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INTRODUCCION

El tracto gastrointestinal alberga una poblacion microbiana diversa y abundante por lo que
su epitelio estd continuamente expuesto a la microbiota comensal, patdgenos y antigenos
de la dieta, formando una barrera entre el hospedador y el ambiente digestivo. El sistema
inmune innato constituye la primera linea de defensa que impide la invasién y diseminacién
de los patégenos. Las células de este sistema reconocen un patrébn molecular comuin vy
constante de la superficie de los microorganismos a través de los receptores reconocedores
de patrones, como los receptores tipo Toll (TLRs). Estos son proteinas transmembrana
altamente conservadas a través de la evolucion, que desempefian tres funciones basicas
frente a la respuesta inmune innata, i) detectando la presencia y reconociendo el tipo de
patégeno en funcion de su inmunégeno estimulador, ii) generando una respuesta
instantanea frente al patdgeno vy iii) estimulando el desarrollo de una respuesta adaptativa
permanente y mas eficaz (Rakoff-Nahoum et al., 2004). Los componentes de la microbiota
juegan un papel crucial en el desarrollo postnatal y activaciéon del sistema inmune. Podrian
ser de especial relevancia en las primeras etapas del desarrollo del rumen cuando se
produce la colonizacién microbiana y se ensamblan los distintos nichos ecol6gicos
(Malmuthuge et al., 2012). Se ha sugerido que existe una co-evolucién entre la microbiota y
el sistema inmune del hospedador contando ambos con similares mecanismos de
diversificacion y seleccion (Tlaskalova-Hogenova, et al., 2004). Recientemente Abecia et al.
(2013) han mostrado que intervenciones nutricionales aplicadas en las primeras semanas de
vida modulan la colonizacién microbiana del rumen en desarrollo y que, en gran medida, los
efectos permanecen en el animal adulto, abriendo la posibilidad de programar el ecosistema
microbiano del rumen en la fase adulta mediante la modificacion de dicho ecosistema en
edades tempranas. Sin embargo, se desconoce hasta qué punto el sistema inmune innato
del animal determina la tolerancia de la poblacién microbiana simbionte que se pueda
establecer inicialmente en el rumen.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la expresion de los TLRs en el epitelio ruminal de
cabras durante los primeros 28 dias de vida criadas con dos sistemas de lactancia
diferentes (maternal vs. artificial) que promovieron un patrén de colonizacién microbiana
distinto (Abecia et al., 2014).

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron 24 cabras Murciano Granadinas gestantes de dos fetos. Se alojaron
individualmente (1,7x1,2 m) con acceso libre al agua y alimentadas una vez al dia con heno
de alfalfa ad libitum y con 600 g/d de concentrado administrados dos veces al dia. Tras el
parto, uno de las crias permanecié con la madre y la otra fue inmediatamente separada y
alimentada durante 2 dias con calostro del grupo de madres y después con lacto-
reemplazante (Sello azul, Lemansa, Le6n). Ambos grupos tuvieron libre acceso a heno de
alfalfa y concentrado desde su nacimiento. Los animales se pesaron semanalmente. Se
sacrificaron grupos de 4 chotos de cada uno de los sistemas de alimentacién a los 3, 5, 7,
14, 21 y 28 dias de vida y se tomaron muestras del epitelio ruminal y tras el lavado con
0,01M solucion de salina (pH 6,8) se guardaron con solucion RNAlater (Qiagen)
estabilizadora y congelaron a -80 °C. Posteriormente las muestras se homogeneizaron con
el reactivo TRIzol (ambion, Madrid) siguiendo las instrucciones del fabricante para la
extraccion de ARN. El homogeneizado se precipitdé en las columnas del kit RNeasy Mini
(Qiagen), se trato con el Set RNase-Free DNase (Qiagen) y se eluyé en 50 pL de volumen.
La integridad del ARN se midié en un equipo Bioanalyzer 2100 (Agilent).

