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RESUMEN



Caracterizacion funcional de la proteina de capa S (S-layer) de Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356

La envoltura bacteriana de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 tiene las caracteristicas
de una bacteria Gram positiva, pero ademas posee proteinas de superficie o Surface
layers (S-layers), las cuales se asocian con roles de proteccion contra enzimas
hidroliticas, cambios de pH y estrés, la captacion de moléculas y iones, y ayudan a
mantener la forma y rigidez de la célula. Ademas, varios reportes sugieren que en los
lactobacilos la S-layer tendria un rol en las propiedades probidticas de las cepas que la
poseen, sin embargo las funciones y los mecanismos involucrados estan poco
descriptos. El objetivo general de esta Tesis doctoral fue caracterizar funcional y
estructuralmente la S-layer de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Los resultados
obtenidos permitieron confirmar que la S-layer presenta un comportamiento
homologo a las lectinas, capaz de interactuar con eritrocitos de carnero, células
bacterianas, levaduras, virus y células eucariotas. Respecto a los posibles carbohidratos
con los cuales interactua, se observé un comportamiento mixto asemejandose tanto a
las lectinas que reconocen quitina/N-acetilglucosamina como a las de reconocimiento
de acido sidlico/manosa. Mediante diferentes ensayos, como el clonado y expresién de
proteinas o partes de la proteina conjugadas con la proteina verde fluorescente GFP,
se logré identificar los dos dominios de reconocimiento a carbohidratos (CRD)
ubicados en la porcion carboxilo-terminal y predichos del andlisis in silico de la
proteina. La actividad de lectina depende de la presencia de estos CRD. También
guedd demostrado que el acido lipoteicoico sirve como un ancla para la proteina SlpA.
Ademas, fue posible determinar cdmo se modifica la expresidn de los tres genes que
codifican para S-layer en esta cepa: slpA, slpB y slpX, en respuesta a cambios
ambientales como la alta concentracion salina. Se observaron cambios en la expresion
génica de los ARNm slpA y la slpX pero no slpB. En consecuencia, la cantidad de las
proteinas SIpA y SlpX se modifican no sdélo por la condicidn de alta sal (NaCl 0,6 M) sino
también por la fase de crecimiento. Por otro lado, en los Ultimos afios se han
desarrollado o sugerido diversas aplicaciones bioldgicas para las proteinas S-layers de
Lactobacillus, en este trabajo se pudo establecer que la proteina S-layer disminuye la
adherencia y la formacién de biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa en superficies
bidticas y abidticas, respectivamente. Ademas fue capaz de modular la infeccién de
diferentes virus, con una notable actividad pro-viral, facilitando las etapas tempranas
del ciclo de infeccidén de tres virus empleados como vectores oncoliticos: el herpes
virus simplex tipo 1 (HSV-1), el virus de la estomatitis vesicular y el adenovirus 5. La
proteina S-layer también fue capaz de proteger al virus HSV-1 de la inactivacién
térmica por calor. En conjunto estos resultados aportan a comprender las
caracteristicas estructurales y funcionales de la S-layer, y permiten proponer futuras
aplicaciones bioldgicas.

Palabras claves: Lactobacillus acidophilus, S-layer, Actividad de lectina, Modulacion de
la infeccion viral




ABSTRACT



Functional characterization of S-layer protein (S-layer) from Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 cell wall has the characteristics of Gram-positive
bacteria, and exhibits Surface layers proteins (S-layer), which protect the bacteria
against hydrolytic enzymes; stress and pH changes interact to molecules and ions and
maintain the shape and rigidity of the cell. Several reports suggest that Lactobacillus S-
layer may be involved in the probiotic properties of the strain, though its function and
mechanisms are not yet fully elucidated. The general objective of this thesis was to
characterize functional and structurally Lactobacillus acidophilus ATCC 4356’s S-layers.
The results obtained confirmed that S-layer presents homologous behaviour to lectins,
interacting with sheep erythrocytes, bacteria, yeasts, virus and eukaryotic cells.
Regarding the interaction with carbohydrates, it showed a complex behaviour, similar
to lectins that recognize either chitin/N-acetilglucosamine or the sialic acid/mannose.
By different assays such as cloning and expression of proteins or chimeric fragments
conjugated with green fluorescent protein GFP, it was possible to identify two
carbohydrate recognition domains (CRD) localized at the C-terminus portion which had
been predicted in silico. The lectin activity depends of these CRD. It was also shown
that lipoteic acid serves as an anchor for the SIpA protein. Also, it was determined that
the expression of the three genes that encodes for S-layer in this strain, slpA, slpB y
slpX, is regulated by environmental factors such as high saline concentration. Changes
in gene expression of s/pA and slpX mRNA but not of slpB were observed. It was also
noted that the amount of SIpA and SlpX proteins is modified not only by salt
concentration (NaCl 0,6M) but also by growth phase. On the other hand, during the
last years several biological applications have been developed for Lactobacillus S-layer
protein and in this work it was stablished that S-layer diminishes the adherence and
biofilm formation of Pseudomonas aeruginosa on both biotic and abiotic surfaces,
respectively. Besides, it was able to modulate the infection of different viruses,
exhibiting a noticeable pro-viral activity, facilitating early stages of infection of three of
the viruses that are useful as oncolytic vectors: herpes simplex type 1 virus (HSV-1),
vesicular stomatitis and adenovirus 5. The S-layer protein was able to protect HSV-1
from heat inactivation. Altogether, these results contribute to comprehend the
structural and functional characteristics of S-layer, and allow propose future biological
applications.

Keyword: Lactobacillus acidophilus, S-layer, lectin activity, modulation of viral infection
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Abreviaturas

%m/v: porcentaje masa en volumen

MUg: microgramos

AdV: adenovirus

ARNm: acido ribonucleico mensajero

ARNTr: acido ribonucleico ribosomal

BSA: proteina seroalbumina bovina

Clso: concentracién inhibitoria 50 %

CIM: concentracidn inhibitoria minima

CRD: dominios de reconocimiento a carbohidratos
CV: control de virus

CWPS: polisacaridos de la pared celular

D-MEM: medio de Eagle modificado por Dulbecco
DO: densidad dptica

ELISA: inmunoensayo enzimatico por su nombre en inglés Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay

FR: factor de reduccion

GBP: glicosiltransferasa de Streptococcus mutans
GFP: proteina verde fluorescente

GFP-CT: dominio carboxilo-terminal de la proteina SIpA fusionado a GFP
h: hora

HSV: Virus Herpes

IFI: inmunofluorescencia indirecta

LiCl: cloruro de litio

LPS: lipopolisacarido

LTA: acido lipoteicoico

m.i: multiplicidad de infeccidn

M: molar

MBL: lectinas de unién a manosa

MEM: medio minimo de Eagle

min: minutos

ml: mililitro

MRS: medio Man, Rogosa y Sharpe

NaCl: cloruro de sodio

NAG: N-acetil-D-glucosamina

nm: nanémetros

NT-GFP: dominio amino-terminal de la proteina SIpA fusionado a GFP
2C: grados Celsius

PBS: buffer fosfato salino

PCR: reaccidén en cadena de la polimerasa

PG: peptidoglicano

Pi: punto isoeléctrico

PVDF: Polyvinylidene difluoride

gPCR: PCR en tiempo real

SD: secuencia Shine-Dalgarno

SDS: dodecilsulfato de sodio

S-layer: proteina de capa S

SLH: motivos homdlogos de capa S
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slp: gen que codifica para las proteinas S-layers

TCA: tricloroacético

ToxA: toxina de Clostridium difficile

UFC: unidades formadoras de colonias

UFP: unidades formadoras de placas

VSV: virus de la estomatitis vesicular

WGA-Tritc: aglutinina de germen de trigo conjugada a rodamina
WTA: 4cido teicoico asociado a pared

Abreviaturas
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Introduccion

1. Lactobacillus sp.

1.1 Generalidades de Lactobacillus sp.
Los lactobacilos son bacterias Gram positivas, aerotolerantes y con un porcentaje de
G+C bajo. Al microscopio se observan como bacilos inmdéviles, que no forman esporas
[1]. Tienen requerimientos nutricionales complejos en términos de aminoacidos,
péptidos, vitaminas, sales, acidos grasos o ésteres de acidos grasos.
Desde un punto de vista taxondmico Lactobacillus pertenece al Phylum Firmicutes,
clase Bacilli, orden Lactobacillales, familia Lactobacillaceae. Originalmente, el género
Lactobacillus fue clasificado basado en la caracteristica fenotipica del tipo de
fermentacion que realizan. Kandler y Weiss (1986) dividieron al género en tres grupos,
con respecto a la presencia o ausencia de las enzimas fructosa 1-6 difosfato aldolasa y
fosfocetolasa, enzimas claves en el metabolismo homo o heterofermentativo de las
hexosas y pentosas, respectivamente.
e Grupo I: Lactobacilos homofermentativos, fermentan las hexosas por la via de
Embden Meyerhof-Parnas, produciendo dos moles de acido lactico por mol de glucosa.
Los microorganismos poseen la enzima fructosa 1-6 difosfato aldolasa, pero carecen de
fosfocetolasa y, por lo tanto, no fermentan ni el gluconato ni a las pentosas. Ejemplos:
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus delbrueckii.
e Grupo II: Lactobacilos facultativamente heterofermentativos, fermentan a las
hexosas, usando gluconato y pentosas con produccion de acido lactico y acido acético.
Tanto la 1-6 difosfato aldolasa como la fosfocetolasa estan presentes, pero esta ultima
es inducible por pentosas. Ejemplos: Lactobacillus casei y Lactobacillus plantarum.
e Grupo lll: Lactobacilos heterofermentativos, fermentan las hexosas con formacién de
acido lactico, acido acético (o etanol) y didxido de carbono en cantidades equimolares.
Utilizan las pentosas a través del acido 6-fosfoglucénico con produccién de acido
lactico y acido acético. Ejemplos: Lactobacillus reuteriy Lactobacillus fermentum [2].
Sin embargo, se conocen excepciones a estas caracteristicas que sugieren que esta
clasificacion y la identificacién basadas en propiedades metabdlicas requiere una
reclasificacion basada en el genoma [3]. El primer analisis filogenético del género lo
realizaron Collins y colaboradores en base a la disponibilidad de las secuencias

gendmicas y secuencias del gen 16S del acido ribonucleico ribosomal (ARNr) [4]. Luego,
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Introduccion

en una nueva revision taxondmica, Sun y colaboradores proponen agrupar a los seis
géneros Lactobacillus, Pediococcus, Weissella, Leuconostoc, Oenococcus y
Fructobacillus dentro de lo que ellos denominaron como el "complejo del género
Lactobacillus" [5].

Particularmente, en el género Lactobacillus se han descripto 237 especies
(http://www.bacterio.net/Lactobacillus.html), presentes en una gran variedad de

nichos ricos en carbohidratos.

1.2 Habitat: Tractos vaginal y gastrointestinal

Lactobacillus sp. forma parte de la flora normal de la boca, el tracto gastrointestinal y
los tractos genitales de los humanos y muchos animales. La comunidad microbiana que
habita en el tracto gastrointestinal se caracteriza por su alta densidad de poblacién,
gran diversidad y complejidad de las interacciones. Las bacterias son predominantes,
pero también se encuentran una variedad de protozoos, levaduras y bacteriofagos. Las
bacterias no se distribuyen al azar en el tracto gastrointestinal, sino que se encuentran
a niveles de poblacién y distribucién de especies que son caracteristicas de regiones
especificas del tracto.

Las distintas especies de Lactobacillus tienen diferentes grados y modos de
persistencia en el intestino. Algunas de ellas son autdctonas, es decir, establecen una
asociacion duradera y forman poblaciones estables que caracterizan una regién
intestinal especifica, dentro de un huésped particular. Sin embargo, la metagendmica y
las evidencias experimentales indican que la mayoria de los Lactobacillus son
aldctonos, es decir, colonizadores transitorios que se originan a partir de los alimentos
o de la cavidad oral. Los Lactobacillus alcanzan la densidad mdaxima dentro del
intestino delgado y grueso, donde generalmente representan menos del 1% del total
de residentes bacterianos (Figura 1).

Si bien los lactobacilos no son organismos predominantes en la flora intestinal, se han
aislados a lo largo de todo el tracto gastrointestinal de humanos sanos por ejemplo,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus fermentum vy Lactobacillus plantarum se
encuentran cominmente en las heces de los humanos; mientras que Lactobacillus
bulgaricus, el organismo utilizado en combinacién con Streptococcus thermophilus

para realizar el yogur, no puede colonizar el intestino y no se aisla en las heces [6]. La
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funcion principal de la microbiota intestinal es prevenir la colonizaciéon por

microorganismos potencialmente patdgenos.
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Figura 1 Distribucion de los Lactobacillus en el cuerpo humano.

Por otra lado, la vagina humana es un entorno complejo colonizado por una diversa
comunidad de microorganismos conocidos como la microbiota vaginal; entre ellos,
Lactobacillus sp. representa a los microorganismos predominantes en tracto vaginal
sano [7]. Se identificaron cuatro especies predominantes: Lactobacillus crispatus,
Lactobacillus iners, Lactobacillus jensenii y Lactobacillus gasseri junto con, pero en
menor medida, algunos otros lactobacilos, como Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus ruminis, Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus vaginalis. La abundancia
de Lactobacillus sp. estd asociada con una vagina sana, mientras que una baja
abundancia de Lactobacillus sp., y como consecuencia una alteracién de la microbiota
vaginal, estd relacionada con vaginosis bacteriana y vaginitis aerdbica [8].

Las funciones beneficiosas de las Lactobacillus sp. en la preservacion de una vagina
sana incluyen el mantenimiento del pH vaginal acido, la prevencion de infecciones

mediante la producciéon de bacteriocinas, perdxido de hidrogeno y acidos [9]-[11].
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En particular, el virus herpes simplex (HSV), principal causa del herpes genital, es una
de las infecciones de transmision sexual mas frecuente. Por ello, es importante
prevenir la infeccidon, de hecho, la falta de una flora vaginal predominante de
Lactobacillus sp. fue identificada como un factor de riesgo para la infecciéon por HSV-2
[12]. La proteccidn ejercida in vivo por los lactobacilos contra la infeccién del HSV es
probablemente multifactorial, debido a los mecanismos antimicrobianos bien
conocidos de los Lactobacillus como son la competencia por los receptores celulares,

produccién de peréxido de hidrégeno y acido lactico.

1.3 Lactobacillus sp. y su relacion con los alimentos
Los lactobacilos se utilizan desde hace siglos para el procesamiento y la preservacion
de los alimentos y son considerados organismos seguros para el consumo humano
(también denominados GRAS por sus siglas en inglés, General Recognized As Safe). Son
microorganismos industrialmente importantes que contribuyen a la produccion de
queso, yogur, leches fermentadas y embutidos carnicos. Por otra parte, se utilizan en
alimentos funcionales que contienen cepas probidticas definidas como
“microorganismos vivos que ejercen una accidon benéfica sobre la salud del huésped, al
ser administrados en cantidades adecuadas mas alld de los efectos nutricionales
habituales” (Federal Drug Administration - Organizacion Mundial de la Salud). Dentro
de las especies de bacterias, las cepas mas utilizadas como probidticos pertenecen a
los géneros de Lactobacillus y Bifidobacterium.
Para que una cepa sea considerada probidtica debe reunir las siguientes
caracteristicas:
- Debe tener una larga historia de no ser patdgena, especialmente para personas
inmunocomprometidas, no estar asociadas con enfermedades como endocarditis
infecciosa y/o trastornos gastrointestinales.
- No ser sensible a las enzimas proteoliticas.
- Ser capaz de sobrevivir a lo largo del tracto gastrointestinal.
- Debe ser estable frente a 4cidos y bilis, y no conjugarse con las sales biliares.
- Tener capacidad para adherirse a las superficies epiteliales.
- Sobrevivir en el ecosistema intestinal.

- Ser capaz de producir componentes antimicrobianos.
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- Debe permanecer viva y estable durante su empleo.

- Debe tener un mecanismo especifico de adhesién al intestino humano.

- Debe ser capaz de inmunoestimulacion.

Numerosos estudios de alimentaciéon en humanos han demostrado que el uso de
probidticos modula a la microbiota intestinal y vaginal humana, y la respuesta inmune
sistémica y a nivel de mucosas. Por lo tanto, constituyen una alternativa interesante
para prevenir y tratar enfermedades infecciosas (como las diarreas gastrointestinales e
infecciones vaginales) y diferentes inmunopatologias como las enfermedades
inflamatorias del intestino (Ej.: enfermedad de Crohn). Sin embargo, los mecanismos
moleculares o que molécula de la bacteria es responsable de estos efectos benéficos
aun no han sido dilucidado completamente y probable sea multifactorial. No obstante,
existen evidencias que los mecanismos de accion de las cepas probidticas pueden ser a
través de un mecanismo directo con produccién de sustancias antibacterianas, o
indirecto mediante la estimulacién de la respuesta inmune.

En relacion a su uso en el tratamiento de enfermedades infecciosas, por ejemplo, fue
reportado que la administracién en humanos de una bebida probidtica conteniendo
Lactobacillus casei, Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus redujo la
incidencia de diarrea asociada a antibioticos y diarrea asociada a Clostridium difficile
[13]. También, trabajos realizados in vitro han demostrado que factores extracelulares
de cepas de bifidobacterias son capaces de antagonizar eventos claves en la
patogénesis de Clostridium difficile [14]. Asimismo, la combinacion de Lactobacillus
acidophilus y Lactobacillus rhamnosus, habitantes normales del tracto vaginal, ejercen
in vitro un efecto sinérgico contra el crecimiento de Escherichia coli, Gardenella
vaginalis y otras bacterias causantes de infecciones urogenitales [7]. Por lo tanto, estos
resultados demuestran que la asociacion de cepas probidticas puede ser util para
tratar diversas infecciones bacterianas.

Respecto de su accidon inmunomoduladora, por ejemplo, ha sido demostrado que las
cepas de Lactobacillus kefiri aisladas de granulos de kéfir estimulan la produccién in
vitro de citoquinas pro y antiinflamatorias. Ademas, la administracion de Lactobacillus
kefiri CIDCA 8348 a ratones produce una disminucion de la expresion de mediadores
proinflamatorios y aumenta la expresiéon de moléculas antiinflamatorias en los sitios

inductivos y efectores del sistema inmunoldgico intestinal [15].
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En la industria alimenticia, los lactobacilos, ademds de ser utilizados como cepas
probidticas se las emplea como cultivos iniciadores o starters. El fin de utilizar estos
cultivos, conteniendo uno o mas microorganismos, es mantener la calidad
organoléptica de los productos y asegurar la reproducibilidad y estandarizacién de los
procesos. Varias propiedades metabdlicas de Lactobacillus tienen un impacto directo
o indirecto en procesos como el desarrollo de sabor, aroma y maduracion de
productos lacteos (como quesos y yogur). La degradacién de las caseinas presentes en
la leche juega un rol crucial en el desarrollo de estos procesos, mientras que ciertos
péptidos contribuyen a la formacion del sabor.

El agregado de sal, con el objeto de preservar alimentos, es una técnica empleada
desde la antigliedad, y en muchos alimentos las fermentaciones ocurren en un
ambiente con una alta concentracién de solutos. Asi mismo, el proceso de maduracién
en quesos de pasta dura ocurre luego del salado, momento en el que la participacidon
de las bacterias lacticas en la determinacion del sabor y el aroma del producto es
fundamental. En dicho proceso de maduracién de quesos la concentracion salina va
desde 0,35 M (2% m/v) hasta 0,6 M (3,5% m/v) [16], [17]. En condiciones de alta
salinidad las envolturas bacterianas estan involucradas en el mantenimiento de la
presion de turgencia, y en el intenso transporte de osmolitos y homeostasis idnica
[18]. Se observa que existe una alteracién en la composicion de las envolturas
celulares en respuesta a condiciones de estrés como el acido o la alta salinidad como

de describira mas abajo.
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1.4 Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 es el microorganismo de estudio de esta tesis;
presenta un metabolismo homofermentativo, es una bacteria anaerdbica
aerotolerante y sus condiciones éptimas de crecimiento son a 30-45 2Cy un pH 4-5.
En la Figura 2 se muestra un arbol filogenético del género Lactobacillus, basandose en
el gen 16s ARNr, donde se observan las relaciones filogenéticas de Lactobacillus

acidophilus ATCC 4356 con otras especies del género [19].

A. hydrophita DSM30187

L. brevis ATCC 14869

L. hebveticus NCDO 2712T

1000
L. acidophilus ATCC 4356

643

L. erispatus DSM 20584T

L8982
- L. johnsonii ATCC 33200T

741

L. johnsonii NCC 533

1000

L. gasseri NCDO 2233T
578

L. gasseri ATCC 33323
0.1

Figura 2 Arbol filogenético del grupo Lactobacillus realizado por el método de Neighbour-joining

utilizando el gen 16S ARNr. Extraido de [19].

Lactobacillus acidophilus habita de manera natural en una gran variedad de alimentos,
incluidos la leche, la carne, el pescado y los cereales. Tanto a nivel experimental como
industrial se utiliza a esta bacteria en la elaboracién de quesos por ejemplo, cheddar
(junto con otros probidticos como Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei o
Bifidobacterium spp.), queso brasilero tipo mina fresco y queso blanco turco [20]-[22]

En el tracto gastrointestinal, Lactobacillus acidophilus comparte con los

microorganismos que lo acompafian el uso de los mismos nutrientes entrando asi en
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competencia con ellos; también controlando el desarrollo desmedido de estos por la
disminucion de nutrientes. Durante la digestidn, asiste al intestino humano con la
produccién de niacina, acido félico y vitamina B6 (piridoxina). Cuando se encuentran
en suficiente proporcion son considerados como probidticos, los cuales son capaces de
modificar favorablemente el balance de la microflora intestinal, inhibiendo el
crecimiento de bacterias patdgenas y también potencian el funcionamiento del
sistema inmunoldgico.

Existen a la fecha disponibles en bases de datos 37 secuencias de genomas de
Lactobacillus acidophilus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/1099), de
las cuales 6 se encuentran completas mientras que el resto se encuentran
ensambladas en forma de scaffold o contigs. En la Tabla 1 se muestra algunas de las
cepas de Lactobacillus acidophilus entre ella la cepa ATCC 4356 que es la cepa de

estudio de esta tesis.

Cepa Tamaiio (Mb) GC% | Scaffolds | Grado de ensamblaje
NCFM 1,99 34,7 1 Completo
La-14 1,99 34,7 1 Completo
FSi4 1,99 34,7 1 Completo
ATCC 53544 1,99 34,7 1 Completo
LAl 1,99 34,7 1 Completo
DSM 20079 2 34,7 1 Completo
ATCC 4796 2,02 34,7 38 Scaffold
CIP 76.13 1,95 34,6 34 Scaffold
DSM 9126 1,99 34,6 27 Scaffold
CIRM-BIA 445 2 34,6 22 Scaffold
DSM 20242 2,04 34,7 21 Contig
CIRM-BIA 442 1,98 34,7 19 Contig
CFH 1,97 34,6 124 Contig
ATCC 4356 1,95 34,6 20 Contig
NBRC 13951 1,95 34,6 18 Contig

Tabla 1 Cepas de Lactobacillus acidophilus secuenciadas.

La cepa que se considera de referencia es NCFM, cuyo genoma posee 1.993.564
nucledtidos, no contiene plasmidos, y tiene un 99,9% de similitud con la cepa ATCC
4356. En la Figura 3 se muestra un atlas comparativo de la cepa de referencia NCFM y
la de estudio ATCC 4356 utilizando la herramienta bioinformatica SEED viewer

(http://rast.theseed.org) donde puede observarse que son practicamente idénticos.
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(A) Distribucion de las categorias (B) Distribucion de las categorias

de los subsistemas de lossubsistemas

® Cofactores, Vitaminas, Grupos prostéticos, Pigmentos ™ Pared celulary Capsula

B Virulencia, Enfermedad y Defensa B Metabolismo de Potasio
Varios Transporte de membrana

B Adquisicidn y metabolismo de hierro Metabolismo de ARN

M Nucledtidos y Nucledsidos " Metabolismo de Proteinas

B Division y ciclo eelular ™ Regulacion y sefializacion celular
Metabolismo del ADN ®m Acidos grasos, lipidos e isoprenoides

M |nactividad y Esporulacion B Respiracién

™ Respuesta a Estrés Aminoécidos y derivados

Metabolismo de Azufre 1 Metabolismo de Fasforo
Carbohidratos

Figura 3 Atlas comparativo entre la cepa de estudio ATCC 4356 (A) y la cepa de referencia NCFM (B).

Cada subsistema representa un conjunto de funciones relacionadas que dan lugar a
una via metabdlica. En Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 y Lactobacillus acidophilus
NCFM el 54 % y 52 %, respectivamente de los genes no estan asignados aun a un

subsistema.

