permitia tener réplicas de cada condicién en cada
tiempo de muestreo, ademas el recuento de cada condicién en los tres puntos de muestre6
resulté muy tedioso y consumié mucho tiempo, por todo esto y en base a bibliografia que
reporta expresion génica en HT-29 luego del desafio con bacterias vivas entre 3hs y 6hs, se
decidi6 seleccionar el tiempo de co-incubacion de 4 hs en ausencia de antibiético para esta
plataforma de screening. De esta forma en cada placa se evallan por triplicado las cuatro

condiciones.
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Para estandarizar la plataforma se calculd el promedio del recuento de las placas a tiempo O
hs, el cual corresponde a las 48 hs después de que se sembraran 2.5x10° células/pozo, el
resultado obtenido fue 5.03x10°celulas por pozo. Posteriormente, se calculd el promedio de los
recuentos a las 4 hs para cada una de las condiciones, obteniéndose los resultados que se
presentan a en la tabla 12. Como se observa estos resultados no difieren mucho del resultado
de recuento inicial, por lo cual puede considerarse que en las primeras 4 horas el recuento casi
no varia, y asumirse que en todas las condiciones la cantidad de células por pozo seran

5.0x10°.

Tabla 9: Resultado del analisis de los recuentos y viabilidad a las 4 horas, para todas las condiciones

ensayadas.
Condicion Promedio de Coeficiente de promedio Coeficiente de
recuento desviacion (%) viabilidad (%) desviacion (%)
(células)

HT-29 5.2x10° 15.02 99.7 0.76
HT-29 + LPS 5.02x10° 15.01 98.4 2.1
HT-29 +PE1 4.4 x10° 12.5 97.5 3.5

HT-29 + M.5.1 4.8x10° 11.79 96 0.0
HT-29 + M2 5.19x10° 5.72 97.5 0.725
HT-29 + P2 5.4X10° 5.24 95 1.5

HT-29 + M3.1.1 5.2X10° 5.44 93 1.5

Por lo cual el modelo de co-cultivo final corresponde a una placa de 12 pocillos con 5x10°
células por pozo, en los cuales se siembra por triplicado las 4 condiciones a evaluar: basal,
100ng/pozo LPS, bacteria MOI 10 (5.0x10® UFC/pozo), LPS 100ng/pozo + 5.0x10° UFC/pozo,
la placa es incubada por 4 hs, posteriormente, la monocapa celular de cada uno de los pocillos
es despegada, centrifugada y el pellet es congelado instantdneamente en nitrégeno liquido y

conservado a -80°C hasta la extraccion de ARN.
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4.6 Puesta a punto de la extraccién de ARN

Luego de la incubacién de las células HT-29 en las diferentes condiciones evaluadas, se
procedio a la extraccion de ARN por medio del uso del reactivo comercial TRIzol™, para ello se
llevaron a cabo dos protocolos, el primero siguiendo las instrucciones del fabricante y el
segundo el desarrollado por Benjamin Zhagi (55) el cual corresponde a una modificacion el
protocolo del fabricante, agregando un paso adicional de separacion de fases con cloroformo y
una precipitacion con acetato de sodio 3M a pH 5.2 con congelado a -80°C overnight para
favorecer la precipitacion del ARN. Luego de la extraccion las muestras fueron cuantificadas y

se obtuvo la relacién 260/280 nm usando el equipoi nf i ni t e 200pr o™

El ARN obtenido a partir de las muestras a las cuales se les realizé la extraccién siguiendo el
protocolo de fabricante no fueron de buena calidad, la relacion 260/280 nm resulté menor a 1.6
indicando la presencia de fenoles, los cuales son capaces de inhibir a las enzimas que se
pretenden utilizar en pasos posteriores como la retro transcripcion y la PCR real time. Los

resultados de la cuantificacion se detallan en la tabla 10.

El principal problema con este protocolo fue la pequefia cantidad de células en la muestra, lo
gue luego del agregado de cloroformo y centrifugado resulté en una interfase poco definida, la
cual dificultd la extraccién de la fase acuosa, ademas en los pasos posteriores fue muy dificil

obtener un pellet visible, lo cual llevé a la pérdida de muestra.