El ARN extraido se transcribié inversamente usando el kit QuantiTect Reverse Transcription
(Qiagen) siguiendo el protocolo del fabricante. EI ARN se usé como molde para la
evaluacion por PCR cuantitativa de la expresion de los genes que codifican los 10 tipos de
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TLR descritos para bovino en el epitelio ruminal usando cebadores especificos
(Charavaryamath et al., 2011) y empleando como gen de referencia la p-actina
(Malmuthugea et al., 2012) Se amplificaron 25 ng de cDNA con cada par de cebadores
usando los siguientes parametros: 55 °C durante 2 minutos para eliminar los restos de
dUTP, 95 °C durante 8,5 minutos, después 45 ciclos de 95 °C durante 15 segundos; 58 °C
durante 30 segundos; y 72 °C durante 30 segundos en un equipo Bio-Rad iCycler (Bio-Rad
Laboratories Ltd., Mississauga, ON). Los datos de amplificacion se expresaron como
cambios en el ciclo umbral (ACt) y se calcularon de la siguiente manera: (ACt = ciclo umbral
del gen de interés — ciclo umbral de la B-actina). Un menor valor de ACt significa un
transcrito mas abundante. Los datos de expresion génica y los cambios relacionados con la
edad y el sistema de alimentacion fueron analizados usando el procedimiento mixto de SAS
(version 9.4; SAS Institute Inc., Cary, NC).

RESULTADOS Y DISCUSION

El peso de los animales en el momento del sacrificio a 28 dias de edad fue superior (P =
0.002) en el grupo NAT en comparacién con los animales en ART (8,1 vs 6,1 kg; P=0,002).
Este incremento de peso se puede relacionar con la presencia o ausencia de la madre con
los lactantes mas que con las diferencias en la composicién de la leche, ya que se ha
observado que la presencia de animales adultos con animales lactantes estimula el
aprendizaje alimenticio (De Paula Viera et al., 2012), lo que deriva en mayor consumo de
dieta solida y mayor crecimiento. El nivel de expresion mas bajo se obtuvo para los TLRs 2y
5 mientras que el TLR6 fue el que mostrd una mayor abundancia de ARNm (Tabla 1). Se
observé un efecto en la expresion de algunos genes debido a la edad: los dias 3 y 5 se
detectaron unas abundancias de ARNm significativamente menores de los TLRs 2, 8 y 10,
después se produjo un incremento y posteriormente una estabilizacién a partir del dia 14. El
patrén de expresion de los TLRs puede explicarse como un aumento inicial, en respuesta al
incremento en la biomasa bacteriana del rumen que se produjo a partir del dia 5 (Abecia et
al., 2014), y un posterior descenso como adaptacion del animal para evitar una respuesta
inflamatoria continua y patolégica de la mucosa ruminal (Malmuthuge et al., 2012).

Tabla 1. Efecto de la alimentaciéon (A) y la edad (E) en la expresién génica de los 10 TLRs
en el epitelio ruminal de cabras a lo largo del primer mes de vida.

A Edad TLR1 TLR2 TLR3 TLR4 TLR5 TLR6 TLR7 TLR8 TLR9 TLR10

Natural 3 15 239 120 964 223 995 108 150 11,8 17,0
5 15 242 128 105 240 958 112 149 122 16,6
7 10,1 189 109 932 239 8,76 912 11,7 103 143
14 1.4 204 109 106 252 861 124 127 13,2 150
21 11,3 ND 1,9 10,7 23,7 104 126 131 113 152
28 1,9 196 10,7 103 222 9,07 971 131 105 157
Artificial 3 105 248 105 99 208 859 109 145 1156 16,5
5 10,6 24,7 109 102 209 888 109 141 122 16,8
7 11,1 199 114 102 237 886 105 134 115 159
14 116 189 119 10,7 226 901 103 135 11,2 158
21 11,3 ND 10,7 102 23,0 923 106 132 11,1 16,2
28 1.6 202 10,7 104 232 943 106 139 114 157
SED 064 1,12 092 1,10 138 061 182 112 149 0,83
P-valor A 047 049 0,113 0,82 0,023 0,078 0,609 0,41 0,87 0,101
E 0,081 <0,0001 0,39 0,51 0,06 0,15 0,54 0,0208 0,52 0,0108
AxE 018 062 0,099 085 0,16 0,066 049 043 0,5 0,29