1.5 Envoltura Bacteriana
La envoltura de las bacterias Gram positivas estd conformada desde adentro hacia
afuera por una membrana citoplasmadtica y una pared celular formada por una gruesa
capa de peptidoglicano (PG) y cadenas de acidos teicoicos: los asociados a pared (WTA)
y los lipoteicoicos (LTA) anclados a la membrana. Algunas especies poseen ademas
proteinas de superficie o Surface layer por sus siglas en inglés (S-layer). En la Figura 4
se muestra un esquema representativo de la envoltura de Lactobacillus acidophilus

ATCC 4356.
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Pared
Celular

Figura 4 Envoltura de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Microscopia electrénica de transmision de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 Aumento 20000X y esquema representativo de la envoltura. La
envoltura estd compuesta por una membrana citoplasmatica (MC), peptidoglicano (PG), cadenas de
acidos teicoicos: los asociados a pared (WTA) y los lipoteicoicos (LTA) anclados a la membrana y
proteinas de superficie (S-layers). La pared celular estd conformada por el PG y acidos teicoicos.

La envoltura celular es la primera linea de defensa contra los cambios ambientales, es
una barrera fisica que separa la célula de su entorno y, como tal, actia como el primer
sensor para supervisar las modificaciones en el medio. Se ha demostrado que los
cambios en la composicién quimica de envoltura provocada por el estrés ayudan a la
supervivencia celular [23], [24].

La pared celular tiene multiples funciones durante el crecimiento bacteriano, incluido
el mantenimiento de la integridad y la forma de las células bacterianas, asi como la
resistencia a la presion interna de la turgencia. Ademas, debe permanecer flexible para
adaptarse a la remodelacién que se requiere para la divisidon y el crecimiento celular.
Dado que sirve como interfaz entre la célula bacteriana y su entorno, la pared celular
también media las interacciones con las superficies abiédticas, con los bacteriéfagos o

con las células eucariotas.

1.5.1 Membrana citoplasmatica

La membrana citoplasmatica es la primera capa que rodea a la bacteria y estd formada
por una doble capa de fosfolipidos, entre los cuales hay proteinas asociadas que
desempeifian funciones estructurales, sensoriales o funciones metabdlicas. Varias

actividades enzimaticas estan asociadas con la membrana citoplasmatica, incluidos los

27



Introduccion

sistemas de transporte y diversos sistemas de sintesis de polimeros [2]. Representa
aproximadamente el 30% del peso celular, contiene entre 60 y 70% de proteinas;
aproximadamente 40% de lipidos y pequefias cantidades de carbohidratos. Dentro de
los lipidos, se encuentran los lipidos polares y en menor proporcion los fosfolipidos
[25]. En los lactobacilos los lipidos polares son principalmente fosfatidilglicerol, con
pequefias cantidades de 4cido fosfatidico, difosfatidilglicerol o cardiolipina,
lisilfosfatidilglicerol, fosfoglicolipido y diglicosil glicérido [2]. También presentan

diacilfosfatidilglicerol, triglicosildiglicéridos y lipidos neutros [26].

1.5.2 Peptidoglicano

El peptidoglicano (PG) es el componente principal de la pared celular de las bacterias
Gram positivas. Esta constituido por cadenas de glicanos de la unidad repetitiva
disacaridica N-acetilglucosamina (NAG) y acido N-acetilmuramico (NAMur) que se
unen a través de enlaces B-1,4. Unido al grupo carboxilo del N-acetilmuramico se
encuentra un péptido corto cuya secuencia es caracteristica taxondmica de especie.
Este péptido es responsable del entrecruzamiento entre las cadenas polisacaridicas. En
Lactobacillus, l1a secuencia de aminoacidos de la cadena peptidica es L-alanina, acido D-
glutdmico, di-aminoacido (que pueden ser lisina, asparragina o meso-
diaminopimelico), D-alanina [27]. Los di-aminoacidos al contener dos grupos amino
pueden formar enlaces peptidicos con aminodacidos di-carboxilicos de otra cadena
(Figura 5). En la mayoria de los lactobacilos, D-Ala predomina en la posicion cinco del
PG recién sintetizado. Los residuos de D-lactato se encuentran en los lactobacilos que

son naturalmente resistentes a la vancomicina, como L. caseiy L. plantarum.
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Figura 5 Esquema representativo de la estructura del peptidoglicano de Lactobacillus. X es el di-
aminodcido que pueden ser Lisina, asparragina o diaminopimelico segun la especie.

Debido a la combinacién de las cadenas rigidas de los aminoazucares, unidas con
puentes peptidicos flexibles, la capa de PG resulta ser una la malla con una estructura

fuerte pero también elastica.

1.5.3 Acidos Teicoicos

Existen dos tipos de acidos teicoicos, el acido teicoico de pared (WTA) asociado
covalentemente al PG por enlaces fosfo-diester entre el acido N-acetilmurdmico y
unidad de unidn compuesto por el disacdrido N-acetilglucosamina-N-
acetilmanosamina, y el 4cido lipoteicoico (LTA) unido a membrana celular por un ancla
glicolipidica de diglucosildiacilglicerol (Figura 6). La presencia de los acidos teicoicos
(WTA y LTA) estd generalizada en bacterias Gram positivas y constituyen entre el 35-
50% de la pared aunque ciertas especies bacterianas, incluyendo Lactobacillus casei y

Lactobacillus rhamnosus, parecen contener solo LTA [2], [27].
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Figura 6 Estructura quimica de los acidos teicoicos de pared (WTA) y acidos lipoteicoicos (LTA). Imagen
modificada de [28].

En lactobacilos, ambos polimeros conforman largas cadenas cargadas negativamente
de poliglicerolfosfato que pueden ser sustituidos por esterificacién con D-alanina o D-
glucosa [28]—[30]. Pueden existir diferencias en el largo de las cadenas y el grado de
sustitucion con D-alanina entre especies. Se ha analizado por resonancia magnética
nuclear la estructura de los LTA de cuatro cepas de Lactobacillus: L. plantarum WCFS1,
L. rhamnosus GG, L. reuteri 100-23 y L. delbrueckii ssp. lactis ATCC 15808 [31], [32],
hallandose una diferencia en el largo de las cadenas: 20-22 residuos de glicerolfosfatos
en Lactobacillus plantarum y Lactobacillus reuteri, 33 y 50 residuos en Lactobacillus
delbrueckiiy Lactobacillus rhamnosus respectivamente.

La sustitucidn en D-alanina esta directamente relacionada con las propiedades iénicas
y funcién de estos polimeros. Su funcidon es mantener el ambiente idnico en particular
secuestrando cationes divalentes y el gradiente de pH para sostener el potencial de
membrana. La afinidad de los antibidticos cationicos, como Nisina, por las bacterias es
consecuencia de su carga positiva que garantiza afinidad por la carga negativa de la
envoltura bacteriana. La incorporacion de la D-alanina, con cargas positivas en los

acidos teicoicos, proporciona a las células varias ventajas adaptativas como, la
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formacién de biopeliculas o biofilm, una mejor adhesion a las células huésped y la
resistencia a los péptidos antimicrobianos catidnicos [33].

Los acidos teicoicos conforman la capa mads externa (en especies que no poseen S-
layer) y junto con el PG, los WTA y LTA componen una malla polianidnica que provee
funciones, relacionadas con la divisidn, porosidad y mantenimiento de un medio idénico
apropiado. Mutantes deficientes en LTA de Lactobacillus acidophilus exhiben una
morfologia elongada [34] similar a la observada cuando se crece en alta sal, y
resultaron sensibles a altas concentraciones de manganeso, sugiriendo un rol de los

LTA en la homeostasis idnica como se habia sugerido para Lactobacillus casei [35], [36].

1.6 Respuesta al estrés osmotico y envoltura

Lactobacillus sp. esta expuesto frecuentemente a condiciones ambientales adversas
tanto en su habitat natural como en los procesos industriales. Cuando son utilizados
como cepas probidticas, se enfrentan a un estrés acido en su pasaje a través del
estdmago, y cuando se los emplea para la fermentacidon de alimentos, a un estrés
térmico, ya que en el proceso de pasteurizacion de las materias primas se utilizan altas
temperaturas. En sus variadas aplicaciones en la industria alimenticia, Lactobacillus sp.
también puede ser expuesto a un estrés osmoético debido al agregado de sal y/o azucar
a los productos por ejemplo, durante la produccion y maduracion de quesos,
fermentacion de carne y en el proceso de elaboracion del yogur.

El estrés osmotico es el aumento o la disminucién en la fuerza osmética del ambiente
de un organismo; una respuesta a estrés osmodtico es el conjunto de procesos
adaptativos activos que suceden en una célula en oposicion al cambio en Ia
osmolaridad. Es una de las perturbaciones ambientales mas adversas para un
microorganismo, que puede causar una disminucién en la tasa de crecimiento o la
supervivencia y afectar las actividades metabdlicas.

La membrana citoplasmatica de las bacterias constituye una barrera eficaz contra el
pasaje de la mayoria de los solutos del medio y los metabolitos presentes en el
citoplasma. Para sobrevivir al estrés osmotico, las células necesitan adaptarse
acumulando solutos compatibles especificos en condiciones hiperosmdticas y
liberarlos bajo una condicién hipoosmotica. Los principales solutos descriptos son

iones como el K% aminoacidos (glutamato, prolina), derivados de aminodcidos
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(péptidos, aminodcidos N-acetilados), aminas cuaternarias (glicin-betaina, carnitina),
hidratos de carbono (sacarosa, trehalosa) y tetra-hidro-pirimidinas (ectoinas) [2].
Lactobacillus sp. tiene una limitacién en la sintesis de solutos compatibles, siendo la
principal estrategia de osmotolerancia el ingreso activo de tales compuestos del medio
de cultivo. En Lactobacillus casei se observé que la presencia de di- y tri-péptidos en un
medio quimicamente definido, aumentaron la osmotolerancia, mediante un estudio
del sistema proteolitico se demostrd que, en alta osmolaridad la proteasa asociada a
pared PrtP y la peptidasa intracelular PepX aumentaron su actividad y fueron des-
reprimidas en presencia de péptidos. Estos resultados demostraron una nueva
estrategia de osmorresistencia en Lactobacillus casei llevada a cabo por una funcion
proteolitica para acumular un pool de aminoacidos y pequefios péptidos como
moléculas osmoprotectoras [37].

La estabilidad de las membranas celulares desempena un papel muy importante en la
adaptacion a diferentes tipos de estrés. En condiciones de un estrés hiperosmético se
produce un aumento en la hidrofobicidad de la pared de Lactobacillus sp., en las
bacterias Gram positivas las moléculas que confieren hidrofobicidad estan
relacionadas con polimeros externos como los acidos lipoteicoicos y las proteinas de
envoltura. Los cambios inducidos en los perfiles lipidicos en la membrana celular
probablemente constituyen una de las principales respuestas fisioldgicas de las células
para la supervivencia en el tracto gastrointestinal, por ejemplo en Lactobacillus reuteri
se observaron cambios en el perfil de lipidos cuando fue sometido a un estrés por sales
biliares [2]. Por otro lado, en Lactobacillus casei se han descripto modificaciones de la
pared y tamafo celular cuando se crece a la bacteria en un medio con alto contenido
de sal. Este aumento significativo del tamafio celular se ha correlacionado con un
crecimiento mas lento cuando fue expuesto a un estrés salino respecto al crecimiento

en condiciones control [23].
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2. Capa S (S-layer)

2.1 Estructura y ensamblado
La S-layer, conforma arreglos monomoleculares cristalinos de una o varias proteinas o
de glicoproteinas que se auto-ensamblan formando una matriz bidimensional regular.
Las S-layers estan presentes en especies de los dominios Archaea y Bacteria (Gram
positivas y Gram negativas). Como se muestra en la Figura 7 la S-layer forma un
enrejado ordenado regularmente que puede tener simetrias oblicuas (pl, p2),
cuadradas (p4) o hexagonales (p3, p6). Dependiendo del tipo de entramado, la una
unidad morfoldgica consiste en una, dos, cuatro, tres o seis subunidades proteicas o
glicoproteicas, que tienen una separacion centro-centro de 4-35 nandmetros. Esta
estructura puede ser muy porosa, con poros que ocupan hasta un 70% de la superficie
bacteriana. El tamafio de los poros puede ser idéntico, o formar una capa con dos o

mas clases de poros. [38], [39]

A Oblicua

Cuadrada

Figura 7 A Microscopia electrénica de transmision de (1) Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus
L111-69 la cual presenta una simetria hexagonal p6 (2) Desulfotomaculum nigrificans B200-71 con
simetria cuadrada p4 (3) Geobacillus con simetria oblicua p2. Barras = 100 nm. Imagen extraida de [40] B
Esquema de los distintos tipos de entramados de la Capa S. Imagen extraida de [41].
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En el género Lactobacillus la presencia de la capa de S-layer se ha descripto en varias
especies, pero no en todas. Las especies de lactobacilos con S-layer incluyen L.
buchneri, L. diolivorans, L. hilgardii, L. kisonensis, L. otakiensis, L. parafarraginis, L.
acidophilus, L. crispatus, L. plantarum, L. brevis, L. fermentum, L. bulgaricus, L.
amylovorus, L. gallinarum, L. helveticus, L. johnsonii, L. gasseri, L. kefiranofaciens, L.
parakefiriy L. kefiri [42].

Por otra parte, algunas cepas de Lactobacillus poseen multiples genes (slp) que
codifican para diferentes proteinas en la misma cepa, en el caso de Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 se habian reportado dos genes, slpA vy slpB, [43]; a partir de la
reciente secuenciacion del genoma de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, en el
laboratorio donde se realizé la presente Tesis [44], se confirmo la presencia de tres genes
codificantes de las proteinas S-layers slpA, slpB y slpX siendo la proteina SIpA Ia
predominante. Las estructuras primarias de las distintas S-layers de Lactobacillus
presentan una gran variabilidad, en la Figura 8 se muestra un analisis filogenético

basado en las secuencias de genes slp de distintos Lactobacillus [19].

34



Introduccion

{Lcn'spatus K2-4-3 SipB
b L.crispatus LMG12003 SipNB*

s oo .gallinarum D256 LgsE

L.crispatus JCM5810 CbsA
£L.msmtus 24001 SipA
L.gallinarum D109 LgsA*
L.gallinarum D255 LgsD
L.gallinarum D42 LgsH
& = rL.gallinarum D195-2 LgsB*

L L.gallinarum ATCC33199 LgsB"

L.gallinarum D44-2 LgsG
 L-acidophilus ATCC4356 SB*

"L Lacidophilus NCFM SipB*

L.crispatus K313 SlpA*

L.gallinarum ATCC33199 Lgsl

4 100 L.helveticus CNRZ892/1269/ATCC12046 SipH

7| — L.acidophilus -ATCCA4356 SANCFM SIpA

L.crispatus ZJ001 SlpB*

o - L.crispatus LMG12003 SipNA

L.crispatus JCM5810 CbsB*
— L-amylovorus GRL1118 Sip

L L gallinarum D103 LgsF

L.crispatus K313 SipB

-:‘:l L.amylovorus GRL1112 Slp
_[— L.crispatus K313 SipC
100 L.acidophilus NCFM SipX

L.gallinarum D195-2 LgsC
L.brevis ATCC14869 SipD
L.brevis ATCCB8287 SipA

| of

B4
_i L.brevis ATCC14869 SipC*
= L.brevis ATCC14869 SipB
'=3I L.hilgardii B706 Slplh1

20

Figura 8 Arbol filogenético realizado por el método de Neighbour-joining utilizando la proteina S-
layer. Imagen extraida de [42].

En el caso de la SIpA de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 se observa un 100% de
similitud con la SIpA de Lactobacillus acidophilus NCFM y ambas proteinas tienen una
relacion filogenética mas cercana con Lactobacillus helveticus y Lactobacillus crispatus.
Las proteinas S-layers de Lactobacillus son bioquimicamente Unicas: no poseen los
motivos homodlogos de la capa S (SLH) presentes en otras bacterias portadoras de S-

layer, los tamafios varian entre 25 y 71 kDa y los valores de punto isoeléctrico
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predichos son altos (9,4-10,4) en comparacion con los puntos isoeléctricos de las
proteinas S-layers de otras bacterias. Solo se ha descripto la simetria del tipo oblicua o
hexagonal para Lactobacillus y |a glicosilacion es una modificacidén post-transduccional
que se ha encontrado y caracterizado en unas pocas especies. En particular, en
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 la simetria descripta es oblicua p2 [45], posee un
punto isoeléctrico de 9,4 y un peso molecular de 45 kDa. Las sub-unidades se
mantienen juntas y se unen a la superficie celular subyacente mediante interacciones
no covalentes [42], [46]. La capa de S-layer bacteriana generalmente tienen un espesor
de 5 a 20 nm, mientras que la de arqueas tienen un espesor de hasta 70 nm [41].

Las S-layers en las Bacterias se unen a diferentes estructuras de la envoltura
bacteriana. Mientras que en las Gram negativas la S-layer se adhiere al lipopolisacarido
de la membrana externa mediante interacciones idnicas, carbohidrato-carbohidrato,
proteina-carbohidrato y/o proteina-proteina, en las bacterias Gram positivas, la unién
puede ocurrir con el peptidoglicano o con polimeros de pared celular como los acidos
teicoicos, los lipoglicanos o los acidos teicurdnicos [39].

En el género Bacillus los dominios SLH son los responsables del anclaje de la proteina
principalmente a polimeros de la pared celular o directamente al peptidoglicano.
Como se menciond anteriormente, en las proteinas S-layers de Lactobacillus sp. no se
han descripto dominios SLH. Sin embargo, Smit y colaboradores [45] describieron que
la proteina S-layer de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 posee dos dominios
estructurales con funciones diferentes: un dominio de interaccion proteina-proteina
(denominado de cristalizacion) correspondiente a los dos tercios de la porcién amino-
terminal de la proteina, y un dominio de unidn a la pared celular formado por el tercio
restante de la molécula en el carboxilo-terminal. Luego, Smit y Pouwels [47]
demostraron que dentro del dominio de unién a la pared, la porcidn cercana al amino-
terminal es la que interactuda con alguno de los acidos teicoicos (WTA o LTA). Ya se ha
demostrado en Lactobacillus crispatus, que tanto los WTA como los LTA son los
ligandos a la pared celular de la proteina S-layer. Posteriormente, por un analisis in
silico realizado en el grupo de investigacion donde se desarrolld esta Tesis doctoral, se
predijo la presencia de dos dominios de reconocimiento a carbohidratos (CRD) en la
porcion carboxilo-terminal de la proteina S-layer de Lactobacillus acidophilus ATCC

4356 [48]. La caracteristica glucosidica de los polimeros que interactian con la S-layer
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y la presencia de los CRD en la secuencia aminoacidica, sugieren que la S-layer tendria
un comportamiento de tipo lectina. Al inicio de esta investigacion no existian reportes
de actividad del tipo lectina en Lactobacillus acidophilus, por esta razén uno de los

objetivos de esta Tesis sera caracterizar la capacidad de lectina de la S-layer.

2.2 Organizacion Genética y Biosintesis
Algunas de las cepas de Lactobacillus que poseen multiples genes slp son: Lactobacillus
brevis ATCC 14869, Lactobacillus acidophilus NCFM, Lactobacillus acidophilus ATCC
4356, Lactobacillus crispatus 7J001, Lactobacillus crispatus K313, Lactobacillus
gallinarum, Lactobacillus brevis ATCC 367 y Lactobacillus buchneri CD0O34. Sin embargo,
se ha reportado la presencia de genes silenciosos, variacion antigénica, expresion
alternativa in vivo o ex vivo, expresion secuencial durante el crecimiento o S-layers
compuestas por dos polipéptidos diferentes y solo se ha demostrado para algunas
cepas la expresion simultdnea de mas de un gen slp en condiciones experimentales
[46].
Las S-layers representan aproximadamente entre el 10-15% del total de las proteinas
celulares bacterianas, por lo que su sintesis representa un gran esfuerzo para el
microorganismo. La sintesis eficiente de las proteinas S-layers en lactobacilos se logra
gracias a varios factores:
1- Los tiempos de vida media de los ARN mensajeros (ARNm) del gen de la proteina S-
layer son excepcionalmente largos (14 y 15 minutos para la S-layer de Lactobacillus
brevis ATCC 8287 vy Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, respectivamente). Para
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 y Lactobacillus crispatus K313, esto se debe a que
el transcripto posee una regién 5' no traducida (UTR) larga que forma una estructura
secundaria estable.
2- Un uso sesgado de codones, para los genes slp de Lactobacillus brevis ATCC 8287 y
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.
3- Promotores eficientes, por ejemplo el promotor del gen slpA de Lactobacillus
acidophilus es dos veces mas efectivo que el gen que codifica para la enzima lactato
deshidrogenasa, que es uno de los promotores mas fuertes en el género Lactobacillus.
4- Presencia de multiples promotores, que pueden actuar para mejorar y/o regular la

expresion génica. Por ejemplo, en la secuencia del gen slpA de Lactobacillus brevis
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ATCC 8287, slpB de Lactobacillus brevis ATCC 14869 y sIpA de Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356. Ademas en Lactobacillus brevis ATCC 8287, se demostré que ambos
promotores slp estaban activos, mientras que en Lactobacillus acidophilus ATCC 4356,
solo el promotor mas distal de la regién codificante es funcional [42].

Por otra parte, todas las S-layers, a excepcion de Caulobacter sp. y Campylobacter sp.,
son sintetizadas con un péptido sefial en el extremo amino-terminal el cual es
procesado luego de la translocacion a través de la membrana plasmatica (Sleytr et al.,
2000). Las proteinas S-layers de Lactobacillus caracterizadas contienen un péptido
senal de 25 a 32 aminodcidos, lo que indica que la secrecion es a través del sistema
Sec.

En relacién a la estructura primaria, las proteinas S-layers de los lactobacilos se
caracterizan por tener un alto contenido de aminoacidos hidrofébicos, que van del
31,9% al 38,7%; un bajo contenido de aminodcidos que contienen azufre, el maximo es
el 2%; y un alto porcentaje de aminoacidos con grupos hidroxilo, cuya abundancia es
del 23 al 33%. El nUmero de aminoacidos cargados positivamente puede ser hasta
12,5% y siempre es mayor que el nimero de aminoacidos cargados negativamente, lo
que lleva a los altos valores de punto isoeléctrico (Pi) calculados para estas proteinas
[19], en la Tabla 2 se resumen algunas de estas caracteristicas de las S-layers para

cepas del género Lactobacillus.

Especie Cepa Masa Pi % aminoacidos|% aminoacidos |Residuos cargados
Molecular hidrofébicos |azufrados pos/neg
(kDa)

L. acidophilus ATCC 4365 |44 10,4 |36,4 0,2 6,8/10,4

L. helveticus CNZR 892 43,1 10,19 |35,9 0,7 8,8/11,2

L. crispatus JCM 5810 43,9 9,69 36,8 2 7,1/11,2

L. gasseari VPI 1175 29,8 9,98 32,9 1,1 5,1/8,7

L. johnsonii ATCC 332 26,8 9,45 37,7 0,9 6/6,9

L. kefiri CIDCA 8321 |57,03 9,6 38,4 - 9,6/5,7

L. brevis ATCC 8287 |46 9,88 32,4 0,9 6,6/10,9

Tabla 2 Caracteristicas de la proteina S-layer en el género Lactobacillus.

La glicosilacidn es la Unica modificacion post-traduccional que se ha descripto en las S-
layers de Lactobacillus. Al presente se ha reportado que las S-layers de Lactobacillus

buchneri, Lactobacillus helveticus ATCC 12046, Lactobacillus acidophilus NCFM,
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Lactobacillus plantarum 41021/252 y varias cepas de Lactobacillus kefiri se encuentran

glicosiladas [46].