Segun reporta el fabricante de TRIzol™ p cada 1x10° células epiteliales se deberia obtener
entre 8-15 ug de ARN (56). Teniendo en cuenta que se estandarizé la concentracion celular en
5.0x10° cel./pozo, si multiplicamos las concentraciones de ARN obtenidas por el volumen total
(50 pL), la cantidad de ARN obtenida es mayor que la reportada, superando los valores de
rendimiento especificados por el fabricante. Ademas, si consideramos la relacion 260/280 nm
obtenida menor a 1.6 queda en evidencia la presencia de fenoles y/o proteinas en las
muestras, por lo cual, se puede afirmar que la cuantificacion est4 sobreestimada, y este
fendmeno puede deberse también a degradacion del ARN, ya que los nucleétidos libres

aumentan el valor de absorbancia.
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Tabla 10: Resultados de la cuantificacion por espectrofotometria del ARN empleando el protocolo del

fabricante.

Muestra Concentraciéon ng/ul Relacién 260/280 ARN total (ug)
HT-29 321,84 1,52 16,092
HT-29 247,28 1,55 12,364

M2 418,48 1,57 20,924

M2 203,44 1,6 10,172
M.5.1 223,36 1,51 11,168
M.5.1 562,48 1,54 28,124
HT-29 + LPS 202,72 1,49 10,136
HT-29 + LPS 449,76 1,58 22,488

El ARN obtenido por el protocolo modificado, fue muy puro, con una relacion 260/280 promedio
de 2, los resultados obtenidos se detallan en la tabla 11. Si bien este protocolo es més largo, el
hecho de utilizar un doble paso de cloroformo permite eliminar los rastros de fenoles que
pudieron haberse arrastrado desde el paso de separacion de fases, permitiendo obtener ARN

libre de inhibidores.

Cabe destacar que los resultados de cuantificacién son previos al tratamiento con DNAsal |,
por lo cual el pequefio rastro de ADN gendmico que puedan contener las muestras sera

eliminado en un paso posterior.

La cantidad de ARN obtenido varié segun la condicién, esto puede deberse a que no se hayan
despegado todas las células de la monocapa cuando se realiz6 el muestreo o que se haya
perdido muestra durante la extraccién. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que para los
pasos posteriores se utilizan cantidades iguales de ARN para cada condicién, con el propdsito
de evitar la sobreestimacion de la expresion génica por diferencias en las cantidades de ADNc

utilizado como molde.

A excepcién de las condiciones de incubaciéon con M.5.1 (L. rhamnosus) y M3.1.1

(Enterococcus faecium), la cantidad de ARN total obtenido para demés condiciones esta dentro

54



del rango reportado, si consideramos que para 5x10° células se esperaria obtener la mitad que
para 1x10° células, es decir, entre 4 y 7,5 ug de ARN. Si multiplicamos las concentraciones

obtenidas por el volumen final (50 pl), se obtiene la cantidad de ARN total por tubo.

Tabla 11: Resultados de la cuantificacion por espectrofotometria del ARN extraido por medio

del protocolo modificado.

Muestra Concentracién ng/pl | Relacion 260/280 | ARN total (ug)
HT-29 149,68 2,03 7,484
HT-29 +LPS 133,67 2,03 6,684
HT-29 + M2 178,23 2,02 8,912
HT-29 + P2 85,84 2,00 4,297
HT-29 + M.5.1 65,01 1,99 3,250
HT-29 + M.5.1 + LPS 115,6 2,06 5,780
HT-29 + PE1 154,8 2,03 7,740
HT-29 + M.3.1.1 46,28 2,04 2,314

Dados los resultados obtenidos se decidié no utilizar el protocolo del fabricante, y por lo tanto

emplear el protocolo modificado.