ND: No detectado;

El TLR2 juega un papel importante en la respuesta del hospedador a los componentes de la
pared celular de bacterias patégenas Gram positivas y levaduras. Aunque la expresion de
este TLR fue de las mas bajas, se han descrito funciones de los TLRs 1, 6 y 10 para formar
heterodimeros con TLR2 aumentando la especificidad por sus ligandos (Akira et al., 2006)
aunque también funciona de manera independiente (Ozinsky et al., 2000). Esto sugiere que
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las variaciones observadas a lo largo del crecimiento del animal en la poblacién bacteriana
pueden representar variaciones en los ligandos bacterianos con un papel importante tanto
en la modulacion de la expresion de los TLRs como en la respuesta inmune innata. Las
diferencias observadas con la edad en la expresion del TLR10 pueden indicar la variacion
en la maduracién del tejido ruminal de los animales, ya que una mayor expresion de TLR10
puede ser importante en el desarrollo temprano del sistema inmune. El Unico TLR que vio
afectada su expresion por efecto del manejo alimenticio fue el 5, que reconoce flagelinas
(Hayashi et al., 2001), el principal componente del flagelo de las bacterias y un factor de
virulencia. La estructura de la poblacion de bacterias que colonizaron el rumen de las crias
fue muy distinta entre la lactancia natural y artificial a partir del dia 5 y esta diferencia se
incrementé hasta el Gltimo muestreo (Abecia et al., 2014). Sin embargo, este patrén distinto
de colonizacién solo se tradujo en diferencias en el nivel de expresion TLR5 (P=0,02). Estos
resultados sugieren que la actividad de los TLRs responde al incremento de la biomasa
bacteriana que coloniza el rumen a lo largo de su desarrollo, ejerciendo un mecanismo
regulatorio para mantener un equilibrio entre la mucosa y el sistema inmune. Se ha descrito,
en animales gnotobioticos que los componentes de la microbiota inducen en el intestino una
respuesta inflamatoria “fisiolégica” seguida por una respuesta equilibrada y controlada (self-
limiting response) (Tlaskalova-Hogenova, et al., 2004). De ser asi, modulaciones inducidas
en cuanto al tipo de microbiota que coloniza el rumen no seria rechazado por el sistema
inmune innato después de estos primeros 5-10 dias de coexistencia, lo que apoyaria la
posibilidad de ‘programar’ el ecosistema microbiano del rumen en edades tempranas.
Nuestro grupo trabaja en la actualidad en confirmar estos resultados en rumiantes y en
relacion a la poblacion epimural del rumen, que tiene una composicién y actividad
metabdlica diferenciada de la asociada a la digesta y fraccion liquida (Zhou et al., 2012).
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GENE EXPRESSION OF TOLL-LIKE RECEPTORS IN THE RUMEN OF GOAT KIDS
FROM BIRTH TO 28 DAYS OLD IN TWO FEEDING MANAGEMENTS

ABSTRACT: The aim of this work was to evaluate the effect of feeding management and
subsequent microbial colonization pattern during the first month of life on the expression of
toll-like receptors (TLRs) in the rumen epithelium. Twenty four pregnant goats carrying two
fetuses were selected. At birth one kid was taken immediately away from the doe and fed
milk replacer (ART) while the other remained with the mother (NAT). Groups of four kids
(from ART and NAT experimental groups) were slaughtered at 3, 5, 7, 14, 21 and 28 days of
life. On the sampling day, epithelial tissue was collected from rumen wall. Expression TLRs
2, 8 and 10 were lower at day 3 and 5 compared to the other sampling days. Only TLRS
showed different level of expression according to the feeding system, presenting higher
mRNA abundance in ART group. These results suggest that the expression of TLRs is
related to the rumen development process and bacterial biomass colonization and co-evolve
with the commensal microbiota that colonizes after birth. We hypothesize that there might be
a stronger link between TLRs activity and the epimural microbial community, which is
currently being investigated.
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