2.3 Funciones
El hecho de que las proteinas S-layers sean las moléculas mdas abundantes en los
microorganismos que las poseen, apunta a una importancia bioldgica significativa. Sin
embargo, no se ha encontrado una Uunica funcion que la describa en los
microorganismos que expresan S-layer. Dentro de las funciones de las proteinas S-
layers se las involucra con roles de proteccidén contra enzimas hidroliticas, cambios de
pH y estrés, la captacién de moléculas e iones y el mantenimiento de la forma y rigidez
de la célula. Numerosos estudios han demostrado, en las cepas de Lactobacillus sp.
que poseen S-layer, que esta tendria un rol en las propiedades probidticas de los
lactobacilos involucrandola directamente en los fendmenos de exclusion de patégenos
[19], [41], [49]-[52].
Por otro lado, la S-layer tendria un rol protectivo frente a condiciones ambientales
adversas, la eliminacion de la proteina S-layer por un tratamiento con LiCl provocd una
menor viabilidad de Lactobacillus acidophilus M92 cuando se lo expuso a condiciones
del tracto gastrointestinal [53] poniendo en evidencia la posible funcién protectora de
la S-layer.
Las bacterias han adoptado un repertorio de mecanismos que les permiten enfrentar
los cambios en las condiciones osmodticas ambientales. La presencia del peptidoglicano
compensa las diferencias de presidn entre el medio interno y externo de la célula, esto
no ocurre en arqueas donde el Unico componente de la pared celular es la S-layer y el
espacio periplasmatico es menos restrictivo que el de las bacterias debido a la
porosidad de las S-layers. La turgencia actla predominantemente sobre la membrana
celular y en condiciones de estrés osmotico dependen de la S-layer que actla como
osmoprotector estructural [54]. La relacién entre el estrés osmético y las proteinas S-
layers estda ampliamente descripta para el dominio Archaea.
Si el interior de una vesicula es hiperténico se produce una afluencia de agua, lo que
aumenta el volumen de la vesicula, su area de superficie y su diametro. La entrada de
agua continua hasta que la tension de la membrana evita una mayor expansion y

compensa la presion intravesicular, o la membrana se vuelve permeable y se rompe.
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En arqueas la S-layer esta anclada a la membrana por un ancla lipidica y se dilata junto
con la membrana celular hasta que se estira de tal manera que es imposible una
expansion adicional o las conexiones de la S-layer se rompen. Si las interacciones
entre las subunidades de S-layer son estables el anclaje de la proteina a la membrana
aumenta la estabilidad de la envoltura lipidica, cuando se la compara con una
estructura sin S-layer [54].

En Lactobacillus casei se han descripto modificaciones de la pared celular y tamafio
cuando se crece a la bacteria en un medio con alto contenido de sal. Este aumento
significativo del tamano celular se ha correlacionado con un crecimiento mas lento
cuando fue expuesto a un estrés salino respecto al crecimiento en condiciones control
[23]. Al analizar la envoltura celular mediante microscopia electrénica de transmision
se observd que las modificaciones en el tamano celular fueron acompaiiadas por
cambios en la estructura de la envoltura celular. Asimismo, ha sido reportado que
cuando se crece a Lactobacillus acidophilus IBB801 en condiciones de estrés salino por
sales biliares al 0,05 % m/v o NaCl al 2% m/v hay un incremento en la sintesis de la S-
layer. El aumento de la expresidon de la S-layer en condiciones de estrés ambiental
probablemente ayude a la cepa a mantener la viabilidad celular cuando se enfrenta a
acondiciones de cultivo hostiles [55]. Se ha informado que el estrés osmético inducido
por una alta concentracion de sal aumenta la actividad autolitica y la supervivencia

después de la liofilizacion en Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis [56].

2.4 Aplicaciones

En los ultimos afios se han desarrollado o sugerido diversas aplicaciones bioldgicas
paras las proteinas S-layers puras extraidas de distintos Lactobacillus, entre ellas
utilizarlas como carriers en la inmunizacion oral de humanos o animales, y como
agentes antiadhesivos o preventivos contra enfermedades infecciosas [42].

La S-layer se puede extraer de la pared bacteriana utilizando diferentes métodos, la
mayoria se relacionan con la ruptura de uniones puente de hidrégeno (urea o cloruro
de guanidina), detergentes a pH acido o por sustitucion de cationes (Li* o Na*). Luego
de la extraccidon de la superficie bacteriana, y al remover el agente disruptor utilizado
para la extraccion, las S-layers tienen la capacidad intrinseca de formar productos

auto-ensamblados de flotacion libre en suspensién (p. ej., ldminas planas, tubos,
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vesiculas), re-ensamblarse en monocapas o bicapas en soportes sdlidos, en interfase
aire-agua, en peliculas lipidicas o cubrir liposomas y nanoparticulas completamente

[46] (Figura 9).

Autoensamblaje
cilindrico en solucidon

Monocapas o bicapas en soportes sélidos y en
varias interfaces incluyendo capas lipidicas

Figura 9 Esquema representando los posibles re-ensamblajes de proteinas de la capa S. Imagen
modificada de [57]

Gracias a esta propiedad de las S-layers y, en combinacién con la exposicidn repetitiva
de grupos funcionales, se establecieron las bases para el desarrollo de carriers para
biomoléculas, dispositivos de diagndstico, biosensores, biocatalizadores, etc. [41], [57].
En relacidn a su uso como carriers, la expresion a nivel de superficie celular de enzimas
0 epitopes requiere asociarlos a un sistema de transporte hacia el exterior celular.
Varias proteinas de anclaje fueron analizadas para determinar su eficiencia de unién
de proteinas hibridas a la membrana celular o a la pared de Lactobacillus, tales como
proteinas que contienen el motivo de anclaje LPXTG, proteinas transmembrana y
proteinas S-layers. Las proteinas que contienen el motivo LPXTG son las mas utilizadas
en la mayoria de los sistemas de exposicion de proteinas en la superficie celular. Sin
embargo, dado que las proteinas fusionadas al motivo de anclaje a pared celular son
expresadas en las células productoras esto hace que la cepa sea un organismo

modificado genéticamente (OMG) [58] y no pueda ser utilizado en humanos.
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La incorporaciéon de péptidos o dominios funcionales bien conocidos en regiones
hidrofilicas de las proteinas S-layer ha sido realizada con éxito, como ejemplo,
utilizando el fragmento C de la toxina del tétanos (ToxC) de Clostridium tetani como
antigeno en el modelo murino, se ha demostrado que después de la administracion
oral se obtiene una respuesta inmune de mucosas asi como sistémica [59]. Asimismo,
Hu y colaboradores [58] construyeron una proteina de fusion entre la region carboxilo
terminal de la S-layer de Lactobacillus crispatus K2-4-3 y la proteina verde fluorescente
(GFP), que fue capaz de unirse a las paredes celulares de varias cepas de Lactobacillus,
Streptococcus thermophilus y Lactococcus lactis in vitro, lo que demuestra que la S-
layer tiene la capacidad de unirse a la superficie celular en un sistema heterélogo.

Por lo tanto, utilizar a las proteinas S-layers fusionadas a antigenos de diferentes
patdgenos y unirlas a cepas probidticas como un vehiculo de vacuna, constituye una
estrategia atractiva ya que los lactobacilos persisten en el tracto gastrointestinal, se
adhieren a las células epiteliales, modulan la respuesta inmune y tienen una ventaja
significativa segura sobre los patégenos vivos atenuado.

En relacién al potencial antimicrobiano de las S-layers, para Lactobacillus kefiri se ha
reportado que la S-layer ejerce una accidn protectora, contra la invasién de Salmonella
enterica serovar enteritidis, a las células Caco-2, asi como también antagoniza los
efectos citopaticos de las toxinas de Clostridium difficile in vitro a través de una
interaccion directa S-layer-toxinas [60], [61]. Ademas estudios del laboratorio donde se
realizd la presente Tesis han demostrado que la proteina S-layer de Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 tiene actividad de mureina hidrolasa (endopeptidasa) contra la
pared celular de, por ejemplo, Salmonella enterica. Esta actividad de mureina hidrolasa
proporciona a las cepas portadoras de S-layer un mecanismo adicional para inhibir la
adhesion de bacterias Gram negativas y la exclusion competitiva de patégenos [62],
[63].

En cuanto a las propiedades antivirales de la S-layer pura de Lactobacillus acidophilus
ATCC 4365, se ha reportado que impide la infeccion del virus Junin en células 3T3 que
sobreexpresan el receptor DC-SIGN, vy la infeccidén del virus influenza cepa H9N2 en
células dendriticas [48], [64]. En ambos casos, la inhibicidn estaria relacionada con la

interaccion entre la S-layer y el receptor DC-SIGN, previamente establecida por
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Konstantinov [65] para la SIpA de Lactobacillus acidophilus NCFM, que en estas células

estaria actuando como un receptor para la entrada viral.

3. Lectinas

Como se menciond en el item 2.1 la SIpA de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
podria tendria un comportamiento de tipo lectina debido a la presencia de los CRD en
su secuencia aminoacidica. Las lectinas son proteinas o glicoproteinas, distribuidas
ampliamente en plantas, animales, virus y bacterias, que se unen de manera reversible
a monosacaridos u oligosacaridos, libres o unidos a superficies celulares. La interaccién
de las lectinas con los carbohidratos puede ser tan especifica como la interaccion entre
un antigeno y un anticuerpo o un sustrato y una enzima [66]. Sin embargo, las
interacciones lectina monosacaridos libre son relativamente débiles con constantes de
disociacion en el orden de micromolar a milimolar [67], [68], en comparacion a la
interaccion lectina con oligosacaridos unidos a superficies que presenta constantes de
disociacion del orden de los nanomolares. Se identifican facilmente basandose en Ia
secuencia de aminoacidos primaria, debido a la presencia de dominios de
reconocimiento de carbohidratos. Ademads, las lectinas pueden diferenciarse de otras
moléculas que interactian con carbohidratos por su capacidad para aglutinar células
[69]. La actividad aglutinante, es similar a la obtenida con anticuerpos, y también
puede ser inhibida especificamente por compuestos de bajo peso molecular, que en el
caso de las lectinas son carbohidratos o glicoconjugados. El método clasico, para
detectar la presencia de una lectina en un material bioldgico, es examinando su
capacidad para aglutinar eritrocitos. Si se obtiene un resultado positivo, es esencial
mostrar que la aglutinacion es inhibida por monosacaridos u oligosacéaridos, para
demostrar la especificidad de unién con carbohidratos [70].

Las lectinas pueden ser clasificadas segun su origen taxondémico, localizacién en el
organismo o célula, homologia de secuencia o por la especificidad de unién a
carbohidratos y glicoconjugados. Basdndose en la especificidad de unidn relativa a
carbohidratos las lectinas se clasifican en seis grupos, lectinas de unién a: N-
acetilgalactosamina; galactosa; manosa/glucosa; N-acetilglucosamina; fucosa y acido

sialico [71].
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Las lectinas son capaces de interactuar con los glicanos presentes en las glicoproteinas,
glicolipido o polisacaridos. La glicosilacion proteica es el resultado de adicionar
carbohidratos o glicanos en el residuo asparragina (enlaces N-glicosidicos) cuando esta
presente la secuencia consenso (Asn-X-Ser / Thr) o en los residuos serina/treonina
(enlaces O-glicosidicos). Tanto los enlaces N-glicosidicos como los enlaces O-
glicosidicos implican una serie de reacciones enzimaticas que dan como resultado
diversas estructuras de N-glicanos (glicanos de alta manosa, complejos e hibridos) y
variantes de O-glicano que contienen hasta 8 estructuras de O-N-acetilgalactosamina

[72](Figura 10).
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Figura 10 Tipos de glicosilaciones de las proteinas (A) Ejemplos de N-glicanos, en el extremo izquierdo
esta el precursor de 14 azucares (Glc3Man9GIcNac2) con nucleo conservado (indicado en el cuadro de
puntos rojos) (B) Ejemplo representativo de una estructura O-glicano, no existe un nucleo conservado
[73].

Las funciones de las lectinas en la naturaleza son extremadamente diversas y todas se
basan en su capacidad para reconocer y unirse a carbohidratos de los glicoconjugados,

ya sea en solucion o presentes en las células.
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Las lectinas de las plantas, actian como defensa contra diferentes tipos de hongos e
insectos fitopatdgenos, asi como contra los invertebrados y vertebrados
depredadores. Peumans y colaboradores [74] demostraron que la ricina y las toxinas
relacionadas a la ricina protegen las plantas contra animales herbivoros y/o
invertebrados fitéfagos.

Una gran variedad de funciones han sido descriptas para las diferentes familias de
lectinas animales. Las galectinas, las lectinas animales con mas funciones asignadas,
son esenciales para la diferenciacion normal y el crecimiento de todos los animales
multicelulares, pueden inducir la proliferacién, arresto celular o apoptosis, y estan
implicadas en la morfogénesis de drganos, metastasis de células tumorales, trafico de
leucocitos, respuesta inmune e inflamacién, asi como reconocimiento de matriz
extracelular [70], también modulan positiva o negativamente la infeccion viral de HSV-
1, HIV, dengue, entre otros [75]. Ademas las lectinas animales desempefian un papel
importante en la defensa inmunolégica contra los patdégenos cuando estan presentes
en las células del sistema inmune innato, por ejemplo, el receptor lectina de tipo C
(DC-SIGN), la lectina tipo C especifica de células dendriticas (Dectina-1 y Dectina-2) y el
receptor de manosa [76].

Las lectinas bacterianas, por su parte, son las responsables de la interaccion entre las
bacterias y las células eucariotas. En bacterias patégenas como E. coli, H. pylori, K.
pneumoniae y P. aeruginosa median la adhesién de los microorganismos a las células
huésped, un requisito para que se produzca la infeccidn. Una de las lectinas
bacterianas mas estudiada es la adhesina FimH ubicada en la punta de los pili tipo 1 de
E. coli uropatogénica, donde desempefia un rol en la unién al tracto urinario mediante
la interaccion especifica con manosa [77]. Golowczyc y colaboradores [78]
demostraron que Lactobacillus kefiri fue capaz de co-agregar con Sacharomyces
lipolytica vy aglutinar globulos rojos. Esta capacidad de co-agregacion vy
hemoaglutinacion fue inhibida por un tratamiento con LiCl, sugiriendo que la S-layer
de Lactobacillus kefiri tiene un comportamiento del tipo lectina.

En los ultimos afios surgido un gran interés en el rol que cumplen las lectinas en la
interaccion entre las células eucariotas y los patdgenos en enfermedades infecciosas y

su potencial rol antimicrobiano. Las funciones antimicrobianas descriptas para las

45



Introduccion

lectinas incluyen el bloqueo de la invasion y la infeccidn, la inhibicion del crecimiento y

la germinacion, regulacion de la adhesion y migracion de las bacterias [79].
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Objetivo general
Caracterizar funcional y estructuralmente la proteina S- layer de Lactobacillus

acidophilus ATCC 4356.

Objetivos especificos
1. Explorar y caracterizar el comportamiento tipo lectina de la proteina S- layer, y su
capacidad de union con otros componentes de la pared del lactobacilo, y con

macromoléculas de la superficie de células eucariotas.

2. Confirmar la localizacidon funcional de los CRD en la estructura primaria de la
proteina y evaluar su participacion en la capacidad de la S-layer de unir azucares libres

o en diferentes macromoléculas.

3. Determinar la influencia de la respuesta a estrés salino de Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 en la expresion de los genes que codifican para las diferentes proteinas S-

layers.

4. Investigar el efecto que tiene la S-layer pura sobre la infeccidén viral y en la capacidad
de adhesién de bacterias patogenas a superficies bidticas o abidticas, y su relacidon con

el reconocimiento de azucares.
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Materiales y Métodos

1. Cepas Microbianas

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus helveticus ATCC 12046,
Lactobacillus kefiri JCM 5818, Lactobacillus brevis ATCC 14869, Lactobacillus plantarum
ATCC 14917 vy Lactobacillus casei BL23 se cultivaron en condiciones anaerdbicas a 37
oC, en medio Man Rogosa Sharpe (MRS) (Biokar, Beauvais, Francia). Para evaluar las
condiciones de estrés osmoético se crecid a Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 en
MRS agregando NaCl a concentraciones finales de 0,4; 0,45; 0,6 y 0,8 M.

Como cepa de clonado se utilizé Escherichia coli Top10 (ThermoFisher Scientific) y HMS
174 (DEs) (Novagen Merck Millipore, USA) como cepa de expresion. Ambas cepas se
propagan en medio Luria Bertani (LB) a 372C en condiciones aerdbicas. Los antibidticos
utilizados fueron kanamicina, 30 pg ml™ (Sigma, USA) y ampicilina, 100 pg ml * (Sigma,
USA). Bacillus cereus BGSC 6A1, Salmonella enterica serovar Newport NCTC 129 vy
Pseudomonas aeruginosa PAO 1 se propagaron en medio LB en condiciones aerdbicas
a 379C y Saccharomyces cerevisiae 1115 se propagd en medio para levaduras YPD

(Yeast Extract Peptone Dextrose) en condiciones aérobicas a 302C.

2. Lineas celulares
Las lineas celulares utilizadas en este trabajo fueron: HT-29 (Gentilmente
proporcionada por la Dra. Ferrero, IDEHU CONICET-UBA, Facultad de Farmacia y
Bioquimica, Universidad de Buenos Aires) proveniente de un adenocarcinoma
colorrectal humano la cual adquiere un crecimiento indiferenciado y no polarizado.
Caco-2 (Gentilmente proporcionada por la Dra. Karina Marino, IByME-CONICET) y
Caco-2/TC-7 (Gentilmente proporcionada por la Dra. Minnaard, CIDCA-CONICET,
Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata) derivadas de un
adenocarcinoma de colon humano, esta linea celular se diferencia espontaneamente a
enterocitos a los 14 dias de cultivo. La linea celular Caco-2/ TC7 es un clon aislado de
Caco-2 que se diferencia a enterocitos en tiempos mas cortos y forma una poblacién
mas homogénea que la linea Caco-2. Ademas se utilizé la linea celular A549, células
humanas de epitelio alveolar basal derivadas de un adenocarcinoma de pulmén vy la
linea celular Vero, células epiteliales del rifidn de mono verde africano Cercopithecus

aethiops.
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Las lineas celulares Vero y A549 fueron crecidas en medio minimo de Eagle (MEM),
suplementado con 5% de suero fetal bovino (MEM 5% SFB). Las lineas celulares
restantes fueron crecidas en medio de Eagle modificado por Dulbecco (D-MEM,
Gibco), suplementado con 10% de SFB (D-MEM 10%). En todos los casos se utilizé 50
pug/ml de gentamcina y las monocapas fueron subcultivadas semanalmente vy

mantenidas a 37°C en estufa gaseada (5% CO.,).

3. Virus

Las cepas de herpes virus utilizadas en esta tesis fueron HSV-1 cepa KOS vy la
recombinante YK608 que fue gentilmente proporcionadas por el Dr. Yasushi
Kawaguchi, Instituto de Ciencias Médicas, Universidad de Tokio, Japdn, ambas se
propagaron en células Vero. La cepa Indiana de VSV también se propagd en células
Vero y AdV-5 en células A549.

Para preparar los stocks virales, células Vero o A549 crecidas a confluencia en botella
T25 se infectaron con 1 ml de cada cepa de HSV-1, VSV o AdV-5 y luego de 1 h a 37°C,
se retird el indculo viral y las células se cubrieron con 6 ml de MEM suplementado con
1,5% de SFB (MEM 1,5%) y se incubaron a 37°C en atmdsfera con 5% CO, hasta
observar 100% de muerte. Luego las células se sometieron a tres ciclos de congelado y
descongelado y se centrifugaron a baja fuerza G. El sobrenadante se fracciond en
alicuotas que se conservaron a -70°C y el titulo viral (UFP/ml) de todos los stocks se

cuantificé por el método de formacién de placas de lisis.

4. Titulacion por el método de formacion de placas en medio semisélido
Monocapas confluentes de células A549 o células Vero crecidas en placas de 24
pocillos se inocularon con 100 ul de diluciones seriadas al décimo de la muestra a
titular por duplicado y se incubaron durante 1 h a 37°C. Luego de la hora de adsorcidn,
se retird el indculo viral y las monocapas se cubrieron con 0,5 ml de medio de plaqueo.
El medio de plagueo semisodlido se prepard con volumenes iguales de MEM 1,5% en
doble concentracién (MEM 2X) y metil-celulosa 1,4 % (Sigma-Aldrich). La placa se
incubd a 37°C en atmdsfera con 5% CO, hasta observar la formacién de las placas de
lisis, entre 48 y 72hs. Luego del tiempo de incubacion, se fijaron las células con formol
10% (0,5 ml por pocillo) y se tifleron con una solucidon 1% de cristal violeta en 10% de

etanol. Las placas de lisis formadas se contaron en aquellos pocillos donde se
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observaron entre 30 y 150 placas y se calculé el titulo viral (UFP/ml) con la siguiente

ecuacion:

) ) n° de placas promedio L
Titulo viral = - — x Factor de dilucion
volimen in6culo(ml)

5. Purificacion de proteina la proteina S-layer de Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356

Un cultivo de 300 ml de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 crecido en MRS a 379C
por 16 h, se cosechd por centrifugacion a 2000 x g por 20 minutos y se realizd un
lavado con PBS. Luego con el fin de separar las proteinas asociadas a la S-layer (SLAPS),
el pellet se re-suspendid en LiCl 1 M, se agitd vigorosamente utilizando un agitador
tipo vortex y se incubd a temperatura ambiente por 30 minutos. A continuacion se
centrifugaron las células a 2000 x g por 20 minutos, el sobrenadante se descartd y el
pellet se re- suspendid en LiCl 5 M, agitaron vigorosamente utilizando un agitador tipo
vortex e incubaron 30 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de
incubacidn las células se centrifugaron a 12000 x g por 20 minutos y el sobrenadante
se dializd contra agua destilada a 42C por 24-48 h con un minimo de 3 recambios de
agua. Luego de la didlisis se centrifugd a 12000 x g y el pellet se re-suspendié en PBS y
almaceno a 4°C.

En los casos en los que se requirié obtener la proteina estéril el sobrenadante fue

filtrado y la dialisis se realizd en condiciones de esterilidad.
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Mk
(kDa) S-layer + SLAPs S-layer pura
170
130
100
70
=55
40 -
——

35

25

Figura 11 Purificacion de la proteina S-layer. En un SDS-PAGE 12,5 % se separaron las proteinas
extraidas solamente con un tratamiento con LiCl 5M, lineas 2 y 3 (observandose una banda
predominante correspondiente a la S-layer y bandas mas tenues correspondientes a las SLAPs) o con un
tratamiento secuencial 1 M seguido de 5 M de LiCl lineas 4 y 5.

6. Determinacion de la concentracion proteica
La concentracion de la proteina S-layer se determind midiendo la absorbancia a 280
nm. Utilizando el programa Protparam (https://web.expasy.org/protparam/) se obtuvo
el coeficiente de extincidn molar (€) en base a la secuencia primaria que determina
gue una suspension de 1 mg/ml de proteina tiene una absorbancia a 280 nm de 0,785.
La concentracion de las proteinas quiméricas se determind utilizando un
espectrofotdmetro UV/visible NanoDrop 2000 (ThermoFisher). Los coeficientes de
extincion molar de las proteinas (€) y los pesos moleculares se calcularon con el

programa ProtParam.

7. Extraccion de ADN de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
Un cultivo de 10 ml de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 crecido en MRS a 372C por
16 h se cosechd por centrifugacion a 2000 x g por 5 minutos. A continuacion se realizé
un lavado de las células en PBS. Debido a la presencia de la proteina S-layer en la capa
externa, las células recibieron un tratamiento previo con LiCl 5M para ello se re-
suspendio el pellet en 1.5 ml de LiCl 5 M y se incubd a temperatura ambiente por 30
minutos. Luego se centrifugd a 2000 x g y se lavé con 10 ml de EDTA 50 mM pH 8. El
pellet fue re-suspendido en 500 ul de Tris HCI 25 mM, EDTA 10 mM, 1 mg/ml de

lisozima y 25 U/ml de mutanolisina y se incub6 2 h a 379C para fragilizar la pared
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celular. Luego se agregd ARNsa A 0,05mg/ml y proteinasa K 0,2 mg/ml y se incubé 15
minutos a 502C.

Las células se lisaron afadiendo SDS o Sarkosyl hasta una concentracion final del 1%
v/v y se incubaron durante 2 h a 502 C o 16 h a 422 C. Posteriormente se agregd 1
volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1), se agité vigorosamente
con vortex y se centrifugd a temperatura ambiente a 14000 x g durante 20 minutos y
se extrajo la fase acuosa. Se realizaron 2 extracciones consecutivas con cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1).

Los acidos nucleicos se precipitaron por adicion de 1/10 de volumen de acetato de
sodio 3M (mezcla por inversidn) y 2 volimenes de etanol. Inmediatamente luego del
agregado de etanol se extrajo el ADN con una varilla de vidrio estéril. Se dejé secar 2 h
a temperatura ambiente y se sumergio en agua para que se disuelva en heladera o a

temperatura ambiente.

8. Geles de agarosa
Los geles de agarosa fueron preparados segun las indicaciones de Sambrook et al.,
1989. La concentracién de los geles de agarosa varidé entre 1% y 1.5 %, segun el
tamarfio del fragmento a analizar. Las electroforesis se realizaron utilizando buffer Tris
Acetato EDTA (TAE) a 100 V en cubas de Bio-Rad. Como marcador de peso molecular
se utilizé el 1 kb de Promega. Los geles se tifieron con solucién de bromuro de etidio
(0,5 pg/ml) durante 15 minutos. Los geles fueron examinados y fotografiados

utilizando el Transiluminador Benchtop 3UV.

9. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Para realizar la PCR se utilizd la Tag ADN Polimerasa (Promega) y se siguieron las
indicaciones del fabricante.