4.7 Eliminacion de ADN gendmico en el ARN extraido

Una vez cuantificado el ARN, las muestras fueron tratadas con DNAsal |, se tom6 una muestra
previo al tratamiento y otra post tratamiento, y se utilizaron como molde para llevar a cabo una

PCR del gen humano 18s con el objetivo de comprobar que el ADNg haya sido eliminado.
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Figura 9| Productos de PCR 18 s para la deteccién de ADN genémico en las muestras de ARN pre y post
tratamiento con DNAsal. Muestras pretratamiento: Carril 1: HT-29, Carril 2: HT-29 + M2, Carril 3: HT-29 +P2,
Carril 4: HT-29 +PE1, Carril 5: HT-29 + M.5.1, Carril 6 HT-29 + M.3.1.1, Carril 7: control positivo ADN g, Carril
8: control negativo (agua). Muestras post tratamiento: Carril 9: control positivo ADNg, Carril 10: control
negativo (agua), Carril 11: HT-29 + M.3.1.1, Carril 12: HT-29 + M.5.1, Carril 13: HT-29 +PE1, Carril 14: HT-29
+P2. Carril 15: HT-29 + M2. Carril 16: HT-29.

Como se observa en la figura 9, las muestras de ARN extraido presentaban un contenido leve
de ADNg, ya que hay amplificacion, luego del tratamiento con DNAsal no se observa
amplificacién, solo del control positivo. Dados los resultados obtenidos puede concluirse que el
tratamiento con DNAsal funciond, y las muestras estan en condiciones para ser utilizadas en la

PCR real time.

4.8 RT-qPCR

Una vez se eliminé el ADN gendémico de las muestras de ARN, se realizé la retro-trasncripciéon
de las mismas, a partir del ADN copia generado se realizaron diluciones seriadas en base 10

gue se utilizaron como molde para llevar a cabo PCRs real time.

En primera instancia se utilizaron primers que se habian disefiado al comienzo del proyecto

listados en la tabla 12.
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Tabla 12: lista de primers disefiados al comienzo del proyecto, para el disefio se utilizé el

programa snap gene.

Gen

Secuenciadel primer

Amplificado
(pb)

Tm°C

IL-10

Forward:
ATATAAGCTTAAAGAAGGCATGCACAGCTC

Reverse:
ATATGGATCCAAGCATGTTAGGCAGGTTGC

152

59

IL-8

Forward:
ATATAAGCTTACATACTCCAAACCTTTCCACCC

Reverse:
ATATGGATCCCAACCCTCTGCACCCAGT

161

60

IL-6

Forward:
ATATAAGCTTCATCCTCGACGGCATCTCAG

Reverse:
ATATGGATCCTCTGCAGGAACTGGATCAGG

310

57

TGF-B

Forward:
ATATAAGCTTGCTGCTGTGGCTACTGGTGC

Reverse:
ATATGGATCCCATAGATTTCGTTGTGGGTTTC

334

57

TNFa

Forward:
ATATAAGCTTTCTCGAACCCCGAGTGACAA

Reverse:
ATATGGATCCTATCTCTCAGCTCCACGCCA

144

61

hBD1

Forward:
ATATAAGCTTCTCTGTCAGCTCAGCCTC

Reverse:
ATATGGATCCCTTGCAGCACTTGGCCTTCCC

299

52

GAPDH

Forward:
ATATAAGCTTGGAAGGTGAAGGTCGGAGTC

Reverse:
ATATGGATCCTCAGCCTTGACGGTGCCATG

204

61

RPL27

Forward:
ATATAAGCTTTCGCCAAGAGATCAAAGATAA

Reverse:
ATATGGATCCCTGAAGACATCCTTATTGACG

141

52

ACTB

Forward:
ATATAAGCTTAGCACGGCATCGTCACCAACT
Reverse:
ATATGGATCCTGGCTGGGGTGTTGAAGGTCT

200

62
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Para estos primers, las curvas obtenidas no fueron las deseadas, como resultado, la eficiencia
obtenidas oscilaban entre 2.4 - 3. Dado que SYBR Green es un fluoroforo no especifico que
detecta ADN doble hebra, las eficiencias mayores 1 generalmente son resultado de dimeros de

primers o amplificaciones inespecificas (58).