Las temperaturas utilizadas para la reacciéon fueron las siguientes: un paso de
desnaturalizacién inicial de 5 min. a 952 C seguido de 30 ciclos de 15 segundos a 952 C,
20 segundos a 602 Cy 20 segundos a 722 C, y un paso final de extension de 10 minutos
a 722 C. Cuando fue necesario, la temperatura del paso de apareamiento del cebador
(temperatura de apareamiento o annealing) fue modificada a la temperatura indicada

por el fabricante para cada oligonucledtido.
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10. Sintesis de ADNc y PCR en tiempo real
Para la transcripcion reversa se emplearon 7 mg de ARN de cada muestra extraidos
utilizando el método de fenol caliente previamente descripto [35]. EI ADNc fue
sintetizado empleando 25 pmoles de los cebadores reversos especificos (Tabla 1). El
ARN vy los cebadores se calentaron a 952C durante 5 min, para eliminar las posibles
estructuras secundarias del ARN, se colocaron inmediatamente en hielo 5 min y se
incubaron con 100 U de M-MLYV transcriptasa reversa (Ambion) durante 1 hora a 422C
y por ultimo 15 min a 902C. Luego se realizd una PCR del ADNc para verificar si la
sintesis fue exitosa.
A continuacion se cuantificé el ARN mediante una PCR cuantitativa en tiempo real
utilizando el termociclador MyiQTM Real-time (Bio-Rad).
Para realizar la cuantificacion relativa de los niveles de ARNm, se realizé la reaccion de
PCR desde el ADNc con un volumen de 25 pl, en presencia de Syber Green (Stratagene)
como fluoréforo intercalante y se emplearon cebadores (Tabla 1) disefiados
especialmente para utilizar en el termociclador MyiQTM Real-time (Bio-Rad). Las
caracteristicas en el disefio de los primers es tal que el producto amplificado sea de
entre 100 a 200 nt desde la secuencia génica y cercano al inicio de transcripcién del
gen y se realizé con el software Primer Blast.
El programa utilizado para la PCR en tiempo real fue el siguiente: 5 min a 95°C y 40
ciclos de 20 seg. 94°C, 20 seg. 529C y 20 seg. 72°C. Se utilizé el programa de curva de
melting para verificar que se tratara de un producto unico.
Los resultados se analizaron en base al método CT (“cycle threshold”, o ciclo umbral).
El CT es el numero de ciclos minimos de PCR (amplificaciones) necesarias para que el
producto de la amplificacién sea detectado por el equipo. Los valores de CT fueron
normalizados empleando la amplificacion del gen del ARN ribosomal 16S como control
interno (denominado gen housekeeping o mantenimiento). Cada muestra se analizé
por triplicado, y se analizaron muestras de dos experimentos independientes para

cada condicion.

55



Materiales y Métodos

Cebador directo Cebador reverse

slpAl sIlpA2
5-CGGGATCCATGAAGAAAAATTTAAG-3" | 5'-GTTGGTATTGATTGCTGATG-3’
MKKNLR SAINT

slpB1 slpB2
5'-AGGCCATACTGAACTT-3’ 5-AGTAGCTGAAACCTTG-3’
PGHTEL NKVSAT

slpX1 slpX2
5-ATCAAACTGCAACCATTC-3’ 5-ACTTGGAATACTTGTCC-3’
NQTATI NGQVF

ARNr16s ARNr16s

5’- GCGAAGGCGGCTGTCTGG - 3’ 5’- GGCACTGAAGGGCGGAAACC -3’

Tabla 3 Cebadores disefiados para cada proteina y secuencias de aminoacidos correspondientes.

11. Clonado y Expresion de S-layer recombinante
Para realizar la construccion quimérica se construyd un vector de expresion de fusion
de proteina fluorescente verde Carboxilo-terminal (GPF), amplificando gfp desde el
plamido pM14 [80] con los siguientes cebadores:
GFP1-5 TGCGTCGACATGGTGAGCAAGG-3"
GFP2-5"TGGCTCGAGCTTGTACAGCTCGTCC-3"
(Las letras subrayadas corresponden a sitios de restriccion).
El producto de la PCR se digirid con las enzimas de restriccion Sall y Xhol y se clond en
el plasmido pET21b (Novagen, Merck Millipore, EE. UU.) para generar el vector pET21-
GFP.
Luego se sub-clond slpA CT en el pET28-GFP [81] rio debajo y en fase de la secuencia
de gfp.
El pET28-GFP se usé como vector de expresion de fusién GFP amino-terminal.
Todas las secuencias de ADN se amplificaron mediante PCR utilizando la ADN
polimerasa Go Taqg (Promega, EE. UU.) Siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las diferentes regiones slpA se amplificaron usando ADN cromosémico de
Lactobacillus acidophilus como molde, se amplificaron usando los cebadores descritos

en la Tabla 2 y se clonaron en pET21-GFP.
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Construccion
quimérica

Cebador directo *

1
Cebador reverso

NT-GFP clonado en
pET21-GFP

TGGCATATGGCTACTACTATTAACGCA
(Sitio de restriccion Ndel)

CGTGTCGACAGTGAAAGTATGAGG
(Sitio de restriccion Sall)

GFP-CT1
clonado en pET28-GFP

AGTGGATCCAACGTTAAAGCAAC
(Sitio de restriccion BamHlI)

TAGGAGCTCTAATCTAAAGTTTGC
(Sitio de restriccion Sacl)

GFP-CT2
clonado en pET28-GFP

AGTGGATCCATGCACAACGCATAC
(Sitio de restriccion BamHlI)

TAGGAGCTCTAATCTAAAGTTTGC
(Sitio de restriccion Sacl)

GFP-CT3
clonado en pET28-GFP

AGTGGATCCATGCACAACGCATAC
(Sitio de restriccion BamHl),

TAGGAGCTCTTAGTTTGCAGCGTTGAT
G
(Sitio de restriccion Sacl)

GFP-CT4
clonado en pET28-GFP

AGTGAATTCTTTGCAGCACAATACGC
(Sitio de restriccion EcoRl)

TAGGAGCTCTTATCTAAAGTTTGC
(Sitio de restriccion Sacl)

GFP-CT5
clonado en pET28-GFP

AGTGAATTCTTTGCAGCACAATACGC
(Sitio de restriccion EcoRl)

TAGGAGCTCTTAGTTTGCAGCGTTGAT
G

(Sitio de restriccion Sacl)

Tabla 4 Cebadores utilizados para construir las proteinas quiméricas ~ Sitio de restriccidon subrayado

12. Purificacion de proteinas quiméricas
Los plasmidos descriptos arriba se transformaron por electroporacién en células E. coli
HMS 174 (DE3) (Novagen, Merck Millipore, EE. UU.). Las células transformadas se
cultivaron en medio LB con el antibidtico correspondiente a 372C con aireacion hasta
una DOgyo de 0,6. La expresion de la proteina se indujo mediante la adicién de 0,1 mM
isopropil-B-d-tiogalactopirandsido (IPTG) y los cultivos se incubaron 16 h a 19° C.
Transcurrido el tiempo de incubacidn las células se centrifugaron a 2000 x g, los pellets
celulares se re-suspendieron en buffer de lisis y sonicaron (6 ciclos de 15 s).
Los lisados se centrifugaron a 12000 x g durante 20 min, y los sobrenadantes fueron
filtraron (0,22 um de Millipore) para eliminar los residuos celulares.
Posteriormente, los lisados se cargaron en columnas HisTrap ™ HP (GE Healthcare,
Uppsala, Suecia) equilibradas con buffer A. La elucién proteica se realizé mediante un
gradiente creciente de imidazol resultante de la mezcla de buffer A y buffer B (50, 100,
150, 200 y 250 mM). Las muestras eluidas se dializaron dos veces utilizando el buffer
de dialisis y luego se almacenaron a -20 °C.
La concentracién de proteina se determind utilizando el reactivo de Bradford (Bio-Rad)
siguiendo las indicaciones del fabricante.

Para analizar la expresion de proteinas se realizaron SDS-PAGE y Western blot.
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Buffer de lisis
20 mM buffer fosfato de sodio pH 7,4
500 mM NacCl

10 mM imidazol

1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo [PMSF]

2 % v/v tritdn X-100

Buffer A

20 mM buffer fosfato de sodio pH 7,4
500 mM NacCl

10 mM imidazol

Buffer B

20 mM buffer fosfato de sodio pH 7,4
500 mM NacCl

500 mM imidazol

Buffer didlisis

50 mM buffer TrisHCI pH 8

150 mM NacCl

30 % v/v glicerol

13. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Materiales y Métodos

Con el objeto de separar las proteinas segun su peso molecular se realiz6 una

electroforesis a temperatura ambiente en un gel SDS-PAGE 10 % o0 12,5 %, y un gel

concentrador 4,5% en una cuba Mini-Protean® Il Electrophoresis Cell (BioRad). La

electroforesis se llevd a cabo a 100 volts constantes.

14. Brilliant Blue R-250

Los geles se tifleron en una solucion de 0,1 % de Coomassie Brilliant Blue R-250 en

agua destilada: metanol: dcido acético (5: 5: 2) durante una hora. Para decolorarlo se

hicieron 3 lavados en agua destilada a bafio maria. Los geles fueron examinados y

fotografiados utilizando el Transiluminador Benchtop 3UV.
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15. Zimograma
Una suspension de Salmonella newport (2% m/v) se incorporé en un gel de
poliacrilamida 12,5 % conteniendo 0.01% SDS. Luego de una corrida electroforética de
2 h a 100V, el gel se incubd 30 minutos en agua miliQ a temperatura ambiente y a
continuacion se incubd a 372C durante toda la noche en buffer de re-naturalizacion
(10 mM fosfato de sodio pH 6; Tritdn X100 1 % v/v). Luego, se realizaron sucesivos
lavados con agua miliQ y se tifid durante 2 h con azul de metileno en agitacion a
temperatura ambiente. El gel se destifnd con agua miliQ por 3-4 dias en agitacion a
temperatura ambiente. La actividad enzimatica se observé por la presencia de una

zona clara en el gel donde se produjo la degradacion.

16. Western Blot
Las proteinas se transfirieron a una membrana de Polivinildifluoruro (PVDF), que
previamente fue activada con metanol, en buffer de transferencia (Buffer Tris-glicina,
20% metanol) empleando un transfer ECL-Semi-dry Bloters (Amersham Biosciences).
La electrotransferencia se realizé a 45 mA durante una hora. Luego de transferir, se
lavé la membrana durante 5 minutos con PBS. A continuacidn se bloqued con 20 ml de
buffer de bloqueo (3% m/v BSA en PBS tween 20 0,05% v/v) durante 16 h a 4° C. Luego
se lavé la membrana 3 veces durante 5 minutos con 20 ml de PBS tween 20 al 0,05%
v/v, para eliminar el remanente del buffer de bloqueo, y se incubé con 10 ml del
anticuerpo policlonal anti S-layer (dilucién 1:5000 en PBS) durante 90 minutos.
Posteriormente se lavé la membrana 5 veces durante 5 minutos cada vez, con 20 ml de
PBS tween 20 al 0,05% v/v y se incubd con 10 ml de anticuerpo anti-lgG de conejo
conjugado a peroxidasa de rabanito (Santa Cruz Biotechnology) (dilucion 1/10000 en
PBS) durante 60 minutos. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se lavo la
membrana 3 veces durante 5 minutos cada vez con 20 ml de PBS tween 20 al 0,05%
v/v. Posteriormente se detectd por quimioluminiscencia utilizando el reactivo ECL

(Sigma) utilizando el equipo digitalizador de imagenes Amersham Imager 600.

17. Lectin blot
Las proteinas se separaron mediante un SDS-PAGE 10%, luego se transfirieron a una
membrana de PVDF y bloquearon con BSA 3% m/v como se explicd anteriormente

para Western blot. Luego del bloqueo la membrana se lavd 3 veces por 10 min con PBS
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tween 20 al 0,05% v/v e incubé 30 min a temperatura ambiente con 1 pg/ml de
Concanavalina A biotinilada. A continuacion se realizaron 3 lavados de 10 min con PBS
tween 20 al 0,05% v/v e incubé 1 h a temperatura ambiente con estreptoavidina
conjugado a la peroxidasa de rabanito (dilucién 1/2000 en PBS). Una vez transcurrido
el tiempo de incubacidn se lavé la membrana 3 veces durante 10 min cada vez con PBS
tween 20 al 0,05% v/v. Posteriormente se detectd por quimioluminiscencia utilizando
el reactivo ECL utilizando el equipo digitalizador de imagenes Amersham Imager 600.

La glicosilacidn de la proteina S-layer también se evalud utilizando el kit de tincidén con
glicoproteina Thermo Scientific Pierce (Rockford IL, EE. UU.) siguiendo las instrucciones

del fabricante.

18. Extraccion de pared celular, PGy CWPS y LTA

Cultivos crecidos hasta una fase estacionaria de Lactobacillus acidophilus se recogieron
por centrifugacién y las células se lavaron con Tris HCI 50 mM, pH 7,5.

El LTA se purificd empleando un método de extraccidon que utiliza 1-butanol [82], [83].
Brevemente, se cultivd Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 a 372C a una DOggg de 3,5.
Las bacterias se sedimentaron por centrifugacion a 6000 x g durante 10 minutos y se
lavaron con buffer citrato de sodio 0,1 M pH 4,7. Después del lavado, las bacterias se
re-suspendieron en 20 ml de citrato de sodio 0,1 M pH 4,7 y se sonicaron con perlas de
vidrio de 0,1 mm. Las perlas de vidrio se sedimentaron por centrifugacion durante 3
minutos a 200 x g. Los restos celulares se recogieron por centrifugacién y se agitaron a
temperatura ambiente durante 30 minutos con un volumen igual de 1-butanol. Los
extractos se transfirieron a un nuevo tubo y las fases se separaron por centrifugacién a
13.000 x g durante 20 min. La fase acuosa (inferior) que contiene LTA se recuperd.
Finalmente, la fraccidn enriquecida en LTA se liofilizé y la concentracion de fosforo se
midio siguiendo el protocolo de Chen, 1956.

Para purificar las paredes celulares, las células bacterianas se rompieron por sonicado
con perlas de vidrio en Tris HCl 50 mM, pH 7,5, seguido de incubacién con DNasa (30
pg ml-1) y RNasa (5 pg ml -1) durante 2 h a 379C. Las células no lisadas se eliminaron
mediante una centrifugacién 1500 x g, 5 min, y las paredes celulares se recuperaron
por centrifugacion a 20.000 x g durante 20 min. Esta fraccidn se llamé fraccién de la

pared celular total (CW)[23], [24].
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El peptidoglicano (PG) purificado se preparé a partir de células hervidas en SDS al 4%
(m/v) durante 30 min y luego se centrifugd para eliminar los restos celulares y las
células no lisadas (1500 x g, 5 min). Las paredes crudas se trataron con DNasa 5 pg/ml
y RNasa 30 pg/ ml en 0,1 M de buffer fosfato pH 6,7. Después de 2 h de incubacién a
37 ° C, las paredes celulares se purificaron por tratamiento con tripsina (0,5 mg/ml) a
37 ° C durante 16 h en 0,1 M TrisCl pH 7,5 que contenia 0,01 M MgCl2. También se
afiadié SDS (2% m/v) y las muestras se calentaron a 100 2 C durante 15 minutos.
Después de enfriar, las muestras se recogieron por centrifugacion (20.000 x g, 20 min),
se lavaron con agua destilada para eliminar el SDS y los PG purificados se liofilizaron.

Los polisacaridos de la pared celular (CWPS) de Lactobacillus casei se obtuvieron por
tratamiento con 4cido tricloroacético (TCA). Las paredes extraidas con TCA se
prepararon a partir de paredes sin tratar mediante tratamiento con TCA al 10% (p / v)
durante 48 horas a 48 2C, seguido de lavado extensivo con agua bidestilada fria, los

CWPS fueron recolectados en la fraccion insoluble.

19. Ensayo de hemoaglutinacidn e inhibicion de la hemoaglutinacion por
carbohidratos

Para realizar el ensayo de hemoaglutinacién los eritrocitos de canero fueron lavados
con PBS frio centrifugandolos a 500 x g por 5 minutos con el fin de retirar el plasma 'y
se re-suspendieron en PBS estéril.
En una placa de 96 pocillos, con fondo en U, se adicionaron 50 pl de diluciones seriadas
al medio (a partir de 1 mg/ml) de la proteina S-layer. Luego a cada pocillo se le agregd
50 ul de 4% v/v de eritrocitos preparados como se describié arriba y se incubd la placa
a temperatura ambiente por un lapso de 30 a 60 minutos. Como control negativo se
utilizd BSA. Si una proteina aglutina a los eritrocitos reconociendo estructuras
oligosacaridicas sobre la superficie celular se va a formar una trama reticulada en
suspension, en caso contrario se visualiza como un botdn en el fondo del pocillo.
Para realizar los ensayos de competencia de la hemoaglutinacién en una placa de 96
pocillos con fondo en U, se pre-incubd 1mg/ml de la proteina S-layer 30 minutos a
temperatura ambiente con diluciones seriadas al medio de los siguientes
carbohidratos: D-manosa, L-ramnosa, D-galactosa, L-fucosa, D-glucosa, D-maltosa, D-

lactosa, D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina, y luego se realiz6 el ensayo de
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hemoaglutinacién como se explicd antes. PBS y una solucion de S-layer sin inhibidor se

utilizaron como control negativo y positivo de hemoaglutinacion, respectivamente.

20. Ensayo de Aglutinacion de microorganismos
Cultivos exponenciales de Salmonella enterica, Bacillus cereus, Pseudomonas
aeruginosa o Saccharomyces cerevisiae fueron incubados 1 h a 372C con 1 mg/ml de
S-layer o seroalbumina bovina como control negativo. Luego de la hora de incubacion
las células se centrifugaron a 4000 rpm y se realizd un lavado con buffer fosfato salino
(PBS). Con el fin de observar la aglutinacion y muerte celular en simultdneo, por
microscopia, se utilizé el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD BacLight (Invitrogen)
para ello se re-suspendieron en 100 ul de agua miliQ y se le adiciond 0,2 pul de reactivo
Ay 0,5 pl de reactivo B LIVE/DEAD BacLight (Invitrogen). Una suspension de S-layer
sola también se visualizd como control. Las células se observaron al microscopio de
fluorescencia (Axiostar Plus; Carl Zeiss) con un objetivo 40X y 100X con inmersién y
contraste de fase. Las imagenes de fluorescencia se tomaron con una cdmara Cannon
EOS Rebel T3. En todos los experimentos se mantuvo el mismo tiempo de exposicion.

El procesamiento de las imagenes se realizo utilizando el software Imagel.

21. Ensayo de Dot blot
Los ensayos de dot blot se realizaron como describié previamente [84] con algunas
modificaciones. Las macromoléculas se inmovilizaron en una membrana de PVDF
(Thermo Scientific, Rockford IL, EE. UU.):

Componentes de la pared celular procariota:

Acidos lipoteicoicos, (LTA), 20 mg/ml; (preparado como se describié antes)
Peptidoglicano, (PG), 20 mg/ml; (preparado como se describid antes)

Polisacaridos de la pared celular, (CWPS), 20 mg/ml; (preparado como se describio
antes)

Lipopolisacarido, (LPS), 6 mg/ml (Sigma, St Louis MO, EE. UU.);

Proteinas eucariotas glicosiladas:

Mucina porcina de tipo Il (PSM, 10 pg / ml) (Sigma, St. Louis, EE. UU.),
Mucina porcina de tipo Ill desialilada(10 pg / ml)
Fibronectina (1 mg/ml) (Advanced Biomatrix, San Diego CA, EE. UU.),

Coldgeno (100 pg/ml) (Helena Laboratory Beaumont TX, EE. UU.)
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Glucosa oxidasa (GOX, 2 ug/ml) (Sigma, St Louis MO, EE. UU.)
Fetuina (0.5 pug/ml) (Sigma, St Louis MO, EE. UU.)
Asialofetuin (0.5 pg/ml)

RNAsa B (5 pg/ml) (Sigma, St Louis MO, EE. UU.)

Polisacaridos eucariotas:

Quitina (30 mg/ml) (ICN Biomedicals Inc, Aurora OH, EE. UU.),

Quitosano (30 mg/ml) (Sigma, St Louis MO, EE. UU.),

Acido hialurénico ( 2,5 mg/ml) (Sigma, St Louis MO, EE. UU.),

Heparina (250 mg/ml) (Northia, Bs As, Argentina).

Se utiliz6 BSA (BSA, 10 mg/ml) como control negativo (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas TX, EE. UU.).

La desialilacion de la fetuinay de la mucina se realizé incubando 2 hs a 80 2C en acido
acético 2N seguido de neutralizacién con hidroxido de amonio 5 M, finalmente las
muestras se dializaron contra agua.

Particulas virales

En una membrana de PDVF se inmoviliz6 1x10°> UFP/10 pl de Adv-5, 5x10* UFP/10 pl
de HSV-1y 1x10° UFP/10 pl de VSV o el doble de cada virus en una gota de 20 pl. Como
control negativo de interaccién se utilizdé la mezcla de marcadores de peso molecular
(Mk), BSA 'y MEM 1,5 %, medio donde se encontraban suspendidas las particulares
virales y S-layer pura como control positivo del revelado.

Después de la siembra, las membranas de PVDF se lavaron una vez con PBS y luego se
bloquearon durante 16 hs a 4°C en PBS conteniendo 3% m/v BSA (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, EE. UU.). Las membranas bloqueadas se lavaron con PBS
tween 20 al 0,05 % v/v y luego incubaron a 37 2C durante 1 h con una suspension de
proteinas de fusién (NT-GFP o GFP-CT) o GFP como control negativo o con S-layer
purificada con LiCl (50 pg/ml) segln corresponda.

Después de la incubacion, las membranas se lavaron tres veces con PBS tween 20 al
0,05% v/v y los puntos positivos se visualizaron directamente mediante fluorescencia
en el caso de las fusiones de GFP o se incubaron 1 h a temperatura ambiente con
anticuerpo policlonales de ratén anti-S-layer (1: 5000)[85] luego de 5 lavados con PBS
tween 20 al 0,05% v/v se incubd con un anticuerpo anti IgG de ratén conjugado con

HRP (1: 10000) por 30 min. y la interaccién fue detectada por quimioluminiscencia
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mediante el sustrato ECL (Amersham, GE Healthcare, Chicago, EE. UU.). Las imagenes

se obtuvieron con Amersham Imager 600 (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Suecia).

22. Quenching de fluorescencia de las tirosinas

La interaccidn de la proteina S-layer con carbohidratos y particulas virales se evalud
mediante cambios en la intensidad de fluorescencia.

Una suspensién de HSV-1 (4x10° UFP/ml), AdV-5 (4x10° UFP/mI) o VSV (6x10® UFP/ml)
se puso en contacto con de 400 pg/ml S-layer durante 1 h a 372C, luego se registraron
los espectros de emisidn de fluorescencia a temperatura ambiente, de 290 a 380 nm,
con una longitud de onda de excitacién de 275 nm y una de emisién a 305 nm en
cubeta de cuarzo con una trayectoria optica de 10 nm. Utilizando espectrometro de
fluorescencia Cary Eclipse (Thermo Spectronic AMINCO-Bowman, serie 2, EE. UU.).

Lo mismo se realizd para evaluar la interaccion con carbohidratos, pero las titulaciones
se llevaron a cabo mediante la adicion de 1 pl de alicuotas de los carbohidratos (0,5 M)
o del hidrolizado de quitina (Vector Labs, Burlingame, EE. UU.) disueltos en PBS a 0,2
ml de proteina S-layer (0,5 mg/ml) en PBS. La fluorescencia de cada muestra se midio
variando la concentracién de azucar de 0 a 20 mM. Cada espectro fue un promedio de
tres exploraciones sucesivas, no se necesitd correccion para el efecto de dilucién
debido a la adicidon de soluciones de carbohidratos ya que el volumen agregado no
excediod el 10% del volumen total. La espectroscopia de fluorescencia permite describir
el quenching mediante la ecuacién de Stern-Volmer FO/F = 1+K, [AF]. Donde FO y F son
las intensidades de emision de fluorescencia en ausencia y presencia de azlcar
respectivamente; [AF] es la concentracidn de azucar y K, es una constante igual a la
reciproca de la concentracion de azucar cuando la intensidad de fluorescencia
disminuye a la mitad. El valor final de Kd se calculé a partir de tres lecturas
independientes y se representd como un promedio de los valores finales de Kd junto

con la media de error estandar, calculada a partir de la desviacidén estandar [86], [87].

23. Union de proteinas de fusion de SIpA a Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus acidophilus se cultivé por 16 h en MRS y la S-layer se removidé por
tratamiento con LiCl 5 M como se menciond anteriormente. A continuacion, las células
se lavaron dos veces con PBS y se re-suspendieron en PBS ajustando a una DQOgg de

1,0.
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En un tipico experimento de unidn, se incubaron alicuotas de 300 ul de cultivo durante
1 h a 37 oC con 10 pg de las proteinas de fusién quiméricas NT GFP, GFP-CT1. La
proteina purificada GFP y PBS se usaron como controles negativos y de
autofluorescencia, respectivamente. Luego de la hora de interaccion las células se
colectaron mediante centrifugacion a 10.000 x g durante 5 minutos y se lavaron dos
veces con PBS. A continuacion las bacterias se re-suspendieron en 100 ul de PBS y se
analizaron por un lado por microscopia de fluorescencia (Axiostar Plus; Carl Zeiss) con
un objetivo 100X y por otro lado por citometria laminar de flujo.

Para el analisis por citometria laminar de flujo, luego de la hora de interaccién las
bacterias se lavaron dos veces con PBS y se re-suspendié en 300 pl de PBS con
aproximadamente 1X10° células. Las células fluorescentes y no fluorescentes dentro
de la poblacidn fueron discriminadas en base a la intensidad de fluorescencia (GFP-H).
Se utilizd el software BD FACSAria (BD FACSDiva, versidon de firmware 6.1.3) para la
adquisicion de datos, para el andlisis posterior de los datos se utilizd el software
FlowJo 10.0.7. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Como inhibidores competitivos de la unién de GFP-CT1 a Lactobacillus acidophilus se
probaron concentraciones crecientes de carbohidratos como D-manosa, D-fructosa,
acido sialico (acido N-acetilneuraminico), D-glucosa, D- galactosa, D-fructosa 6-fosfato,
D-fructosa 1,6-bifosfato y polimeros como la quitina y LTA. Para el hidrolizado de
quitina dada su condicién de mezcla compleja de distintas longitudes de oligdmeros de
N-acetil-D-glucosamina (NAG) se considerd que el polimero esta formado por 900
mondmeros de NAG y tiene un peso molecular de 182.700 g/mol y para LTA se estimod
una longitud de cadena promedio de 27,5 (172 g/mol de mondmeros de glicerol
fosfato)[88] considerando los datos de Lactobacillus helveticus DSM 20075T vy
Lactobacillus buchneri CD034, ambas cepas que poseen S-layer [28], [89].

Ademas las células de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 se incubaron con 100 U/ml
mutanolisina o con 10 % de tricloroacético (TCA) 2 h a 372C con el fin de desprender
solo los WTA de la pared y con 10 % de SDS para extraer los LTA de la pared.

La fluorescencia media relativa fue cuantificada por citometria de flujo y se calculé la
concentracion inhibitoria 50 % (Clso) ajustando los datos experimentales a una curva

de dosis-respuesta para cada carbohidrato usando el software GraphPad Prism® 5
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(Version 5.01, Software GraphPad, Inc., EE. UU.). La Clsg es la concentracién de un

inhibidor donde la respuesta (o unidn) se reduce a la mitad.

24. Ensayos en fase sélida

El recubrimiento de placas de poliestireno se realizé como fue previamente descripto
por [90], con algunas modificaciones. Brevemente, placas de poliestireno de 96
pocillos (Maxisorp Nunc, Roskilde, Dinamarca) se recubrieron con 50 ul con una
concentracién de 10 mg/ml de mucina tipo Il de estémago porcino (Sigma-Aldrich)
disuelta en PBS. El recubrimiento se realizé6 mediante una incubacidn secuencial a 372C
durante 2 h seguido de una incubacién durante 16 h a 42C, luego se descartaron los 50
pl y se realizdé una ultima incubacion a 379C por 2 h adicionando 75 ul de mucina 10
mg/ml para minimizar los sitios de unién inespecificos. Finalmente, la placa se lavé dos
veces con 100 pl PBS para eliminar el exceso de mucina.

Luego la placa recubierta de mucina se incubd a 372C durante 2 h con 50 pl de S-layer
con las siguientes concentraciones 10, 25, 50 y 100 pg/ml. Cada pocillo se lavé 3 veces
con PBS tween al 0,05% v/v (buffer de lavado), y se incubd 1 h a temperatura ambiente
con 50 pl anticuerpo policlonal de ratén anti-S-layer (dilucién 1:5.000 en PBS) (Prado-
Acosta et al., 2008). Posteriormente se realizaron 3 lavados durante 10 min con 200 pl
de buffer de lavado. La interaccion se detectd utilizando 50 ul de anticuerpo anti IgG
de raton conjugado con peroxidasa de rabanito (dilucion 1:10.000 en PBS) y se incubd
1 h a temperatura ambiente. A continuacidén se realizaron 5 lavados con buffer de
lavado y se reveld utilizando 25 pl del sustrato 1-Step ™ Turbo Tetramethylbenzide
(TMB) -ELISA (ThermoFisher). La reaccién se detuvo con 25 pul de acido sulfurico 2N y
se registré la absorbancia a 450 nm en un lector de ELISA.

Para los ensayos de inhibicidn la proteina S-layer se pre-incubd con diluciones al medio
de rafinosa, D-glucosa, D-galactosa y D-manosa a partir de un stock de 1 My 0,5 M
para el caso de la lactosa. Los valores de Clso, concentracion de azucar que causa el
50% de inhibicién de la unién de S-layer a la mucina, se calcularon ajustando los datos
experimentales transformados logaritmicamente a una curva de dosis-respuesta
usando GraphPad Prism® 5 para el software de Windows (Versidon 5.01, Software

GraphPad, Inc., EE. UU.).
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25. Actividad virucida de S-layer
Una suspensién viral de Adv-5 (4x10° UFP/ml), HSV-1 (4x10° UFP/ml), VSV (6x10®
UFP/ml) o bacteri6fago J1 (4x10™ UFP/ml) se dividié en dos tubos, uno se diluyé con
PBS y el otro con una solucién de 400 pg/ml de S-layer, ambos se incubaron por 1 h a
37°C. Luego, se cuantificé el titulo viral remanente tanto en los controles de virus (CV)
como en las muestras tratadas con S-layer (S-layer) por el método de formacién de
placas (UFP/ml) se graficd el logaritmo de los titulos obtenidos para los cuatro virus

ensayados.

26. Ensayo de arrastre de las particulas virales

Una suspensién viral de Adv-5 (4x10° UFP/ml), HSV-1 (4x10° UFP/ml), VSV (6x10®
UFP/ml) o bacteri6fago J1 (4x10™ UFP/ml) se dividié en dos tubos, uno se diluyé con
PBS (CV) y el otro con una solucidn de 400 pg/ml de S-layer, ambos se incubaron por 1
h a 37°C, luego de la hora de incubacidn, una alicuota se sometié a 3.800 x g durante
20 min, lo mismo se realizé con los CV. El titulo viral remanente en el sobrenadante
antes y después de la centrifugacién se cuantificd tanto en los CV como en las
muestras tratadas con S-layer por el método de formacidn de placas. Con estos datos
se calculd el factor de reduccién (FR) como el logaritmo del cociente del titulo viral
antes y después de la centrifugacién en los tubos de CV y en los tratados S-layer.

En este ensayo también se evalud el efecto de agregar manosa junto con la S-layer sélo
en el caso de HSV-1. Para ello, 400 pug/ml de S-layer fueron pre-incubados 1 h a 37¢C
con 400 mM de D-manosa antes de la incubacidn con el virus. Como control se utilizé
una suspensiéon de D-manosa. Luego de la hora de incubaciéon a 372C se continudé como

se explicd antes.

titulo viral antes de centrifugar

)

Factor de reducciéon = log(—= - - -
titulo viral después de centrifugar

27. Interaccidn de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 con lineas celulares
Las células epiteliales (Caco-2, Caco-2/TC7 y HT29) crecidas en placas de 24 pocillos, se
pusieron a interactuar con 0,5 ml por pocillo de concentraciones iniciales crecientes

(10°, 107, 10® y 10° UFC/ml) de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 y se incubaron 1 h
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a 372 C en estufa gaseada (5% CO,). Transcurrido el tiempo de incubacién, cada pocillo
de lavd 3 veces con PBS para eliminar las bacterias no adheridas y luego se agrego 0,5
ml de agua destilada estéril a fin de despegar las células de los pocillos para luego
cuantificar las bacterias adheridas mediante un recuento en placa de MRS. El recuento

se realizé en aquellas placas en las que hubo de 50 a 300 colonias.

28. Inhibicidn de la Interaccién de Pseudomonas aeruginosa con A549

Células A549 crecidas en microplaca de 24 pocillos se pre-incubaron con 400 pg/ml de
la proteina S-layer y luego se anadié una suspension de Pseudomonas aeruginosa
PAO1 (1x10’ UFC por pocillo en PBS) y se dejé en contacto por un lapso de 1 h a 372C.
Por un lado, se determind el nimero de Pseudomonas viables adheridas por pocillo
mediante el recuento de UFC sobre placas de agar LB y por otro lado las células fueron
fijadas y tefiidas con cristal violeta. Los resultados se expresan como porcentajes de
adhesion relativos a las UFC de Pseudomonas adheridas en el control sin ningun
tratamiento previo y que corresponden al 100% de adhesidn.

Los vidrios se tifieron con cristal violeta durante 10 minutos, después de un lavado con
agua corriente el vidrio fue montado sobre un porta objetos y observado al

microscopio (Axiostar Plus; Carl Zeiss) con un aumento de 1000X.

29. Ensayo de interaccion de la proteina S-layer y proteinas quiméricas con
células epiteliales
Células HT29 o Caco-2/TC7 crecidas sobre cubreobjetos se pusieron en contacto con
10 o0 100 pg/ml de S-layer por 1 h a 372 C en estufa gaseada (5% CO,). Transcurrido el
tiempo de incubacidon se reveld la interaccion de la proteina mediante una
inmunofluorescencia indirecta (IFl). Para ello, las células se lavaron 3 veces con PBS por
5 min cada vez y fijaron con metanol. Luego de 3 lavados con PBS, se incubaron con un
anticuerpo policlonal anti S-layer (dilucién 1:1000 en PBS) por 30 min en camara
himeda a 372 C. Finalizada la primera incubacion, se realizaron 3 lavados con PBS
durante 10 min cada vez y se incubd 30 min en cadmara himeda a 372 C con un
anticuerpo anti-IgG de ratén conjugado a FITC (diluciéon 1:200 en PBS). Luego de 3
lavados con PBS se incubd con WGA-Tritc tal como se explica a continuacion. Finalizada
la incubacidn se realizaron 2 lavados con PBS por 10 min cada vez seguido de 2 lavados

con agua bidestilada, y los cubreobjetos se montaron con glicerina tamponada con
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2,5% DABCO y las células se observaron por microscopia de fluorescencia utilizando un
microscopio Olympus BX51 con los filtros adecuados.

Células HT29 o Caco-2/TC7 crecidas sobre cubreobjetos se pusieron en contacto con
100 pg/ml de las construcciones quiméricas NT-GFP, GFP-CT1 y GFP 1 h a 372 C en
estufa gaseada (5% CO,). Transcurrido el tiempo de incubacién las células se lavaron 3
veces con PBS por 5 min cada vez vy fijaron con metanol. Luego de 3 lavados con PBS,
se incubaron con una dilucién 1/200 de WGA-TRITC (aglutinina del germen de trigo
asociada a tetrametilrodamina) en PBS por 1 h a 37°C en cdmara humeda. Finalizada la
incubacidén se realizaron 2 lavados con PBS por 10 min cada vez seguido de 2 lavados
con agua bidestilada, y los cubreobjetos se montaron con glicerina tamponada con
2,5% DABCO vy las células se observaron por microscopia de fluorescencia utilizando un
microscopio Olympus BX51 con los filtros adecuados.

Para los ensayos de inhibicion de la interaccion del CT1-GFP monocapas de células
Caco-2/TC7 crecidas sobre vidrios en microplaca de 24 pocillos fueron fijadas y luego
se incubaron con 100 pg/ml GFP-CT1 en presencia o ausencia de 100 o 500 mM de D-

manosa y luego se continud como se explico antes.

30. Actividad moduladora de la infeccion viral

Monocapas de células HT29 se incubaron con 400 pg/ml de S-layer una hora antes de
la adsorcion del virus recombinante YK608 de HSV-1 (pretrat), durante la hora de
adsorcion del virus a 37°C (ads) o luego de la adsorcion viral (post). Las células se
infectaron con una multiplicidad de infeccion (m.i) de 0,1. A las 48 hs post infeccidn
por un lado se cosecharon los sobrenadantes y se titularon por el método de
formacién de placas y por otro lado se evalué de forma cualitativa el efecto antiviral
mediante la observacién al microscopio de las células fluorescentes infectadas
utilizando un microscopio Olympus BX51 con los filtros adecuados.

Luego, se repitid el mismo esquema de tratamiento pero fijando las células a las 12 h
post infeccidn. El porcentaje de células fluorescentes se calculd respecto del total de
nucleos tenidos con 4 ',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma) contados mediante el
software Imagel, se contaron un minimo de 100 nucleos y al menos 3 campos en cada

pocillo.
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31. Ensayo de plaqueo directo

Células A549 se incubaron con 400 pg/ml de S-layer una hora antes (pretrat), durante
la hora de adsorcién (ads) o luego (post) de la adsorcién viral de HSV-1 KOS, VSV y Adv-
5 (de cada virus se utilizé una dilucién tal que se obtuvieran entre 50 a 100 UFP en los
respectivos controles de virus). Luego de la hora de adsorcidn, se retird el indculo viral
y las monocapas se cubrieron con 0,5 ml de medio de plaqueo. El medio de plagueo
semisolido se prepard con volumenes iguales de MEM 1,5% en doble concentracion
(MEM 2X) y metil-celulosa 1,4 % (Sigma-Aldrich). La placa se incubdé a 37°C en
atmasfera con 5% CO, hasta observar la formacién de las placas de lisis, 48 hs para
HSV-1, 24 hs para VSV y 6 dias para el caso de ADv-5. Luego del tiempo de incubacién,
se fijaron las células con formol 10% (0,5 ml por pocillo) y se tifieron con una solucion
1% m/v de cristal violeta en 10% de etanol. Las placas de lisis se contaron y se calculd
el % de UFP respecto al control de virus sin S-layer.

Cuando se evalud el efecto de agregar D-manosa junto con la S-layer durante la
adsorcion del VSV, se siguieron dos esquemas de tratamiento, por un lado 400 pg/ml
de S-layer fueron pre-incubados 2 hs a 372C con 400 mM de D-manosa y por otro 400
ug/ml de la proteina se adicionaron junto con 400 mM D-manosa durante la hora de
adsorcién viral. Como control se utilizé una suspension de D-manosa. Luego de la

adsorcion se continué como se explicé antes.

32. Proteccidn de la inactivacion viral por temperatura
Una suspensién viral de HSV-1 (4x10° UFP/ml) o VSV (6x10® UFP/ml) se puso en
contacto con 400 pg/ml de S-layer 2 h a 422C, como control se utilizé 400 pg/ml de
BSA. Las muestras junto con el control de virus se titularon por el método de
formacion de placas de lisis al tiempo cero (TO) y al tiempo 2 h (T2). Con los valores de

titulos obtenidos se calculé el factor de reduccion del titulo viral.

titulo viral TO
titulo viral T 2h

Factor de reducciéon = log

Una suspension viral de Adv-5 (4x106 UFP/ml) se puso en contacto con 400 pg/ml de S-
layer 1 h a 452C, como control se utilizé 400 pg/ml de BSA. Las muestras junto con el

control de virus se titularon por la técnica del punto final en células A549, los titulos
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fueron expresados en dosis infectiva en cultivo de células 50 % por mililitro
(DICTso/ml).

Cuando se evalud el efecto de agregar D-manosa a una suspension HSV-1 (4x10°
UFP/mI) se puso en contacto con de 400 pg/ml S-layer o 400 pg/ml S-layer y 400 mM
de D-manosa durante 2 h a 42°C. El titulo se cuantificd por el método de unidades
formadoras de placas de lisis. Con estos datos se calculé el factor de reduccion (FR)
como se explicd antes.

Una suspensidn viral de HSV-1 (7x108 UFP/ml) se puso en contacto con 400 pg/ml de S-
layer o 400 pg/ml de BSA y se incubo a 4°C. A los 0, 9, 30 y 60 dias se tomaron
alicuotas y el titulo viral se cuantificé por el método de unidades formadoras de placas

de lisis.

33. Ensayo de formacion de biopelicula
En una placa de poliestireno de 96 pocillos, fondo en U, se inoculd Pseudomonas
aeuruginosa PAO1 a una DOgq inicial de 0,025 con concentraciones crecientes de S-
layer. (50, 100, 200, 400 y 1000 pg/ml). Las placas se incubaron a 37 ¢ C durante 24
horas luego de lo cual se procedié a evaluar la adherencia utilizando la técnica de
tincion con cristal violeta. Brevemente, se tomo el sobrenadante de cada pocillo para
determinar la DOgoo de las células plancténicas (Apl), luego se agregaron 200 ul de
Cristal violeta (0,1% en etanol 70%) a cada pocillo (8 por cada dilucién). Luego de 20
minutos se lavaron los pocillos suavemente con agua destilada para retirar el cristal
violeta remanente, a continuacion se agregaron 200 pl de etanol absoluto y se incubd
20 minutos a temperatura ambiente para que se solubilice el colorante. Luego se
traspasod a una placa fondo plano y se midié la absorbancia en el lector de Elisa Tasoh
Corp MPR Ai4 utilizando un filtro | 550/700 (Acy). Se determind el indice de adherencia

como la relacién Acv/Apl.

34. Analisis estadistico
Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 6. La
importancia significativa de cada tratamiento se evalué mediante la prueba del t de
Student con un p <0,05 fue considerada como significativa o mediante la prueba

ANOVA de una via, con la prueba de comparacion multiple de Bonferroni (p <0,05)
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Los ensayos se realizaron por triplicado y los datos se normalizaron a las medias para
las tres repeticiones. Los resultados se presentan como las medias + desvios

estandares (indicadas por barras de error) para experimentos repetidos.
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Capitulo 1: Caracterizacion de la capacidad de lectina de la proteina S-layer de

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

Como se menciond en la Introduccidn la envoltura de las bacterias Gram positivas esta
constituida por una membrana celular, una gruesa pared formada por cadenas de
peptidoglicano entrecruzadas y adornada por cadenas de acidos teicoicos. En algunas
especies éstas se envuelven de S-layer.

En el género Lactobacillus la presencia de S-layer no es universal, se ha descripto en
varias especies, entre ellas Lactobacillus acidophilus siendo la cepa de estudio de esta
tesis ATCC 4356.

La proteina S-layer de Lactobacillus acidophilus forma una matriz cristalina de
subunidades proteicas auto-ensambladas y unidas de forma no covalente a la envoltura
de la pared celular bacteriana mads externa.

Desde la secuencia proteica se predice en la proteina de superficie predominante,
SIpA, la presencia de dos CRD [48] sugiriendo que la S-layer podria tener un
comportamiento del tipo lectina. El objetivo de este capitulo es la caracterizacién de la
capacidad de lectina de la proteina S-layer purificada de Lactobacillus acidophilus ATCC

4356.
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1.1. Capacidad de hemaglutinacion de la proteina S-layer

El ensayo de hemaglutinacién es un primer paso de rastreo de lectinas o componentes
de tipo lectina siendo un método simple y facil para obtener datos semi-cuantitativos
sobre la interaccidon con azlcares y su especificidad. Si una proteina aglutina a los
eritrocitos reconociendo por ejemplo estructuras oligosacaridicas sobre la superficie
celular se va a formar una trama reticulada en suspensién, en caso contrario se
visualiza como un botdén en el fondo del pocillo.

La capacidad de hemaglutinacion de la S-layer purificada como se describido en

materiales y métodos, se evalud utilizando eritrocitos de carnero (Figura 12).

(A) ug/ml S-layer
1000 500 250 125 62.5 0

(B) ug/ml BSA

1000 500 250 125 62.5 0

Figura 12 Aglutinacién de eritrocitos de carnero. En una placa de 96 pocillos se sembraron diluciones
seriadas al medio de la proteina S-layer (A) 6 BSA (B) como control negativo y luego se afiadié una
cantidad constante de eritrocitos (concentracion 4%).

Como puede observarse en la Figura 12 la S-layer posee la capacidad de aglutinar
eritrocitos de carnero. La concentracidn minima necesaria para una aglutinacion
positiva fue de 250 pg/ml. Como control negativo se utilizé la proteina seroalbimina
bovina (BSA) la cual no aglutind a los eritrocitos. Este resultado sugiere la interaccién
directa de la proteina S-layer con los componentes extracelulares de los eritrocitos de
carnero.

Los glicoepitopes presentes en los eritrocitos pueden ser reconocidos de manera
especifica o inespecifica por las lectinas causando aglutinacién. Para demostrar la

especificidad de unién con carbohidratos, la aglutinacion tiene que ser inhibida por
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carbohidratos que presenten mayor afinidad por la lectina. Para caracterizar los
glicoepitopes que median la hemaglutinacién se emplearon distintos carbohidratos
como potenciales inhibidores. La proteina S-layer se pre-incubd con los carbohidratos
gue se detallan a continuacion y posteriormente se realizd el ensayo de
hemoaglutinacion.

Los carbohidratos evaluados fueron los monosacaridos: D-manosa, L-ramnosa, D-
galactosa, L-fucosa, D-glucosa; los disacaridos: D-maltosa (formado por la unién de dos
glucosas), D-lactosa (formado por la unién de glucosa y galactosa) y los amino-
azucares: D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina. Luego se calculd la concentracion
inhibitoria minima (CIM) para cada carbohidrato como la concentracidon del
carbohidrato del ultimo pocillo que inhibié en forma positiva la hemoaglutinacién

(Tabla 5).

Hidrato de carbono CIM (Molar)

D-manosa 0,015
L-ramnosa 0,125
D-galactosa 0,250
L-fucosa 0,500
D-glucosa 1,000
D-lactosa 0,015
D-maltosa >1

D-Glucosamina 0,500
N-acetil-D-glucosamina >1

Tabla 5 Concentraciones minimas inhibitorias. Las CIM se calcularon considerando la minima
concentracion capaz de inhibir la hemoaglutinacion.

Un valor de CIM mas bajo implica una mayor afinidad del carbohidrato por la S-layer. El
monosacarido que mejor inhibid la aglutinacion fue la D-manosa con una CIM de 0,015
M mientras que para los demas monosacaridos se requirié utilizar una concentracién
de cinco a diez veces mas que la de D-manosa. También fue evidente la inhibicion de la
aglutinacién por el disacarido D-lactosa obteniéndose una CIM de 0,015 M mientras
gue la D-maltosa no inhibié la aglutinacién en la maxima concentraciéon ensayada.
Respecto a los amino-azucares se obtuvo una CIM de 0,5 M para la D-glucosamina

mientras que la N-acetil-D-glucosamina no inhibié la aglutinacion en la maxima
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concentracion ensayada. Los resultados obtenidos de la hemaglutinacion sugieren que

la S-layer se comporta como una lectina.

1.2. Capacidad de la proteina S-layer de aglutinar microorganismos
Cémo se menciond en la introduccién las lectinas pueden interactuar con
carbohidratos presentes en la superficie bacteriana. La interaccion lectina-bacteria
puede ser facilmente reconocida por una aglutinaciéon bacteriana que ocurre cuando
se agrega la lectina a una suspension de bacterias [91].
Para este ensayo de aglutinacion de microorganismos se evaluaron a los patdgenos
entéricos Bacillus cereus y Salmonella enterica serovar newport, teniendo en cuenta
gue Prado Acosta (2010) demostrd la capacidad de la S-layer, en combinacién con la
nisina, de inhibir el crecimiento de dichos patdégenos. Ademas se evalud otra bacteria
Gram negativa, Pseudomonas aeruginosa como patdgeno respiratorio modelo y
formador de biopeliculas.
Bacillus cereus es una bacteria anaerobia o anaerobia facultativa, Gram positiva y
formadora de esporas que tiene la capacidad de crecer en diferentes ambientes y en
un amplio rango de temperaturas (4-509C), ademds de ser resistente al calor,
tratamientos quimicos y radiacion. Esta bacteria es capaz de sobrevivir al proceso de
pasteurizacion debido a la produccion de endosporas. Es un microorganismo
oportunista ampliamente reconocido como agente etiolégico de brotes transmitidos
por los alimentos (sindromes eméticos y diarreicos), asi como patologias no
intestinales. Algunas cepas de Bacillus cereus pueden producir enterotoxinas
diarreicas, las cuales causan diarrea y dolor abdominal (NheA: enterotoxina no
hemolitica, CytK: citotoxina K, HbIC: hemolisina BL, EntFM: peptidasa de la pared
celular), mientras que otras cepas producen una toxina emética (cereulida: toxina
termoestable), que causa vomitos. Esta especie bacteriana se encuentra cominmente
en las fabricas de productos lacteos y en las fabricas de alimentos y bebidas [92].
Mientras que Salmonella entérica otro patdgeno gatrointestinal, se transmite por via
fecal-oral, ya sea directamente, o bien indirectamente, a través de los alimentos
causando gastroenteritis o septicemia. Salmonella enterica serovar enteritidis es el
serotipo mas frecuente que genera nauseas, vomitos, fiebre, diarrea y dolor abdominal

como sintomas principales. La carne de aves es un reservorio comun para estas
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bacterias en los alimentos procesados. Salmonella enterica es capaz de adherirse
facilmente a la carne y otros alimentos, lo que eventualmente conduce a una
contaminacién cruzada entre lotes de alimentos en la fadbrica productora o en un
supermercado [92]. Uno de los factores que favorecen la persistencia de Salmonella en
ambientes variados es su capacidad de formar biopeliculas sobre diferentes tipos de
superficies, bidticas y abidticas.