Las curvas de melting se afiadieron al final de cada ensayo, ya que permiten evaluar la
especificidad de los primers, por lo cual, para verificar si la presencia de dimeros era la causa
de las eficiencias mayoreas a 1, se analizaron las curvas de melting, un ejemplo de los

resultados se muestra en la figura 10.

Figura 10| Analisis de la curva de melting de IL 10. Se utiliz6 el equipo Rotor-Gene Q y el Software 2.1.0.9; la corrida
fue de 3 etapas + melting

Como se observa en la figura 10, se confirmdé la presencia de dimeros de primers, ya que se
obervan tres picos, cuando idealmente se esperaria obervar un solo pico. La presencia de
picos a temperaturas menores a 78°C puede indicar formacion de dimeros de primer en la
reaccion o alternativamente productos de aplificacion no especificos mas pequefios (44). Por lo
tanto, en la figura 10, se podria suponer que el primero pico corresponderia a los dimeros, y el

segundo y tercer pico a productos de PCR, ya que se requiere una temperatura mayor para

separar la doble hebra de ADNy que SYBER Gr e,edejand easi tesamiirl t e

fluorescencia. Para confirmar aplificaciones inespecificas y formacion de dimeros de primers,

basta con realizar una electroforesis en gel de agarosa de los productos de la real time.
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Pese a los resultados desfavorables obtenidos en la real time, se decidi6 realizar una PCR a
tiempo final para IL6, IL8 e IL10 usando las muestras: HT-29 , HT-29 +M2, HT-29 + P2, HT-29
+ PE1, con el objetivo de evaluar expresion de algunos de estos genes, y ademas visualizar
amplificaciones inespecificas y/o dimeros de primers. El tamafio del producto esperado para
IL6 era de 310pb, para IL8 152 pb, y para IL10 171pb. Los resultados se muestran en la figura

11.
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Figura 11| Gel de agarosa 1.5% (TAE 0.5X) Visualizacion de los productos de PCR de IL6 (carril 2 -6), IL8 (carril 8-
11), IL10 (Carril 13-16). Sembrado del gel: Cariiles 1,7 y12 = Marcador de peso molecular SM0331, Carril 2: HT-29,
Carril 3: HT-29 + M2, Carril 4: HT-29 +P2, Carril 5: HT-29 + PE1, Carril 6: Control negativo (agua). Carril 8 HT-29,
Carril 9: HT-29 + M2, Carril 10: HT-29 +P2, Carril 11: HT-29 + PE1. Carril 13: HT-29, Carril 14: HT-29 + M2, Carril
15: HT-29 +P2. Carril 16: HT-29 + PEL1. Carril 17: Control neaativo.
Como se observa en la figura 11, para los 3 genes evaluados se observan dimeros de primers.
Ademas, para IL6 no hubo amplificacién, lo cual no quiere decir que no haya expresion, sino
gue tal vez este ensayo no es lo suficientemente sensible como para detectarlo. Para IL8 e
IL10 en todas las muestras se observa amplificacién de productos con el tamafio esperado, lo

cual indicaria expresion de estos genes, sin embargo, cabe destacar que solo se sembré el

control negativo de IL8 por falta de disponibilidad de pocillos.

Para tratar de disminuir la formacién de dimeros de primers, se redujo la concentracién de
estos en el mater mix utilizado, y se llevaron a cabo nuevas corridas de PCR real time (no se
muestran los resultados). Desafortunadamente, éstos dimeros siguieron formandose, por lo
cual, se decidio disefiar nuevos primers. Para llevar a cabo esto, las secuencias de los ARNm
se obtuvieron de la base de datos de NCBI. A partir de estas secuencias, los primers se
disefiaron utilizando la herramienta PrimerBlast — NCBI. Para el disefio de los primers se

tuvieron en cuenta los siguientes criterios:
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- Los primers deben tener un largo de entre 20pb — 30 pb.

- La temperatura de annealing (temperatura a la cual los primers hibridan con la

secuencia de ADN) debe ser aproximadamente 60°C.

- Preferentemente deben comenzar y/o terminar con G o C para favorecer la hibridacion.

- El contenido GC debe ser entre 40% — 60 %.