Por otro lado, Pseudomonas aeruginosa, es una bacteria Gram negativa altamente
versatil, presente en variados ambientes entre ellos en suelo, rios y océanos, asi como
sistemas de aguas residuales domésticos y clinicos. Es capaz de causar infecciones
oportunistas en el humano, aunque rara vez infecta individuos sanos es una causa
importante de infecciones graves en pacientes con neoplasias malignas,
inmunosupresion, quemaduras y en ventilacion mecanica. En las personas con fibrosis
quistica, es el patégeno respiratorio comunmente aislado y, por lo tanto, clinicamente
importante, y se asocia con una progresion acelerada de la enfermedad [93].

A fin de evaluar la capacidad de aglutinar microorganismos de la proteina S-layer de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 se puso en contacto la S-layer, purificada con LiCl,
con Bacillus cereus, Salmonella enterica serovar newport y Pseudomonas aeruginosa
PAO1 (Figura 13). Para obtener una mejor visualizacion por microscopia se utilizaron
dos fluoréforos del kit LIVE/DEAD BaclLight, el SYTO 9 que tifie al acido nucleico de
color verde y el ioduro de propidio que tifie al acido nucleico de rojo. Estos fluoréforos
difieren tanto en sus caracteristicas espectrales como en su capacidad para penetrar
en las células sanas. Cuando se usa solo, el SYTO 9 generalmente marca a todas las
células en una poblacién, aquellas con membranas intactas y aquellas con membranas
danadas. Por el contrario, el ioduro de propidio penetra solo en las células con
envolturas dafadas, lo que provoca una reduccién en la fluorescencia de la tincién de

SYTO 9 cuando ambos tintes estan presentes.
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Campo Claro loduro de propidio Syto 9 Superposicién

Control

B. cereus

+S-layer

S. enterica
Control

+S-layer

Control

P. aeruginosa

+S-layer

Figura 13 Aglutinacion de bacterias. Células de S. enterica, B. cereus y P. aeruginosa en fase exponencial
de crecimiento se incubaron 1 h a 372C con S-layer o BSA como control negativo. Luego las bacterias se
cosecharon y re-suspendieron en agua miliQ. Se utilizé el kit LIVE / DEAD Baclight para visualizar la
aglutinacion y la muerte celular al mismo tiempo mediante microscopia de contraste de fase y
fluorescencia. Aumento 1000X.

Como puede observarse en la Figura 13 la proteina fue capaz de aglutinar los tres
microorganismos evaluados, observandose cumulos bacterianos en presencia de S-
layer. Ademas, fue evidente que en los cumulos de bacterias aglutinadas una gran
proporcion de células se tifieron de rojo evidenciando dafio en las envolturas. El

analisis por recuento de viables realizado en paralelo sélo muestra una disminucion de
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un orden de magnitud, de modo que debe tratarse de un dano de caracteristicas
subletal.

La proteina S-layer de Lactobacillus kefiri posee una actividad del tipo lectina que es
capaz de aglutinar microorganismos eucariotas como son las levaduras [78]. Es por
esto que se evalud si la S-layer de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 poseia la
capacidad de aglutinar a Saccharomyces cerevisiae (Figura 14).

loduro de propidio Superposicion

Campo Claro Syto9

Control

Figura 14 Aglutinacion de levaduras. Células de S. cerevisiae en fase exponencial de crecimiento se
incubé 1 h a 372C con S-layer o BSA como control negativo. Luego se cosecharon y re-suspendieron en
agua miliQ. Se utilizé el kit LIVE / DEAD Baclight para visualizar la aglutinacion y la muerte celular al
mismo tiempo mediante microscopia de contraste de fase y fluorescencia. Aumento 400X.

Fue evidente la aglutinacion de Saccharomyces cerevisiae, sin embargo no se evidencia

dafio en envolturas como consecuencia de la interaccidn con la proteina S-layer.

1.3. Capacidad de interaccidn de la proteina S-layer con particulas virales
A diferencia de las bacterias y las levaduras, con los virus no se puede observar una
aglutinacién directa y los métodos experimentales que se utilizan para detectar la
interaccion lectina-virus generalmente son complejos y caros como por ejemplo
microarrays [94], ELISA con las proteinas virales purificadas [95] o resonancia de
plasmones superficiales [96] entre otros. Por esta razodn, se utilizaron tres abordajes
experimentales diferentes disponibles en el laboratorio: dot blot, quenching de
fluorescencia y arrastre de las particulas virales por S-layer para poder determinar la

interaccion.

80



Capitulo 1

Para estudiar la interaccion directa de la S-layer con particulas virales se emplearon
tres virus animales, dos envueltos y uno desnudo respectivamente: el virus herpes
simplex tipo 1 (HSV-1) cepa KOS; el virus de la estomatitis vesicular (VSV); y el
adenovirus humano tipo 5 (AdV5).

Las particulas virales elegidas para realizar los ensayos fueron seleccionados por sus
caracteristicas estructurales diferenciales y por la presencia de glicosilaciones en sus
envolturas o capside. A continuacion se detallan algunas caracteristicas relevantes de
los tres virus utilizados.

El virus herpes simplex es un virus humano que pertenece a la familia Herpesviridae,
subfamilia Alfaherpesvirinae. Los viriones son particulas esféricas de 186 nm de
diametro con espiculas que sobresalen, generando un diametro total de 225 nm. La
estructura de la particula viral de HSV-1 es compleja ya que posee 40 proteinas de
origen viral y celular, tiene una morfologia Unica que consta de cuatro componentes
basicos: nucleo, capside, tegumento y envoltura. El nucleo estd formado por el
genoma del virus, que es una molécula de ADN, lineal y de doble cadena, rodeando al
nucleo se encuentra la capside icosaédrica con un didmetro de 125-130 nm. Las
proteinas principales que forman la cdpside son: VP5 (proteina mayoritaria que forma
los hexones y pentones), VP26, VP23 y VP19C. Alrededor de la capside se encuentra el
tegumento compuesto por 26 proteinas virales. Y por ultimo, rodeando al tegumento
se encuentra la envoltura de viribn compuesta por una doble capa lipidica, 12
glicoproteinas virales, asi como algunas proteinas celulares. Las glicoproteinas median
la adsorcién y la entrada del virus a la célula, entre otras funciones [97]

Dentro de este género se pueden distinguir dos tipos: HSV-1 y HSV-2, que se asociaban
con las infecciones herpéticas "del ombligo” hacia arriba o hacia abajo,
respectivamente. La transmision de HSV puede resultar del contacto directo con las
secreciones infectadas de un hospedador sintomatico o asintomatico. El HSV-1 se
transmite principalmente por contacto de boca a boca y causa infecciones en la boca o
a su alrededor (herpes labial). El HSV-2 se transmite casi exclusivamente por via sexual
y provoca infecciones en la zona genital o anal (herpes genital). Sin embargo, el HSV-1
también puede transmitirse a la zona genital por contacto buco genital y provocar
herpes genital. La infeccion por HSV no puede prevenirse mediante una vacuna y el

virus establece una infeccidon latente que le permite evadir el sistema inmune
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generando una infeccion para toda la vida que se considera incurable. La reactivacion
del estado latente del virus es un evento frecuente e intermitente, que puede
desencadenarse por diferentes estimulos. Segun la Organizacion Mundial de la Salud
se estima que en todo el mundo hay 3.700 millones de personas menores de 50 afios
(67%) infectadas por HSV-1y 417 millones de personas de 15 a 49 afios de edad (11%)
infectadas por HSV-2 [98].

El virus de la estomatitis vesicular (VSV) pertenece a la familia Rhabdoviridae, género
Vesiculovirus, existen dos serotipos New Jersey e Indiana. Las particulas virales
maduras tienen forma de bala, con un extremo redondeado y el otro recto, con un
tamafio de aproximadamente 180 nm de largo y 75 nm de ancho. El material genético
es ARN lineal de cadena simple de polaridad negativa y codifica para cinco proteinas:
N, P, M, Gy L. El genoma se encuentra rodeado por la nucleoproteina (N) formando un
complejo N-ARN helicoidal resistente a nucleasas que sirve como templado para la
sintesis de ARNm vy para la replicacion del genoma ARN. La ARN polimerasa
dependiente de ARN compuesta por la proteina L, como subunidad catalitica, y la
proteina P, como cofactor, se encuentra asociada a este complejo formando la
ribonucleocapside. La ribonucleocapside esta rodeada por la proteina de matriz (M) y
todo estd envuelto por una doble capa lipidica que contiene la glicoproteina (G)
anclada [99].

El VSV es el agente viral que causa la estomatitis vesicular en ganado, caballos y
cerdos, puede transmitirse por contacto directo entre los animales que presentan las
lesiones o por vectores. Los vectores, hasta ahora identificados, son el mosquito
(Aedes spp.), la mosca negra (Simulium spp.) y el tabano (Lutzomyia spp). Las
manifestaciones clinicas incluyen vesiculas, Ulceras y erosion en la mucosa oral y nasal,
y en la superficie epitelial de la lengua, bandas coronarias y pezones, junto con
lesiones en el hocico y abdomen. El VSV es zoondtico y puede causar en humanos
sintomas parecidos a los de la gripe, que se resuelven completamente entre 3 y 5 dias
sin necesidad de tratamientos [99].

Los adenovirus (Adv) humanos pertenecen a la familia Adenoviridae, género
Mastadenovirus. Los viriones maduros son icosadeltaedros regulares no envueltos,
gue tienen de 70 a 100 nm de didmetro. Los 252 capsémeros que constituyen la

capside se dividen en 240 hexones, que forman las caras triangulares equilateras, y 12
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pentones ubicados en los vértices. De cada pentdn se proyecta una fibra, la cual esta
O-glicosilada, responsable de la unidn al receptor y aumenta el didmetro total del virus
aproximadamente a 167 nm. La capside estd compuesta ademas por otras cinco
proteinas (llla, IVa2, VI, VIII, and IX) que tienen la funcién de estabilizarla o conectar la
capside externa con el nucleo. El nicleo esta formado por un ADN bicatenario lineal,
unido covalentemente a las proteinas terminales, y asociado a cuatro proteinas virales
adicionales (V, VI, mu y proteasa) [100].

Dependiendo del serotipo de AdV, la infeccidon puede causar diferentes enfermedades
como gastroenteritis, conjuntivitis, enfermedad del tracto respiratorio y cistitis
hemorragica.

El primer abordaje experimental realizado fue un ensayo cualitativo de dot blot. En una
membrana de PDVF se inmovilizaron las particulas virales y se pusieron a interactuar 1
h a 372C con 50 pg/ml de S-layer previo bloqueo de la membrana con BSA. Luego de
sucesivos lavados la interaccion entre las particulas virales y la proteina se reveld con

un anticuerpo anti S-layer (Figura 15).

Adenovirus WEW

e

Figura 15 Interaccion de la proteina S-layer con particulas de AdV-5, VSV y HSV-1. En una membrana
de PDVF se inmovilizaron las particulas virales y luego se puso a interactuar 1 h a 372C con 50ug/ml de
S-layer previo bloqueo de la membrana con BSA. La interaccidn se reveld con un anticuerpo policlonal
anti S-layer especifico. Como control negativo de interaccion se utilizdé la mezcla de marcadores de peso
molecular (Mk), BSAy MEM 1,5 % (medio donde se encontraban suspendidas las particulares virales) y
S-layer pura como control positivo del revelado. Las flechas indican los dot positivos.

En la Figura 15 se observa que en el caso de Adv-5y HSV-1 sélo hay interaccidon cuando
se utilizaron 20 pl de stock de virus tal cual, aproximadamente 2x10° UFP/20 ply 1x10°
UFP/20 ul respectivamente. En cambio 10 pl de stock de virus de VSV que contenian
aproximadamente 1x10° UFP/10 ul fueron suficientes para obtener interaccién. En los
controles utilizados, MEM 1,5 % (medio donde se encontraban suspendidas las
particulares virales) y BSA, no se observa interaccion. Por lo tanto, estos resultados

sugieren que la S-layer interacciona con las tres particulas virales ensayadas.
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Luego, la interaccion de la S-layer y las particulas virales se evalué mediante el
guenching o modificacion de la fluorescencia de las tirosinas. La composicion de
aminodcidos de una proteina y su disposicion espacial en la estructura secundaria
resulta en un espectro de emisién de fluorescencia caracteristico producto de la
presencia de aminoacidos aromaticos. Hay sélo tres aminoacidos aromadticos que
absorben luz en la regiéon del ultravioleta cercano, estos son fenilalanina, tirosina y
triptéfano. La secuencia primaria de SlpA de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
presenta 23 tirosinas, 9 fenilalaninas y ningun triptéfano cuyas longitudes de onda (A)
de emision son: fenilalanina 282 nm, tirosina 303 nmy triptéfano 350 nm.

La fenilalanina, con sélo un anillo bencénico y un grupo metileno es débilmente
fluorescente y se observa sélo en ausencia de tirosina y triptéfano, por ende, al
analizar los espectros de emisién de la S-layer el Unico aminodcido que influird
fuertemente en emitir fluorescencia sera la tirosina.

Para evaluar la interaccion de la S-layer y las particulas virales mediante el quenching o
modificacion de fluorescencia, se verificd si hubo un cambio en la intensidad de
fluorescencia de un determinado aminodcido sin cambiar el espectro de emisién, que
ocurre por las interacciones del estado excitado con otras moléculas. En la Figura 16 se
muestran los espectros de emision de fluorescencia de la proteina S-layer sola, de las
particulas virales y de la interaccion con la S-layer obtenidos para las tres particulas

virales.
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Figura 16 Espectros de emision de fluorescencia
de la S-layer en presencia de particulas virales.
Una suspension de HSV-1, AdV-5 o VSV se puso
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El espectro de emision de la S-layer muestra un pico de emisién a los 305 nm, longitud
de onda correspondiente a la emision de las tirosinas, que se muestra en la Figura 16
como una linea punteada negra. Al evaluar el espectro de emision de las particulas
virales (linea punteada gris en cada grafico) se observa mayoritariamente un pico de
emision a los 350 nm, longitud de onda correspondiente a la emision de los
triptéfanos. Cuando la proteina se puso en contacto con las particulas virales (linea
continua gris en cada grafico) se observé un cambio en la intensidad de la emisién de
fluorescencia tanto de las particulas virales como de la S-layer. En el caso de AdV-5 se
observé una disminucién en la emisidn de las tirosinas y del triptéfano, al contrario de
lo que se observd en VSV ddénde la emision de la fluorescencia de las tirosinas y

triptéfano es mayor y en HSV-1 sélo se ve un leve aumento de la emisidon de las
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tirosinas. Un aumento en el espectro de emision de los aminoacidos indica una mayor
exposicién de los residuos, mientras que una disminucidon en espectro indica que los
residuos se encuentran menos expuestos. En los dos casos, ya sea un aumento o una
disminucion en el espectro de emision de la fluorescencia, es indicativo de una
interaccion directa entre la proteina S-layer y las particulas virales.

Del ensayo de dot blot y del analisis del espectro de emisién de la fluorescencia se
evidencia que existiria una interaccién directa entre las particulares virales y la S-layer.
Si la proteina estd interactuando con las particulas virales, reconociendo los
carbohidratos presentes en la superficie de los viriones, esto podria resultar en una
inactivacion viral, dado que las glicoproteinas virales desempefian un papel clave en la
entrada de los virus a la célula huésped. El bloqueo de la interaccion glicoproteina viral
con el receptor celular es una de las estrategias en estudio para la prevencion e
inhibicion de las infecciones virales [101]. Por lo tanto, a continuacion se verifico si
existia o no un efecto virucida de la S-layer sobre los virus HSV-1, Adv-5 y VSV. Para
realizar este ensayo las particulas virales se pusieron en contacto 1 h a 372C con 400

ug/ml de S-layer y se cuantifico el titulo viral por el método de formacion de placas.
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Figura 17 Evaluacion de la actividad virucida de la S-layer contra HSV-1, AdV-5 y VSV. Una suspension
de cada virus fue incubada 1 h a 372C con PBS (CV) o con la proteina S-layer. El titulo viral remanente se
cuantificé tanto en los CV como en las muestras tratadas con S-layer. No se obtuvieron diferencias
significativas respecto al CV usando el método de ANOVA, Test de Bonferroni (p>0,05).
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En la Figura 17 se graficé el logaritmo de los titulos virales obtenidos para los tres virus
ensayados observandose que en ningun caso hay diferencias significativas entre los
controles de virus y las muestras tratadas con S-layer. Por lo tanto, la proteina S-layer
no presenta actividad virucida.

A continuacién para confirmar la interaccion, desarrollamos un ensayo de arrastre de
las particulas virales por la S-layer, en analogia a los ensayos de pulldown. Este
abordaje experimental es posible porque la proteina, luego de ser extraida de la
bacteria con LiCl, interactua entre si formando una matriz paracristalina. Al eliminar las
sales de litio, mediante una extensa dialisis, se forma un agregado blanco que
permanece en suspension pero puede recuperarse por centrifugacion a baja velocidad.
Esta caracteristica intrinseca fue observada a concentraciones mayores o iguales a 400
ug/ml. Por otra parte, para que una suspension viral forme un pellet se requiere alta
fuerza centrifuga (mayor a 30.000 x g) empleando una ultracentrifuga [102].

Las particulas virales en suspensién se incubaron con 400 pug/ml de la S-layer durante 1
h a 372C y luego se centrifugaron a 3800 x g. El titulo viral en el sobrenadante antes y
después de centrifugar a baja velocidad se cuantificd por el método de placas de lisis.
Con los datos obtenidos se calculé el factor de reduccién (FR) como el logaritmo del
cociente del titulo viral antes y después de la centrifugacién en el control de virus y en

las muestras tratadas con S-layer.
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Figura 18 Interaccion de S-layer con particulas virales mediante ensayo de arrastre. Una suspensién de
cada virus se dividié en dos tubos, uno se diluyé con PBS (CV) y el otro con 400 ug/ml de S-layer, ambos
se incubaron por 1 h a 37°C. Luego, se centrifugd a baja G y el titulo viral remanente en el sobrenadante
antes y después de la centrifugacion se cuantificé tanto en los CV como en las muestras tratadas con S-
layer. Con estos datos se calculd el factor de reduccion (FR) como el logaritmo del cociente del titulo
viral antes y después de la centrifugacion. El asterisco (*) denota diferencia significativa respecto al (CV)
usando el método de ANOVA, Test de Bonferroni (p<0,05).
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Como se observa en la Figura 18 cuando a las particulas virales (CV) se las somete a
una baja fuerza centrifuga el titulo viral no se ve afectado. Los factores de reduccién
varian entre 0,2 y 0,5 indicando que no hubo una reduccion significativa del titulo viral
en los sobrenadantes de los controles de virus. Sin embargo, cuando las particulas
virales fueron puestas en contacto con la proteina hay una notable reduccion del titulo
viral en los sobrenadantes de los tres virus evaluados luego de la centrifugacién,
indicando que la S-layer fue capaz de interactuar con los virus y arrastrarlos hacia el
pellet.

A fin de descartar que el efecto de arrastre sea consecuencia de un entrampamiento
inespecifico, en lugar de producto de la interaccion de la S-layer con las particulas
virales glicosiladas, se realizd el mismo ensayo pero con el bacteriéfago J1. Ademas de
no presentar glicosilaciones, el tamafio de J1 (150-200 nm) es comparable al de los

virus animales HSV-1 (180 nm), VSV (90 nm) y AdV-5 (290 nm).
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Figura 19 Evaluacion de la interaccion de S-layer con el bacteriéfago J1. Una suspensidn de J1 se dividid
en dos tubos, uno se diluyé con PBS (CV) y el otro con 400 pg/ml de S-layer, ambos se incubaron por 1 h
a 37°C. Luego, se centrifugo a baja G y el titulo viral remanente en el sobrenadante antes (AC) y después
de la centrifugacion (DC) se cuantificd tanto en los CV como en las muestras tratadas con S-layer. No se
obtuvo diferencia significativa respecto al CV usando el método de ANOVA, Test de Bonferroni (p<0,05).

En la Figura 19 se grafico el logaritmo del titulo viral de los sobrenadantes, obtenido

en el control de virus y en las muestras tratadas con S-layer, antes y después de
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centrifugar. En este caso no se obtuvieron diferencias significativas en las muestras
tratadas con S-layer respecto al CV ni antes de centrifugar (no hay efecto virucida) ni
después de centrifugar (no hay efecto de arrastre).

Estos resultados refuerzan la hipotesis que hay algun tipo de interaccidon especifica
entre las particulas virales de HSV-1, AdV-5 y VSV vy la proteina, ya que al estar en
contacto con la S-layer pueden ser precipitadas junto a ella luego de la centrifugacion,
mientras que si fuese una accion mecdnica inespecifica, el bacteriéfago también
deberia ser arrastrado. Ademas, sugieren que la interaccidn seria especifica de
glicosilaciones en concordancia con la ausencia de arrastre del bacteriéfago J1 que no
posee glicosilaciones en su estructura.

A fin de dilucidar si en esta interaccidn estaban involucrados los CRD, se evalud si el
arrastre era inhibido por la pre-incubacion de la proteina con D-manosa, que
antagoniza la unién de la S-layer a los carbohidratos como se observd en la Tabla 4.
Para ello, se realizé el mismo ensayo descripto en la Figura 18 utilizando el virus HSV-1,
y preincubando la S-layer con 400 mM de D-manosa durante 1 h a 372C antes de la
interaccion con el virus. En estas condiciones, el factor de reducciéon que se obtuvo
cuando la S-layer se pre-incubd con D-manosa fue un 67% menor que el obtenido con
la S-layer. Por lo tanto, estos resultados sugieren que la interaccion de la S-layer con

las particulas virales estd mediada por su actividad de tipo lectina.

1.4. Capacidad de interaccién de la proteina S-layer con células eucariotas
Como se menciond en la introduccion el género Lactobacillus se encuentra presente en
el intestino y es ampliamente reconocido como microorganismo promotor de la salud
en los seres humanos. La adhesion al epitelio intestinal permite la colonizacion de los
microorganismos probidticos en el tracto intestinal humano, y generalmente estd
mediada por proteinas de adhesién a la superficie celular y esto resulta en la
persistencia de las bacterias en el intestino con la exclusién competitiva de patégenos.
Los lactobacilos tienen numerosas proteinas en su superficie celular que pueden unirse
especificamente a los componentes de la matriz extracelular y a la capa de mucus de
las células epiteliales. Diversos trabajos reportaron que Lactobacillus acidophilus
interactia con la matriz extracelular, mediante adhesinas, a través de un

reconocimiento del tipo lectina [103], [104].
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La mucosa intestinal esta compuesta, en parte, por mucinas que son una familia de
glicoproteinas de alto peso molecular secretadas por las células epiteliales. Siendo las
proteinas S-layer las primeras en tener contacto con las células del epitelio, éstas
podrian ser de gran importancia en la interaccién bacteria-hospedador. La interaccién
de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 con células del epitelio intestinal fue descripta
en células Caco-2 y HT-29, ambas lineas celulares derivan de un adenocarcinoma de
colon humano [105], [106]. Mientras que las Caco-2 en cultivo se diferencian
espontdaneamente una vez que alcanzan la confluencia, formando una monocapa de
células que expresa un fenotipo caracteristico de los enterocitos maduros, las HT29
crecen como una multicapa no polarizada y no diferenciada. A continuacion se evalué
la capacidad de interaccion de la S-layer con células eucariotas, pero primero se
corrobord si las células enteras de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 tienen la
capacidad de interactuar con dichas células epiteliales.

Para el ensayo de adhesion del lactobacilo, monocapas de células crecidas en
microplaca de 24 pocillos se incubaron con distintas cantidades de Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 y se determind el nimero de bacterias viables adheridas por

pocillo mediante el recuento de las unidades formadoras de colonia (UFC) sobre placas

de agar MRS.
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Figura 20 Adhesion de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 a células epiteliales intestinales.
Monocapas de células HT29 y Caco-2 crecidas en microplaca de 24 pocillos (HT29 durante 48 hs y Caco-2
durante 13 dias) se incubaron con distintas cantidades de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 durante 1
h a 379C. Luego, se realizaron varios lavados y las monocapas se lisaron con 0,5 ml de H,0 durante 30
min a 372C. El nimero de bacterias viables adheridas por pocillo se determiné mediante el recuento de
las unidades formadoras de colonia (UFC) sobre agar MRS.
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En la Figura 20 se puede observar la adhesidn del lactobacilo a las dos lineas celulares,
con preferencia por las células HT29.

La diferenciacidn de las células Caco-2 ocurre alrededor de los 13 a 14 dias de cultivo.
Debido al largo tiempo requerido para la diferenciacion de las Caco-2, se empled para
el ensayo de adhesién un clon de la linea Caco-2, la linea celular Caco-2/TC7, que es
capaz de exhibir espontaneamente un fenotipo diferenciado y polarizado luego de 7
dias de cultivo.

A continuacién se realizd un ensayo de adhesidn de Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 a células Caco-2/TC7, en este caso se aumentd el indculo inicial respecto al
experimento anterior con el fin de obtener un mayor porcentaje de células adheridas
(Figura 21).
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Figura 21 Adhesion de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 a células Caco-2/TC7. Monocapas de Caco-
2/TC7 crecidas en microplaca de 24 pocillos por 7 dias se incubaron con distintas cantidades de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 durante 1 h a 372C. Luego de varios lavados, las monocapas se
lisaron con 0,5 ml de H,0 durante 30 min a 372C y el nimero de bacterias viables adheridas por pocillo

se determiné mediante el recuento de las unidades formadoras de colonia (UFC) sobre agar MRS.

Por otra parte, la adhesion también fue evaluada mediante microscopia a células Caco-
2/TC7 y HT-29. Para este ensayo células crecidas en microplaca de 24 pocillos sobre
vidrios, se incubaron con Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 durante 1 hora a 372Cy
luego de lavados con PBS, para remover las bacterias no adheridas, se las tifnd con

cristal violeta.
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(B)

Figura 22 Adhesion de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 a células epiteliales intestinales.
Monocapas de células HT29 y Caco-2 crecidas sobre vidrios en microplaca de 24 pocillos (HT29 durante
48 hs y Caco-2 durante 7 dias) se incubaron con Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 durante 1 h a 372C.
Luego de realizar lavados con PBS para remover las bacterias no adheridas, las monocapas fueron
tefiidas con cristal violeta y se observaron al microscopio. (A) Caco-2/TC7 y (B) HT29. Aumento 1000X. La
flecha negra muestra a Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

Los resultados muestran que Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 es capaz de
adherirse a las tres lineas epiteliales del intestino evaluadas, obteniéndose un
porcentaje de adhesién que varia entre 0,4 y 0,8 %.

La proteina S-layer conforma la capa mas externa de Lactobacillus acidophilus ATCC
4356, por lo que resulta légico especular que esta proteina es una de las principales
responsables de la interaccidon con las células en el epitelio intestinal. De hecho, ha
sido reportado que eliminar la S-layer de Lactobacillus acidophilus M92, por un
tratamiento de la bacteria con 5 M LiCl, ocasiona una disminucion en la adhesion a
células epiteliales ileales de ratén [53] asi como también una cepa de Lactobacillus
acidophilus NCFM mutante para slpA perdid su capacidad de adherirse a células Caco-2
[107].

A continuacién, la interaccién directa de la S-layer con la membrana plasmatica de las
células Caco-2/TC7 y HT29 se analizé por un ensayo de inmuno-marcacién mediante la
técnica de Inmunofluorescencia indirecta (IFI) y se observé por microscopia de
fluorescencia. Monocapas de células HT29 o Caco-2/TC7 crecidas en microplaca de 24
pocillos sobre vidrios se incubaron con 10 o 100 pg/ml de S-layer durante 1 h a 37°C.
Luego de varios lavados, las células se fijaron con metanol y se realizd la
inmunomarcaciéon como se detalla en materiales y métodos, y la tincidn con aglutinina
de germen de trigo (WGA) conjugada a rodamina (roja), para marcar las células y asi

definir la ubicacion de la S-layer.
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WGA S-layer Superposicion

HT29 CC

S-layer 10 pg/ml

S-layer 100 pg/ml

Figura 23 Interaccion de la proteina S-layer con células HT29. Monocapas de células HT29 crecidas 24
hs sobre vidrios en microplaca de 24 pocillos se incubaron con 10 o 100 ug/ml de S-layer. Luego las
células fueron fijadas y tefiidas con un anticuerpo para detectar S-layer (verde) y con WGA (roja).
Aumento 400X.
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WGA S-layer Superposicion

Caco-2 TC7 CC

S-layer 10 pg/ml

S-layer 100 pg/ml

Figura 24 Interaccion de la proteina S-layer con células Caco-2/TC7. Monocapas de células Caco-2/TC7
crecidas 7 dias sobre vidrios en microplaca de 24 pocillos se incubaron con 10 o 100 pug/ml de S-layer.
Luego las células fueron fijadas y tefiidas con un anticuerpo para detectar S-layer (verde) y con WGA

(roja). Aumento 400X.

Las imagenes obtenidas en las Figuras 23 y 24 muestran la presencia de puntos verdes
en las células tratadas con S-layer, probablemente sean agregados de SIpA que se
forman como resultado de su propiedad de autoensamblaje, sugiriendo que la
proteina se adhiere a la superficie de ambas lineas celulares. Esta interaccion resulto
ser dependiente de la concentracion, ya que a una concentracién de 100 pg/ml se

observé una mayor interaccién respecto a 10 pg/ml.
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1.5. Capacidad de interaccién de la proteina S-layer con macromoléculas

eucariotas y procariotas

Continuando con la caracterizacion de la S-layer y su comportamiento de tipo lectina

se realizaron ensayos de dot-blot con macromoléculas de origen tanto eucariota como

procariota,

como primera aproximacién

cualitativa para

identificar

posibles

interactores y tipo de glicosilacion involucrada. En la Tabla 6 se detallan las

caracteristicas glicosidicas de las distintas macromoléculas que se emplearon.

Macromolécula Caracteristicas

Funcion

Origen

Tipo de glicosilaciones

Referencia

relevantes

Colageno Glicoproteina secretada |Estructural [Animal O-glicosilaciones (Haltiwanger et al.,
por células del tejido 2015)
Fibronectina Glicoproteina presente |Estructural [Animal N-glicosilaciones (Hsiao et al., 2017)
en la matriz extracelular
ARNasa B Glicoproteina secretada |Enzima Animal N-glicosilaciones de alta manosa |(Geiger et al., 2011)
por el pancreas
Glucosa Glicoproteina Enzima Hongo N-glicosilaciones (Bankar et al., 2009)
Oxidasa Aspergillus
niger
Mucina Glicoproteina secretada|Lubricante y |Animal Altamente glicosilada, presenta O-(Perez-Vilar and Hill,
en la superficie de las  |protectiva y N-glicosilasiones. 2004)
mucosas del tracto
Mucina sin Mucina a la cual se le
sialico removio el acido sialico
por un tratamiento
Fetuina Glicoproteina secretada |Transporte |Animal N- y O-glicosilaciones, sialico |(Stefan et al., 2008)
por el higado terminal
AsialoFetuina  |Fetuina a la cual se le
removio el acido sialico
por un tratamiento
Seroalbumina  |Proteina no glicosilada [Transporte |Animal (Majorek et al. ,
bovina (BSA) proveniente del suero 2012)
fetal bovino
Acido Polisacarido presente en|Estructural |Animal Formado por unidades repetidas |(Sudha et al .,2014)
Hialurénico los tejidos conectivos de de acido glucordnico y NAG
todos los vertebrados
Quitina Polisacarido Estructural [Hongos y N-acetilglucosamina (900 (Rinaudo , 2006)
crustaceos mondmeros)
Quitosano Polisacarido Estructural |Hongos y N-acetilglucosamina y D- (Rinaudo , 2006)
crustaceos glucosamina
Polisacarido de |Polisacarido Estructural |Bacteria En la pared celular de bacterias |(Vinogradov et al. ,
pared (CWPS) lacticas xej Lactobacillus casei {2016)
contiene ramnosas
Péptidoglicano |Polimero Estructural |Bacteria Muropéptido de N- (Chapot-Chartier and
(PG) acetilglucosamina y N- Kulakauskas, 2014)
acetilmuramico crosslinkeados por|
cadenas de pentapeptidos
Acido Polimero Estructural |Bacteria En Lactobacilos glicerolfosfatoy | (Baddiley, 1989)
lipoteicoico azucares
(LTA)

Tabla 6 Macromoléculas ensayadas y sus caracteristicas relevantes.
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Colageno Fibronectina ARNasa B Glucosa
Oxidasa

Mucina Mucina sin Fetuina Fetuina
sidlico sin sialico

Quitina Quitosano Acido BSA
hialurénico
PG PG LTA CWPS
L. acidophilus L. casei L. acidophilus L. casei

Figura 25 Interaccién de la proteina S-layer con macromoléculas procariotas y eucariotas. (A) En una
membrana de PDVF las macromoléculas fueron inmovilizadas y luego se puso a interactuar 1 h a 372C
con 50ug/ml de S-layer previo bloqueo de la membrana con BSA. La interaccidn se revelé con un
anticuerpo policlonal anti S-layer especifico. (B) Diagrama representativo de los componentes
inmovilizados en la membrana de PDVF.

En la Figura 25 se observa que la S-layer interactué con las glicoproteinas eucariotas
mucina, fibronectina y colageno, presentes en el epitelio intestinal, pero no lo hizo con
la ARNasa B y la glucosa oxidasa. Por otro lado, también se observa la presencia de
manchas oscuras o sefial con los polisacaridos eucariotas como la quitina, el quitosano
y el acido hialurénico. Respecto de los componentes bacterianos, la S-layer pura
interactud con las fracciones PG y LTA de la envoltura de Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356, microorganismo del cual se extrae. Pero también se observa una
interaccidn positiva con el PG de Lactobacillus casei y en menor grado con el CWPS de
dicha especie.

En cuanto a las glicosilaciones que estarian siendo reconocidas, el acido sidlico seria
importante para la interaccion de la S-layer con la mucina y la fetuina, ya que se
obtuvo una disminucién considerable de la sefial al remover el acido sidlico de ambas
proteinas; mientras que los glicanos de alta D-manosa presentes en la ARNasa B y la
glucosa oxidasa, no fueron reconocidos por la S-layer. Pero no parece ser el Unico tipo

de glicosilacion reconocido, ya que se observd una amplia gama de afinidad a diversos

polimeros incluyendo la quitina, quitosano, acido hialurdnico, PG y LTA.
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Dado que se observo que la S-layer interactud con la mucina y que éstas son proteinas
altamente glicosiladas, a fin de evaluar la especificidad del reconocimiento de los
carbohidratos presentes en las glicosilaciones, se puso a punto un ensayo de fase
solida utilizando mucinas inmovilizada en el soporte. Para ello se adhirié la mucina a
una placa de poliestireno y luego se llevaron a cabo los ensayos de union de S-layer. Lo
primero que se realizé fue una curva de calibracién para determinar la concentracién

Optima de uso de la proteina S-layer (Figura 26).
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Figura 26 Interaccion de la proteina S-layer con mucina. En una microplaca de 96 pocillos se adhirio la
mucina y luego se incubd por 1 h a 372C con concentraciones crecientes de S-layer la interaccion se
revelé mediante un inmunoensayos enzimaticos (ELISA).

Teniendo en cuenta este resultado para los siguientes experimentos se utilizd una
concentracion de 50 pg/ml de proteina.

Utilizando esta técnica de fase sdlida se evaluaron diferentes carbohidratos como
inhibidores competitivos de la interaccion de S-layer con mucina. La S-layer se pre-
incubd con concentraciones creciente de los distintos carbohidratos y luego se
pusieron a interactuar con la mucina previamente adherida a una placa de
poliestireno. La interaccion se reveld con un anticuerpo policlonal anti S-layer
especifico y se calculd la concentracidn inhibitoria (Clso) para cada carbohidrato (Figura
27). La Clsg es la concentracion de un inhibidor donde la respuesta (o union) se reduce

a la mitad.
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Figura 27 Inhibicién de la interaccion de la proteina S-layer con mucina por carbohidratos. En una
microplaca de 96 pocillos se adhirid la mucina y luego se incubé por 1 h a 3792C con S-layer
previamente incubada con los distintos carbohidratos. La interaccién se revelé mediante un
inmunoensayo enzimatico (ELISA). Los valores de Clsq, se calcularon ajustando los datos experimentales
transformados logaritmicamente a una curva de dosis-respuesta usando GraphPad Prism® 5 (Version
5.01, Software GraphPad, Inc., EE. UU.).

Las Clsgs obtenidas para los carbohidratos evaluados fueron 59 + 0,03 mM, 210 +0,1
mM, 240 £ 0,1 mM para los monosacdridos D-manosa, D-galactosa y D-glucosa,
respectivamente; 107 * 0,05 mM para el disacérido lactosa; mientras que el
trisacarido rafinosa (compuesto por glucosa, fructosa y galactosa) no inhibié la
interaccion de la S-layer con la mucina. A pesar de inhibir con baja afinidad la
interaccion de la S-layer con la mucina, el mejor inhibidor de los evaluados resulté ser

la D-manosa.

1.6. Andlisis funcional del domino amino y carboxilo terminal de proteina S-layer
en la interaccion con carbohidratos

La proteina S-layer de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 posee dos dominios
estructurales con diferentes funciones, un dominio de cristalizacién correspondiente a
dos tercios de la porcién amino-terminal de la proteina y un dominio carboxilo-
terminal de unidn a la pared celular formado por el tercio restante de la molécula [45].
Los CRD se predicen en la region carboxilo-terminal de la SlpA y posee dos
repeticiones internas (RI) de 57 y 58 aminodcidos con una similitud del 60% y una

identidad del 26% que estan compuestas en su mayoria por aminoacidos basicos y
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aromaticos. Las secuencias consenso propuestas por Von Eichel-Streiber para la toxina
(ToxA) de Clostridium difficile [108] y para la glicosiltransferasa (GBP) de Streptococcus
mutans [109] se encuentran dentro de estas repeticiones. Ademas al comienzo de
cada repeticidn interna se encuentra una secuencia de cinco aminoacidos que posee

similitud con las de las lectinas de unién a manosa (MBL) [110] (Figura 28).

RI1 322 MHNAYYYDKDAKRVGTDSVKRYNSVSVLPNTTTI-NGKTYYQVVENGKAVDK-YINAAN

[ P I B I I, (S N R ) A I (. [
RI2 387 KHNAXVXASSKKRANKVVLKKGEVVTTYGASYTFKNGQKXYKIGDNT———DKTXVKVANFR

Consenso CT HNAY Y KR K \ T NG YY N DK Y NF
GBP TI-DGKKYYF N
Von Eichel KR K VTGW QTI-DGKWYYEF DNG
MBL/PCL QDNVY
Consenso B T. .G..YY....N.....o oo

Figura 28 Alineamiento de las repeticiones internas del CT Alineamiento de secuencias, utilizando la
herramienta bioinformdtica Multalin version 5.4.1
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html), de las repeticiones internas de SIpA RI1
(residuos 322-378) y RI2 (residuos 387- 444). El simbolo “| " indica aminoacido idénticos, los dos puntos

" indica similitud de grupo y el punto "."indica baja similitud de grupo. Debajo del alineamientose
encuentran las secuencias descriptas para GBP y ToxA [109] y PLC o MBL [110].

Entonces, con el fin de establecer que dominio de la proteina es responsable de las
interacciones con carbohidratos y cudl es la secuencia minima de aminoacidos de la
SIpA necesaria para la interaccion, se construyeron por clonado fusiones quiméricas
de porciones del gen slpA con la proteina verde fluorescente (GFP) conteniendo
diferentes péptidos de la proteina SlpA. La GFP fue localizada rio arriba de la porcidn
carboxilo-terminal de la SIpA (GFP-CT) o rio abajo de la porcidon amino-terminal (NT-
GFP) para conservar la configuracién de la S-layer nativa.

Al igual que con la S-layer nativa la capacidad de unidn de las proteinas quiméricas a
distintas macromoléculas fue evaluada mediante dot blot. En la Figura 29 se muestra
el resultado obtenido, se sefala con "+ la interaccidn, con "-" no interaccion y ND no

determinado.
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Figura 29 Interaccion de las proteinas quiméricas S-layer con macromoléculas procariotas y
eucariotas. En una membrana de PDVF las macromoléculas fueron inmovilizadas y luego se puso a
interactuar 1 h a 379C con 50ug/ml de las proteinas previo bloqueo de la membrana con BSA. La
interaccién se visualizé por fluorescencia directa. Los dominios de reconocimiento a carbohidratos
(CRD) estan representados en cajas negras. Los simbolos "+" y "-"indican el nivel de interaccién y ND
indica no determinado.

Los resultados obtenidos indican que el NT interactué sélo con fibronectina vy
colageno, mientras que ninguna de las construcciones del CT mostré interaccidn con
dichas proteinas. En cambio, los dominios CT1, CT2 y CT4 de la proteina S-layer
interactuaron con los componentes de la pared celular de bacterias Gram positivas
(PG, LTA y CWPS), con macromoléculas eucariotas (como la glicoproteina mucina y los
polisacdridos quitina y quitosano), e incluso el CT1 también lo hizo con el LPS de
bacteria Gram negativa y el acido hialurdnico. Con las proteinas quiméricas CT3 y CT5,
en las cuales sélo hay una de las dos repeticiones internas de los CRD, no se observd
interaccion con ninguna macromolécula. Por lo tanto, esto indicaria que ambas
repeticiones son necesarias para la interaccion de la S-layer con la pared celular de
Lactobacillus y con las macromoléculas eucariotas.

A continuacion, corrobord si el dominio CT1 y no el dominio NT, era capaz de
interactuar con los componentes de la pared de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
en células desprovistas de S-layer, tal como lo sugieren los resultados de la Figura 29.
Para ello, las proteinas quiméricas GFP-CT1 y NT-GFP se incubaron con bacterias
carentes de S-layer por un tratamiento con LiCl. Luego, la interaccion se evalud por
microscopia de fluorescencia y citometria de flujo valiéndose de la fluorescencia de
GFP. Los resultados de la Figura 30 muestran que las células aparecen

fluorescentemente marcadas cuando son incubadas con el GFP-CT1, a diferencia de la
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incubacién con el NT-GFP que no fue capaz de interactuar con los componentes de la
pared del lactobacilo. Una vez obtenido este resultado, se caracterizé qué
carbohidratos, presentes en la pared de la bacteria, estaban participando en la
interaccion con el CT. Para ello, diferentes mondémeros, disacaridos y polimeros se
incubaron con el GFP-CT1 antes de ponerlo a interactuar con células de Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 desprovistas de S-layer. La inhibicion de la interaccién se
observé por microscopia de fluorescencia y se cuantific6 midiendo la fluorescencia
media relativa por citometria de flujo. Los datos obtenidos empleado concentraciones
crecientes de los distintos carbohidratos se ajustaron a una curva de dosis-respuesta y

se calculd la concentracion inhibitoria 50 (Clso) para cada uno de ellos.
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Figura 31 Inhibicion de la interaccion de GFP-CT1 con Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 por
carbohidratos. La fluorescencia media relativa fue cuantificada por citometria de flujo y se calculé la
concentracion inhibitoria (Clsp) ajustando los datos experimentales a una curva de dosis-respuesta para
cada carbohidrato usando GraphPad Prism® 5 (Version 5.01, Software GraphPad, Inc., EE. UU.).

En la Figura 30 se observa claramente que las células tratadas, con el GFP-CT1
previamente incubado con los distintos monosacaridos (galactosa, glucosa y D-
manosa) y con el LTA, poseen una marcada disminucion en la intensidad de
fluorescencia de GFP, indicando que la interaccion CT-células fue inhibida por los
carbohidratos. En la Figura 31 se muestran las curvas dosis-respuesta obtenidas para
cada molécula y las Clsgs que se calcularon a partir de las mismas. Para los compuestos
poliméricos (LTA y quitina) se obtuvieron Clsgs del orden micromolar mientras que
para los mondmeros o carbohidratos diméricos fueron del orden milimolar.

Teniendo en cuenta la mayor afinidad por los polimeros con carga negativa como el
LTA, también se evaluaron monosacaridos fosforilados (Figura 32), obteniéndose una
Clso de 160 mM para la fructosa, 138 mM para la fructosa 6-fosfato y 214 mM para la
fructosa 1,6-Bifosfato. Por lo que no se observaron diferencias que sugieran que al
aumentar las cargas negativas en las moléculas de carbohidratos se aumente la

interaccion.
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Figura 32 Inhibicion de la interaccion de GFP-CT1 con Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 por
carbohidratos fosfato. La fluorescencia media relativa fue cuantificada por citometria de flujo y se
calculé la concentracion inhibitoria (Clsg) ajustando los datos experimentales a una curva de dosis-
respuesta para cada carbohidrato usando GraphPad Prism® 5 (Versién 5.01, Software GraphPad, Inc.,
EE. UU).

A continuacidn, se evalud la capacidad de interaccién del GFP-CT1 con otras bacterias
lacticas que poseen S-layer como Lactobacillus helveticus, Lactobacillus kefiri y
Lactobacillus brevis al ser desprovistas de la S-layer por un tratamiento con LiCl, y con
bacterias lacticas que no poseen S-layer como Lactobacillus casei y Lactobacillus
plantarum. En la Figura 33 se muestra la intensidad de fluorescencia relativa respecto
a Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 (control) para cada microorganismo,
obteniéndose una fluorescencia significativamente menor en todos los casos. Por otra
parte, también se observd que el crecimiento previo de Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 en un medio con alto contenido de sal (0,6 M NaCl) disminuye la unién de la
proteina GFP-CT1 al lactobacilo. Este resultado estaria indicando que, habria
modificaciones en la pared celular en condiciones de alto contenido de sal que afectan
la interaccion de la S-layer a la célula, de manera similar a lo observado para
Lactobacillus casei BL23 [23], [24]. Este tema serda abordado con mas detalle en el

siguiente capitulo.
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Figura 33 Interaccion de GFP-CT1 con diferentes especies de Lactobacillus. Los lactobacilos S-layer
fueron desprovistos de la S-layer por un tratamiento con LiCl 5 M y luego se incubaron con 10 ug de
GFP-CT1. La union fue analizada por citometria de flujo y la fluorescencia media relativa fue
cuantificada. El asterisco (*) denota diferencia significativa respecto al control usando el método de
ANOVA, Test de Bonferroni (p<0,05).

Para identificar los componentes de la pared celular de Lactobacillus acidophilus a los
cuales se une la S-layer, las bacterias se trataron de forma diferencial para verificar qué
componente estaba involucrado en la interaccion. Las bacterias fueron tratadas con
tricloroacético (TCA) para eliminar los acidos teicoicos unidos a la pared celular (WTA),
con mutanolisina con el fin de eliminar el PG y WTA dejando el LTA, y por ultimo se

realizé un tratamiento con detergente (SDS) que permite eliminar el LTA.

1,2-
*
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E @ Mutanolisina
g @ TCA
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2 * 3 LTA
D 3 a-LTA
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Figura 34 Interaccion de GFP-CT1 con Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 expuesto a distintos
tratamientos. Los lactobacilos fueron deprovistos de la S-layer por un tratamiento con LiCl 5 M y
tratados con mutanolisina, TCA o SDS. Luego por un lado se incubaron con 10 ug de GFP-CT1 y por otro
lado células sin S-layer se incubaron 10 pug de GFP-CT1 en presencia de LTA o anticuerpos anti-LTA. La
union fue analizada por citometria de flujo y la fluorescencia media relativa fue cuantificada. El asterisco
(*) denota diferencia significativa respecto al control sin tratar y el doble asterisco (**) denota
diferencias significativas entre el tratamiento con a-LTA y LTA, usando el método de ANOVA, Test de
Bonferroni (p<0,05)).
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En la Figura 34 se presenta la fluorescencia relativa para cada tratamiento respecto de
la obtenida en las células sin tratar. Si bien se obtuvieron diferencias significativas al
tratar al lactobacilo con TCA o mutanolisina, se obtuvo una disminucién mucho mas
drastica al tratar las células con SDS, lo que sugiere que el LTA es el componente
principal con el cual interactia la S-layer. Ademas, cuando se realizd el ensayo de
inhibicidon con LTA purificados, la interaccién del GFP-CT1 con la pared del lactobacilo
fue casi nula. Por otro lado, cuando los LTA purificados fueron pre-incubaron con un
anticuerpo anti-LTA antes del ensayo de inhibicion, aumento la interaccidon entre Ila
proteina y el lactobacilo, lo que indica una interaccion especifica entre el polimero LTA
y la proteina GFP-CT1 en la superficie celular.