- La secuencia del primer no debe contener cuatro o mas nucledtidos repetidos
consecutivamente. Adicionalmente tampoco debe contener muchos G o C
consecutivos, ya que esto puede disminuir la eficiencia del primer debido a la formaciéon

de horquillas.

- La secuencia del primer no puede ser palindrémica (es decir, que no puede leerse igual

de 5’ a 3’ agbe )de e3 tqoe fanse hgnadineeroe vi t ar

- Preferentemente el fragmento a amplificar no debe superar las 200 pb.

- De la lista de primers disefiados por el programa, seleccionar aquel que amplifique una
regién cercana al extremo 3 ' del ARNMmM. El motivo radica en q
utiliza primers oligo dT, los cuales hibridan con las colas Poli-A que se encuentran en el
extremo 3. Por |l o tant o, S i por algun motivo
interrumpe o la secuencia del ARNm es muy larga, es mas probable que el cDNA
generado contenga la regién de interés si los primers hibridan mas cerca del extremo

3 1

Los primers disefiados se muestran en la tabla 13.
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Tabla 13: Lista de primers re-disefiados

Gen Secuencia del primer Amplificado [ Tm
(pb) (°C)
Forward: 5’ TGGGCTTGGGG 100 62

IL-10 Rever =G&GGGAAST'CCCTCCGAGACAC(
Forwar d: 5’ AACTGGGTGCA 112 61

IL-8 Rever G&C.TTEGAAGTTTCACTGG(

Forward: 5’ TTACAGGGAGAGGGAG
IL-6 Reverse:5 TTCTCTTTCGTTCCCGGT 132 61

Forward: 5’ CCAGAAGGCCAGACAA
IL-12 Reverse: 5’ GCCAGGCAACT 180 60

TGF-B 1 For waGAGAA'GAACTGCTGCGTC
Reverse: 5’ TCCAAATGTAG 124 61

TNF-a 1 Forwar d: 5’ GCAAGGACAGC
Reverse: 5” TGTGGCGTCT 78 62

hBD1 Forwar d: 5’ TCTGCCTGCCCC
Reverse: 5’ CTGGTCACTCC 84 62

GAPDH Forwar d: 5’ GGTGACTAACC
Reverse: 5” GCCTCGCTCCACCT 71 62

ACT- Forward: 5 ACAGAGCCTCG
Reverse: 5’ GAGGATGCCTC 250 62

RPL 27 Forwar d: 5’ CGAGACTCAG
192 62

Reverse: 5’ GCGATCTGAGG
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Una vez se recibieron los nuevos primers, se inicid la validacion de estos, para ello se
realizaron diluciones seriadas (1/1, 1/20, 1/200, 1/2000 y 1/20.000) del ADNc de HT-29, que se
utilizé como molde para las corridas de real time, se comenzé por IL-10 y Beta actina, para
evaluar eficiencia de un gen target y un gen normalizador. Los resultados obtenidos para IL 10

se muestran en la figura 12, 13 y 14, y los resultados de beta actina en la figura 15, 16 y 17.

Tanto como para IL-10 como para Beta actina, se obtuvieron curvas de eficiencia muy cercana
al 100 %, curvas de melting sin dimeros, por lo cual el re-disefio de primers fue una decisién
acertada. Par a ambos genes, en | as curvas de mel
podria deberse a una pequefia formacion de dimeros de primers, esto podria eliminarse

disminuyendo la concentracion de primers en el master mix.
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Figura 12| Grafico de las curvas amplificacion de IL 10 de las diluciones seriadas de ADNc de HT-29,
en escala lineal.Se utilizé el equipo Rotor-Gene Q y el Software 2.1.0.9; la corrida fue de 3 etapas + melting
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Figura 13| Ct vs Log(concentracién). Curva de eficiencia de la reaccién para las diluciones seriadas de
ADNc wutilizando | os primers de | L 10. lAaalyssiidei en
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Figura 14| Analisis de la curva de melting de los nuevos primers de IL-10. Se utilizé el equipo Rotor-Gene Q
y el Software 2.1.0.9
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Figura 17| Analisis de la curva de melting del nuevo juego de primers de Beta actina. dF/dt vs Se utiliz6 el equipo
Rotor-Gene Q y el Software 2.1.0.9
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4.9. Perspectivas a futuro

En primer lugar, seré necesario validar los nuevos primers, para eso se deberan realizar curvas
estandar con diluciones seriadas 1/10 y por lo menos 5 puntos, cada punto se debe realizar por
triplicado. Luego se examinara la pendiente de la regresion lineal de la curva para determinar la

eficiencia, es decir que se graficard Ct vs Log (concentracion).

Ademas, también se deben realizar las curvas de melting, en donde por cada primer solo se
deberia observar un pico definido, correspondiendo al producto deseado, para verificar que la
reaccion este siendo especifica, se puede realizar una electroforesis en gel de agarosa del

producto de PCR.

Una vez que se validen todos los primers, serd necesario escoger el gen de expresion
constitutiva que se utilizara para relativizar los resultados de cuantificacion. Para ello, tomando
cantidades iguales de ADNc se analizaran las diferentes condiciones del ensayo (basal, LPS,
bacteria, LPS + bacteria) para cada uno de los genes candidato: GAPDH, ACTB, h DB1, RPL
27, y se evaluara la variabilidad en cantidad de Ct entre las muestras. El gen que presente

menor variacion sera seleccionado como gen normalizador,

Posteriormente se evaluaria la expresion de las citoquinas para tratar de discernir el tipo de
respuesta que se esta generando en cada condicion y compararlo con la bibliografia reportada,
aunque se debe tener en cuenta que la respuesta es especifica de la cepa, y al tratarse de
cepas aisladas de fuentes nativas, este estudio estaria generando los primeros datos para

estas cepas.

Cabe destacar que este modelo puede utilizarse no solo para estudiar la respuesta de las HT-
29 a bacterias, sino que ajustandolo podrian evaluarse otro tipo de microorganismos o
compuestos. Ademas, ya que los primers han sido disefiados para la amplificacién de genes

humanos, una vez validados podrian utilizarse para cuantificacion de expresion génica de
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cualquier otra muestra de especie humana, por lo tanto, permitirian el estudio de procesos

inflamatorios en otros tejidos.

Como puntos a mejorar, podria evaluarse complejizar el modelo ya que, la falta de
consideracién de esta variabilidad de microbiota puede limitar ain mas la capacidad predictiva
del modelo (40-41). Por lo tanto, existe la necesidad de explorar modelos in vitro mas sensibles
y discriminatorios, considerando la complejidad de la microbiota, para desarrollar plataformas

de seleccién con una mayor capacidad de predecir la respuesta in vivo.

Ademas de lo mencionado anteriormente, la evaluacién de la expresion de gen NF-kB podria
aportar datos interesantes, ya que los antigenos microbianos al ser reconocidos por los TLRs
desencadenan una cascada de sefiales, llevando a la liberacion del factor nuclear de cadena
liviana kappa (NF-kB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), el cual
activa una variedad de genes que codifican para quimioquinas, citoquinas, y otros efectores de
la respuesta inmune (11). En un modelo de lineas celulares reporteras, NF-kB ha demostrado
gue puede ser activado por sefiales como TNF-a , -1IBL (65®),Sor lo tanto, evaluar este

gen podria ayudar a elucidar el tipo de respuesta y/o sefial que las HT-29 generan.
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5.0 Anéalisis econémico

Ya que para este modelo de screening se requiere que las células sean sembradas 48 hs antes
de iniciar los co-cultivos, estos se podran realizar 3 veces por semana, 2 placas por vez.

Los lunes, martes y miércoles se siembran 2 placas de 12 pocillos con 5.0x10° células/pozo.
Los miércoles se realizan los co-cultivos con las células sembradas los lunes, los jueves con
las células sembradas el martes, y el viernes el co-cultivo con las células sembradas el

miércoles.

En una placa se evaltan las condiciones: basal, LPS, LPS + bacteria X y bacteria X, en una
segunda placa se siembran: bacteria Y, LPS + bacteria Y, bacteria Z, LPS + bacteria Z (todas
la condiciones por triplicado). Por lo cual, por co-cultivo se evallan 3 cepas bacterianas.
Entonces, si se evallan 3 bacterias por co-cultivo, serian 9 cepas por semana (3 cepas/co-
cultivo *3 veces a la semana), lo que permite evaluar 36 cepas por mes (9 cepas semanales * 4

semanas).

Haciendo un estimado de los gastos de los reactivos de cultivo celular, para poder contar con la
cantidad de células necesarias, aproximadamente 40x108 cel por semana (5.0x10° cel/pozo *
12 pocillos *2 placas * 3 veces a la semana =36x10° células + 4.0x10° para mantenimiento del

cultivo), implicaria el uso de 3 botellas de cultivo T-75 por semana.

El medio de cultivo necesario para un botella T-75 es de 13 mL, por lo cual , se requiere 36 mL
para el cultivo, pero, ademas el medio se cambia 1 vez por semana, entonces se requieren
otros 36 mL de DMEM + 10 % SFB, lo que da un total de 72 mL de medio DMEM +10% SFB,
ademas, cuando se tripsinizan las T-75 se necesita 3mL/ botella de DMEM +10%SBF para la
neutralizacién de la tripsina (9 mL en total), entonces, para el mantenimiento semanal de las

células se requiere un total de 81 mL de DMEM +10% SBF.

Para el sembrado en las placas se requerird 72 mL de DMEM + 10% SBF (1 mL/pozo *12

pozos * 2 placas * 3 veces a la semana), el cual a las 48 hs es sustituido por DMEM + 10%
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SBF + 1% hepes; por lo cual se requiere otros 72 mL , y 14.4 mL para inactivacion de tripsina
en la placa (0.2 mL/pozo *12 pozos *2 placas *3 veces a la semana). Es asi que, la cantidad
total de DMEM + 10% SFB que se requiere por semana para los co-cultivos es de 250 mL (240
mL +10 mL de margen), por lo cual, es % botella (500mL) de DMEM (225 mL sin SFB) por

semana, en un mes se consumen 2 botellas (1/2 *4).

Ya que el medio se suplementa con un 10% de suero fetal bovino, serian 25 mL por semana, lo
gue en un mes seria 100 mL, que equivale al volumen de 1 botella de SFB. Ademas, cuando
se trabaja fuera de estufa con ambiente de CO2, se adiciona hepes 1%, por mes serian 5 mL
(el 1% del volumen medio + margen (72 mL por semana * 4 semanas + 14.4 mL por semana *

4 semanas)), lo que equivale a ¥ botella al mes.

Ademas, también se utiliza tripsina para despegar las células de la botella y de la placa. Para
una botella T-75 se utiliza 1.5 mL/botella, 18 mL al mes (1.5 * 3 botellas * 4 semanas), para las
placas por mes se utiliza 28.8 mL (0.1ml/pozo *12 pozos * 2 placas * 3 veces a la semana * 4
semanas), por lo tanto, al mes se requieren 50 mL de tripsina (47 mL + 3 mL de margen), lo

gue equivale a %z botella al mes.

Gastos mensuales del cultivo celular: DMEM 1000mL, 100mL SFB, 50mL tripsina, 5 mL hepes
+ 12 botellas T-75 + 24 placas 12 pocillos.

Gasto = 26 USD (2 botellas DMEM HPSTA, 500mL c/u) + 32 UDS (1 botella. 100 mL SFB
Capricorn Scientific) + 6 USD (Hepes, 23 UDS 20 mL, Bioreagent) + 7 USD (tripsina edta,14
USD 100mL) + 88 USD 24 placas 12 pocillos (264 USD, 72 placas) + 16 USD 12 botellas T-75

(160 usd, 120 botellas) = 175usd / 36 Cepas= 4.85 USD/ cepa (60-65)

Como paso posterior al co-cultivo, se debe realizar la extraccion del ARN, lo mejor seria utilizar
un kit, ya que es un método mas simple y rapido, incluye el paso de tratamiento con DNAsal, v,
ademas, le evita al usuario el manejo de solventes organicos toxicos. Se eligio el Kit Quick-

RNA Microprep Kit Zymo® research, de 200 reacciones que tiene un precio 675 UDS (66), el
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costo unitario por reaccion seria 3.4 USD, lo cual por co-cultivo seria 81 USD (24 muestras por

co-cultivo), como se evallan 3 cepas por co-cultivo, el costo de cada cepa seria 27 USD.

Para la retro-trasncripcion, se eligio el kit de transcripcién inversa de ADNc de gran capacidad
de 200 reaccionesde Appl i ed Bi ,cenwurs dostondalMte 443 USD (67), el costo por
reaccion seria de 2.22 USD. Por lo cual por cocultivo el costo seria de 53 USD, por lo cual el
costo por cepa seria de 17.70 USD. Se eligié este kit ya que el procedimiento es rapido y

contiene todos los componentes necesarios para una transcripcion inversa rapida y eficiente.

Para la real time se propone utilizar el Kit real time Maxima sybr green de 200 reacciones, que
tiene un precio de 184 USD (68), lo cual seria 0.92 USD por reaccion. El costo del co-cultivo
seria de 22 USD, siendo 7.36 USD el costo por cepa. Ademas, también se requieren primers,
cada set cuesta 25 USD (69), ya que son 10 genes para evaluar, el costo total de todos los
primers es 250 USD, segun el proveedor se puede llegar a realizar hasta 1000 reacciones (69),
por lo cual el costo por reaccion seria de 0.25 USD, generando un costo de 6 USD por co-

cultivo, es decir 2 USD por cepa.

Los gastos en honorarios para el operario se calculan 1000 USD mensuales (1000 USD / 36
cepas) = 28 USD por cepa. En resumen, para evaluar una cepa por triplicado en este modelo
de screening in vitro de dos condiciones (presencia/ausencia de LPS) el costo es de 87 USD

(28 + 2 + 7.36 + 17.70 +27 +4.85 = 87 USD).

Un modelo in vivo tiene un costo estimado de 8 USD por animal por lo que si se quisiera
evaluar una cepa en dos condiciones (condicién sin estimulo e inflamatoria) y el grupo control,
considerando 10 animales por grupo tenemos un costo de 2400 USD. Luego se suman los
costos de la determinacibn de citoquinas (segun lo detallado anteriormente) serian
aproximadamente, 51 USD para extraccion de ARN (3.4 *15), 33 USD para la retro-
trasncripcion (2.22 *15), 14 USD en reactivos real time y 3.75 USD en primers, lo que da un

total de 342 USD por cepa.
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6. Conclusioén

Se logré poner a punto una plataforma de co-cultivos de HT-29 con bacterias &cido-lacticas. El
modelo validado consiste en una placa de 12 pocillos con 5.0x10° células/pozo, en la cual se
inoculan cuatro condiciones por triplicado (basal, LPS, bacteria, LPS + bacteria) y se incuban 4
hs. Se detrminé que una MOI de 10 y un tiempo de incubaciéon de 4 hs son las condiciones
adecuadas para este modelo porque reduce el tiempo de espera para el operario, permitiendo
un mayor procesamiento de muestras semanal. Durante las 4 hs de co-cultvo, la viabilidad de
las células HT-29 se mantuvo por encima del 90%, con un coeficiente de variacién entre

0.25% - 3.5 %.

El protocolo de extraccion de ARN se puso a punto y se logré obtener ARN de alta calidad, los
residuos de ADN gendmico fueron eliminados con tratamiento de DNAsal, obteniendose asi un

material de partida de buena calidad para realizar RT-qPCR.

Una vez que los nuevos primers disefiados sean validados, pueden ser utilizados para la
evaluacion del perfil de citoquinas expresadas en ésta y en otras lineas celulares. Por lo cual,
la plataforma de screening disefiada puede ajustarse a otros modelos o investigacién de

procesos inflamatorios en los que se pretenda utilizar células humanas.

En comparaciéon con un modelo animal, esta plataforma in vitro demostré que puede permitir la

evaluacion simultanea de 3 cepas a un costo 4 veces menor.
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