Cémo se demostrd en las Figuras 23 y 24, la S-layer pura es capaz de interactuar con
las células epiteliales HT-29 y Caco-2/TC7. Considerando que la superficie de las
células eucariotas presenta polisacaridos y oligosacaridos unidos a proteinas vy lipidos,
es posible que la interaccion de la S-layer con las células esté mediada por los dominios
de reconocimiento a carbohidratos presentes en la porcion carboxilo-terminal. Para
demostrar esta hipoétesis, células Caco-2/TC7 y HT29 se pusieron en contacto con 100
ug/ml de las construcciones quiméricas GFP-CT1 y NT-GFP durante 1h a 379C, y luego
se analizaron por microscopia de fluorescencia.

En las Figuras 35 y 36 se observa que las células que estuvieron en contacto con el
GFP-CT1 presentan una fluorescencia verde intensa distribuida en la superficie celular.
La diferencia en el patrén de fluorescencia, homogéneo respecto de puntillado,
observado con el CT o la S-layer entera (Figuras 33 y 34), respectivamente, debe estar
relacionado con la pérdida de la capacidad de autoensamblarse del CT, que permanece
en solucidn. Por el contrario, en las células que estuvieron en contacto con el NT-GFP o
la GFP sola no se observa fluorescencia positiva. Por lo tanto, para ambas lineas
celulares se observo interaccién con el dominio carboxilo terminal sugiriendo que los

CRD estarian involucrados.
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Figura 35 Interaccién de las proteinas quimérica con células Caco-2/TC7. Monocapas de células Caco-
2/TC7 crecidas 7 dias sobre vidrios en microplaca de 24 pocillos se incubaron con 100 pg/ml de NT-GFP
o GFP-CT1. La GFP se utilizé como control negativo. Luego las células fueron fijadas con metanol y
analizadas por microscopia de fluorescencia. La WGA (roja) se utilizo para delimitar los bordes celulares.
Aumento 400X.
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Figura 36 Interaccion de las proteinas quimérica con células HT29. Monocapas de células HT29 crecidas
48 hs sobre vidrios en microplaca de 24 pocillos se incubaron con 100 pg/ml de NT-GFP o GFP-CT1. La
GFP se utilizé como control negativo. Luego las células fueron fijadas con metanol y analizadas por
microscopia de fluorescencia. La WGA (roja) se utilizé para delimitar los bordes celulares. Aumento
400X.

En base a estos resultados, se pensd en otra forma de evaluar la participaciéon de los
CRD en la interaccién con las células epiteliales, aprovechando el efecto de la D-
manosa de antagonizar el comportamiento tipo lectina de la S-layer. En este caso,
monocapas de células Caco-2/TC7 crecidas sobre cubreobjetos se fijaron con metanol
y luego se incubaron con 100 pg/ml de GFP-CT1 durante 1 h a 372C en presencia o
ausencia de 100 mM o 500 mM de D-manosa. Luego de varios lavados, las células se
tifieron con cristal violeta y se observaron al microscopio de fluorescencia. En la Figura
37 se observa que las células Caco-2/TC7 fijadas y luego incubadas con el GFP-CT1
tienen una intensa fluorescencia verde que se localiza mayoritariamente en el nlcleo y
los nucléolos. Esta distribucién del GFP-CT1 diferente en las células fijadas en
comparacion con las vivas, muy probablemente se debe a que las células fijadas con

metanol se permeabilizan. De esta forma, se permite el ingreso de la proteina
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quimérica a la célula, dando lugar a una interaccién en zonas con mayor densidad de
estructuras glicosidicas. Los resultados obtenidos también muestran que la D-manosa
fue capaz de inhibir la interaccién del GFP-CT1, lo que indicaria que los CRD estarian
involucrados en la interaccién de la proteina con las células eucariotas fijadas. En el

control con GFP sola no se observa interaccion alguna.

Caco-2/TC7
+ GFP

Caco-2/TC7
+ GFP-CT1

Caco-2/TC7

+ GFP-CT1
+ 100 mM Manosa

Caco-2/TC7

+GFP-CT1
+ 500 mM Manosa

Figura 37 Inhibicion de la interaccion de GFP-CT1 con células epiteliales por D-manosa. Monocapas de
células Caco-2/TC7 crecidas durante 7 dias sobre vidrios en microplaca de 24 pocillos fueron fijadas y
luego se incubaron con 100 pg/ml GFP-CT1 en presencia o ausencia de D-manosa. La GFP se utilizd
como control negativo. Luego las células fueron tefiidas con cristal violeta y la interaccion se analizé por
microscopia de fluorescencia. Aumento 400X.
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1.7. Modelado estructural del carboxilo terminal

El modelado bioinformdtico es un método alternativo para poder predecir la
estructura del dominio carboxilo terminal e intentar identificar posibles sitios de unién
a carbohidratos, aunque aun no haya sido resuelta una estructura 3D para la proteina
S-layer de Lactobacillus. En colaboracion con el grupo de bioinformatica del IQUIBICEN
se construyd un modelo basado en homologia utilizando como templado a la N-
acetilmuramoil-L-alanina amidasa, Atl (PDB id 4EPC), la cual es la principal mureina
hidrolasa involucrada en la separacién de celular y cuyas repeticiones son capaces de
unirse al LTA como un ancla para el Atl [111].

El modelo estructural del carboxilo terminal se representa en la Figura 38 e incluye los
residuos que son componentes del sitio de unién mas probable a carbohidratos

(FPocket Druggability Score de 0.768) [112].

Figura 38 Modelo por homologia del carboxiloterminal de la proteina S-layer. Las tirosinas predichas
para interactuar con el ligando estdn coloreadas por tipo de atomo (rojo, azul, cian y blanco para
oxigeno, nitrégeno, carbono e hidrégeno, respectivamente). Los residuos que componen el bolsillo son:
ASN351, TYR361, GLN362, VAL364, ALA390, TYR391, TYR393, GLN424, TYR426, TYR437, VALA38, LYS439
(en negrita se muestran tirosinas representadas en la Figura).
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En la Figura 38 se representa el modelo obtenido para el carboxilo-terminal, en
amarillo se muestra el backbone de la proteina, en rojo una representacién de
superficie, y en blanco el bolsillo que posee alta probabilidad de albergar al ligando. El
volumen del bolsillo predicho es de aproximadamente 564 A, suficiente para albergar
dos hexosas con volimenes individuales de 216 A. Los residuos que componen el
bolsillo son: ASN351, TYR361, GLN362, VAL364, ALA390, TYR391, TYR393, GLN424,
TYR426, TYR437, VAL438, LYS439.

Del modelo estructural se predice que las tirosinas (TYR361, TYR391, TYR393, TYR426,
TYR437) son las responsables de la interacciéon con los carbohidratos. Esto es
concordante con el alineamiento del CRD propuesto descripto para GBP, ToxA, PCL y
MBL (Figura 28). Con el fin de corroborar experimentalmente el modelo predicho, se
realizé un ensayo de quenching de fluorescencia de las tirosinas de la proteina S-layer
utilizando el mismo concepto descripto anteriormente. La secuencia primaria de la
SIpA presenta 23 residuos tirosina de los cuales 14 estan presentes en los 123
aminodcidos del dominio carboxiloterminal. Para realizar este ensayo la proteina S-
layer se puso en contacto con concentraciones crecientes de los siguientes
carbohidratos: D-lactosa, acido N-acetilneuraminico o acido sidlico, D-manosa, L-
fucosa, N-acetil-D-glucosamina, D-glucosamina, D-glucosa, D-galactosa. En la Figura 39
se muestran espectros representativos las moléculas evaluadas. Con los espectros de
emision obtenidos se calculé una constante de disociacion (Kd), lo que permitio
realizar un analisis comparativo y determinar las afinidades para cada carbohidrato.
Segun las Kd estimadas el orden de afinidad de mayor a menor obtenido fue: D-lactosa
(44 £ 5 mM), acido sialico (51 £ 5 mM), D-manosa (58 + 6 mM), L-fucosa (61 + 6 mM),
N-acetil-D-glucosamina (71 £ 7 mM), D-glucosamina (98 + 10 mM), D-glucosa (106 + 10
mM), D-galactosa (138 + 11 mM).

El andlisis empleando un hidrolizado de quitina muestra una drastica disminucién de la
fluorescencia (Figura 39 C), si bien, dada su condicién de mezcla compleja de distintas
longitudes de oligdmeros de N-acetil-glucosamina (NAG) no fue posible calcular una
concentracion exacta, fue posible estimar un KD considerando los equivalentes de NAG
obteniéndose un valor de 3,65 + 0,4 uM para la quitina hidrolizada y 153,85 + 15 uM
para la quitina, considerando que el polimero estd formado por 900 mondmeros de

NAG vy tiene un peso molecular de 182.700 g/mol. Cuando se realizé el ensayo con
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polimeros ramificados como el manano y dextrano, no se observaron diferencias en los

espectros de fluorescencia.
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Figura 39 Espectros de emision de fluorescencia de la S-layer. Una suspension de S-layer se puso en
contacto con concentraciones crecientes de (A) L-fucosa, (B) D-manosa (C) quitina hidrolizada, (D) acido
sidlico, (E) D-glucosa, luego se registraron los espectros de emisién de fluorescencia, de 290 a 380 nm,
con una longitud de onda de excitacidn de 275 nm y una de emisién a 305 nm.
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1.8. Glicosilacion de la proteina S-layer
Las proteinas S-layer de Lactobacillus generalmente se consideraron no glicosiladas sin
embargo, se ha informado sobre la naturaleza glicoproteica de la S-layer de
Lactobacillus buchneri 41021/251, CD034 y NRRL B-30929, Lactobacillus helveticus
ATCC 12046, Lactobacillus acidophilus NCFM, Lactobacillus plantarum 41021/252 vy
varias cepas de Lactobacillus kefiri [113].
La controversia surge para Lactobacillus acidophilus ya que Konstantinov vy
colaboradores [114] mediante experimentos tipo ELISA con lectinas especificas
sugirieron que la proteina SlpA de Lactobacillus acidophilus NCFM presenta
glicosilaciones. Sin embargo la tincion de la proteina S-layer de Lactobacillus
acidophilus  ATCC 4356 utilizando reactivos que revelan glicosilaciones no fue
completamente concluyente [48].
Para dilucidar esta diferencia, se realizé un lectin-Blot que es un método para obtener
informacién bdsica sobre las estructuras de glicano, basdndose en la especificidad de
union de las lectinas y se pueden analizar directamente sin liberarlo de las
glicoproteinas. En la Figura 40 A se muestra el lectin-blot realizado para la SIpA
revelando con concanavalina A (ConA), que es una lectina que reconoce glicosilaciones
(glucosa y manosa) y en particular residuos de alta manosa. Se realizé el mismo ensayo
pero adicionando dos inhibidores, metil a-D-manosido y metil a-D-glucdsido Figura 40
B. Por otro lado la glicosilacion de la SIpA fue evaluada mediante tincion de
glicoproteinas (Figura 40 C).
Como puede observarse en la Figura 40 la SlpA de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
es reconocida por ConA y esta interaccidn es inhibida parcialmente por metil a-D-
mandsido y metil a-D-glucdsido, siendo también positiva la tincidon lo que sugiere que
la S-layer estd glicosilada. Analizando la secuencia aminoacidica de la S-layer (Figura
41) se verifica que presenta nueve secuencias consenso (Asn-X-Ser/ Thr) caracteristicas
para N-glicosilaciones, 8 en el dominio amino-terminal y una en dominio carboxilo-
terminal de la SIpA madura. Esto nos sugiere que la N-glicosilacion no estaria

involucrada en las interacciones con carbohidratos de la porcién C-terminal.
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Figura 40 Glicosilacion de la S-layer. La proteina S-layer pura fue corrida en un SDS-PAGE 12,5% seguido
de una electrotransferencia a una membrana de PDVF y reveladas mediante diferentes métodos (A)
ConA conjugada con biotina, (B) ConA conjugada a biotina e incubada junto con metil a-D-manosido y
metil a-D-glucésido (C) tincion de glicoproteina. La ARNasa B fue utilizada como control positivo de
glicosilacion.

ATTINASSSAINTNTNAKYDVDVTPSVSAVAANTANNTPATAGNLTGTISAS YNGKTY TANLKADTENAT I
TAAGSTTAVKPAELAAGVAYTVTVNDVS FNFGSENAGKTVTLGSANSNVKETGTNSDNQTETNVSTLKVKL
DONGVASLTNVSIANVYATINTTDNSNVNFYDVTSGATVTNGAVSVNADNQGQVNVANVVAAINSKYFAAQY
ADKKLNTRTANTEDATKAALKDOKIDVNSVGYFKAPHTFTVAAGITLGMDELYKNVKATSNTNGKSATLPV
VVTVPNVAEPTVASVSKRIMHNAYYYDKDAKRVGTDSVKRYNSVSVLPNTTT INGKTY YQVVENGKAVDKY
INAANIDGTKRTLKHNAYVYAS SKKRANKVVLKKGEVVTTYGASYT FKNGQKYYKIGDNTDKTYVKVANFR

Figura 41 Sitios posibles de glicosilaciones presentes en la secuencia aminoacidica. La SIpA presenta
nueve secuencias consenso (Asn-X-Ser/Thr) sefialadas en negrita y subrayadas para N-glicosilaciones. De
las cuales ocho estan en el extremo amino terminal (gris) y una en extremo carboxilo terminal (blanco)

1.9. Conclusiones parciales
En este capitulo se explord el comportamiento tipo lectina de la proteina S-layer de
Lactobacillus acidophilus 4356. La proteina fue capaz de aglutinar eritrocitos de
carnero, células de bacterias Gram positivas, Gram negativas, levaduras, e interactuar
con virus y células eucariotas.
Al analizar los posibles interactores se observd un comportamiento mixto respecto a

su actividad del tipo lectina. Reconociendo polimeros como quitina con alta afinidad
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pero también la unidon probablemente es a través de los carbohidratos acido
sidlico/manosa, presentes en oligdmeros, polimeros y proteinas glicosiladas tanto de
células eucaridticas como de procariotas. En tanto que el interactor natural de la SIpA
en la pared celular del lactobacilo seria el LTA. Ademas, fue establecida la secuencia
minima de aminodcidos requerida para la interaccién con carbohidratos y polimeros y
se determind que son necesarios los dos motivos repetidos, CRD, para que la
interaccidn ocurra.

Por otro lado, fue confirmado que la S-layer de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
esta glicosilada como habia sido demostrado para Lactobacillus acidophilus NCFM

[114].
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Capitulo 2: Influencia de la respuesta a estrés salino en la expresion génica y perfil

proteico de las S-layer de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

Los lactobacilos se enfrentan frecuentemente a distintas condiciones adversas o de
estrés, en su habitat natural, en los procesos industriales durante la produccién de
alimentos cuando son utilizadas como cultivos iniciadores o cepas probidticas y
también a lo largo del pasaje por el tracto gastrointestinal.

En sus variadas aplicaciones en la industria alimenticia, los lactobacilos pueden ser
expuestos a estrés osmotico debido al agregado de sal y/o azlcar a los productos. Por
ejemplo, durante la produccién y maduracién de quesos, fermentacién de carne y en
el proceso de elaboracion del yogur. El estrés osmatico es una de las perturbaciones
ambientales mas adversas que puede causar una disminucion en la tasa de crecimiento
o la supervivencia y afectar las actividades metabdlicas. Como se menciond en la
introduccidn existen diversos mecanismos descriptos de adaptacion al estrés osmotico
en los lactobacilos.

En condiciones de estrés salino ha sido reportado en Lactobacillus un aumento en la
sintesis de la S-layer, aumento en la actividad autolitica y mayor supervivencia luego
de la liofilizacién [55], [56]. Visto las caracteristicas de lectina descriptas en el capitulo
anterior que presenta implicancias en la actividad antimicrobina reportada para la
proteina S-layer, nos propusimos investigar una condicién de cultivo que favorezca su
produccién en las células. El objetivo de este capitulo es evaluar la influencia del estrés
osmotico y de la fase de crecimiento, en el perfil génico y proteico de las proteinas S-

layer.
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2.1. Organizacion gendmica
A partir de la reciente secuenciacion del genoma de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
[44] se confirmd la presencia de tres genes codificantes de las proteinas S-layer en la cepa
de estudio: slpA, slpB y slpX. Mientras que slpA vy slpB se localizan en regiones cercanas

del cromosoma, slpX se encuentra a unas 300 kpb, como se observa en la Figura 42.
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Figura 42 Organizacidon gendmica de los genes slp de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Utilizando la
base de datos RAST se analizé la disposicién de los genes slp. Los genes sIpA y slpB se encuentran en
regiones cercanas en el cromosoma (A y B) mientras que s/pX (C) se encuentra a 300 kpb de distancia.

Por otro lado se analizo la filogenia (Figura 43) y la sintenia (Figura 44) de los genes slp

utilizando la herramienta informatica Microbes.
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Figura 43 Filogenia de los genes slp. Utilizando la herramienta informatica Microbes se analizo la
filogenia. En rojo se muestran los genes que codifican para proteinas Slp en distintos Lactobacillus.

117



Scale
1 1 1 Il

Capitulo 2

oK 1i< 2k 3k &
Lactobacillus acidophilus NCFM (+ strand, 160944..170944)
b COGKup fy

BAO167 LBA0168 sIpA
]

COG-KefB LBAO17

0K

LBA0173 slpB

<90G1215
]

COG1215

> A

Lactobacillus audophllus NCFM (- strand 165271..175271) s
——

LBA0173
[

| C——

35181667 19\16915

Lactobacillus crispatus ST1 (- strand, 174555..184555
COG-FlgJ G <] LCRIS_00178Ip2
_ — R |

Lactobacillus helveticus DPC 4571 (+ stran
|hv_0178 Ihv_0181

COG3436

J<&d P

Ihv_2209
<

LCRIS_00176 LCRIS_00175

1 =

LCRIS_00174
——>

Lactob%cnlus crlsgan; ST1 -l-<s:|trand 166q8>45£6845)
< <1

COG2865 LCRIS_00173 LCRIS_00174 LCRIS_00175
[ <= <

Lactobacillus crispatus ST1 (+ strand, 1481036..14910
fepC COG-FepD COG-FepB LCi S

LCRIS_01471

LCRIS
36)
RIS_014b8 LCRIS 01469 LCRIS_01470
K K K K ] < 1

Lactobacillus acidophilus NCFM (+ strand, 1924782..1934782)
COG-LolE DEOG-beX | lysA

COG-Acm

Lactog%cillus crisgatus;o%;l;jg(- strand, 1133047..1 123:047)
- | — | —

Lactobacillus helveticus DPC 4571 !- strand, 1411214..1421 214")
C0G2936 ICOG-Aes H COG-Ac

] <
Lactobaclllus at:|d Phllus NCFM[g strand 1320235 .1330635)
_

LBA1352 LBA1351

< B COG-Am
Lactobacillus crisgatus ST1[£+ strand, 179094"18909%
slp2 LCRIS_00178 cadD
] g

Lactobacillus crls(Patus ST1 (- strand 1355940..1365940)
COG-MdIB COG-MdIB [COG-Aes
. 4 <7
COG-FlgJ

gocr21

<_lLal_((::télasboz[:l)c|8IIu?>t:r|spatus ST1 (+ stgm <:_I| 80020761FI ]90271)
|4 -

Lactobacnlus a(:|do§h1i7léjs NCFM (i;‘p%trand, 166936..1 7693(:6[)G—F\9J
—<

cwlA

Lactobacillus amdoBhllus NCFM (+ strand 168116 178116)B
-.BA0173 1 & CoG-} Flg. LBA0177

LCRIS_00224 %RIS 00225

. <d

LCRIS_01473 LCRIS_0147@RIS_01475

COG-AbgB
K

C0G5523

<0< Cochme
<

ditd
K

LCRIS_01139 LCRIS_01138 xerC

0G1193
> <K

COG4907 . COG3464 Ihv_1429

COG-PldB COG4907 COG-Aph oppA

COG-PIdB COG4907

>

LCRIS_01350CRIS_01349
= =

cwIA COG-MviM

—————

COG-KefB pcp

LBA0177 COG-KefB COG-MviM

<

COGKefB pcp

COG-MviM LCRIS_00188

COG-KefB COG-MviM LBAO184

LBAO183
K

prs2 COG-NagC

<@ CcoG1078

Lactollafgllus crlspatus ST1 (+ strand 227508..237508
_

LCRIS_00224 %RIS 00225

prs2 COG-NagC

<@ coc1078

Lactotl)fgllus crlspatus ST1 (+ strand, 227508. 237508
—

BA0221

prsA COG-BglB COG-RpiR

—

Lactobaclllus acidophilus NCOI;M (L+ strand 214530 224530)
_ [ > | >|

> < 1 <

chiQ1 cbiO1 COG-Ada htpX

Lactobacﬂlus crls'patus ST1 (+ strand 78282. 88282)
.C >

LCRIS_0008pepl
> I > ><

1< < I ><

tagD COG-RfaG

Lactobacillus acidophilus NCFM (+ strand, 494715..504715)
gtfA > ILBAOSOS? ._) IpfoR Is\p)(

B> LBA515
[

gntR tagA
[ [

COG-Cof

Lactobacillus helveticus DPC 4571 (+ strand, 27851 5..288515{)
Ihv_0273 0063328 ’Ihv_0275 Ihv_0277
] D |

COG675
L

> COG-MuF
[

Lactobaclllus helvetlcus DPC 4571 (+ strand 94877.. 104877‘)
> | > | >

/_0092

COG4863

COG-OmpR
3 | 3 | I ~

COG-CitA
L

Ihv_0092

<A @l

Lactobacﬂlus helveticus DPC 4571 (+ strand, 91578..1 01578)
Ihv_0082 1hv_0083 <Gl jlhv_oose Ihv_0057 nw,ooas
| ] > [

C0G3328
[ > [

Ihv_0087 Ihv_0088

Lactobaclllus helvetlcus DPC 4571 $+ strand 86728 96728) ) pos
o < | b

Ihv_00S3@u]  [ID>'hv_0086
] [ [

CRIS_00010CRIS, 00&11 LCRIS_00012

pll dnaB1

Lactobacnlus cnspatus ST1 (+ strand, 7254..17254
B B e

C0G3887
[ > >

Figura 44 Sintenia de los genes slp en Lactobacillus. Utilizando la herramienta informdatica Microbes se

analizo el contexto genético de los genes slp en Lactobacillus.

La sintenia se refiere a la conservacién del orden de los genes a lo largo del genoma

entre distintas especies mientras que la filogenia muestra las relaciones evolutivas

entre las distintas especies. Como puede obse

rvarse en la Figura 43 y 44 los genes slp

se encuentran conservados en varias especies de Lactobacillus.
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2.2. Perfil génico y proteico de la proteina S-layer de Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 en condiciones de alta concentracion salina

Resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado la importancia de la
composicion de las envolturas celulares en la adaptacion al estrés salino de varias
especies y cepas de bacterias Gram positivas carentes de S-layer [23], [24], [37], [115], se
decidio investigar la composicion de la envoltura en condiciones de estrés salino en
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Como antecedente ha sido reportado para
Lactobacillus acidophilus NCFM que una mutante de slpA resulté osmosensible, siendo
resistente a sales biliares, mientras que fue sensible al aumento de concentraciones de
NaCl y etanol [116]; en Lactobacillus acidophilus IBB801 se observd que en condiciones
de estrés salino por sales biliares al 0,05 % m/v o NaCl al 2% m/v se produjo un
incremento en la sintesis de la S-layer [55]. Por ello, se decidié evaluar el perfil de
expresion génica y proteica de las proteinas S-layer en condiciones de estrés salino en
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. El estrés elegido fue el de alta concentracion salina
ya que, por ejemplo, en el proceso de maduraciéon de quesos la concentracion salina va
desde 0,35 M (2% m/v) hasta 0,6 M (3,5% m/v) y es el momento en el que la
participacion de las bacterias lacticas en la determinacion del sabor y el aroma del
producto es fundamental [16], [17]. Ademas cuando los lactobacilos son utilizados como
probidticos también son sometidos a un estrés osmético, siendo la concentracion
equivalente de NaCl en el intestino de aproximadamente 0,03 M [117]. En condiciones
alta salinidad las envolturas estdn involucradas en el mantenimiento de la presion de
turgencia, y en el transporte intenso de osmolitos y homeostasis iénica [18], [118].

Para verificar la influencia de las proteinas S-layer en la capacidad de crecimiento en
condiciones de alta sal, se comparo el crecimiento en un medio control (MRS) con la
cepa sometida o no a un tratamiento con LiCl, utilizado para remover la S-layer. Esta
estrategia ha sido utilizada para otras cepas de Lactobacillus acidophilus para verificar
la influencia de las propiedades de superficie en la capacidad de adhesién vy la
supervivencia a las condiciones del jugo gastrico [53]. Al tratar las células con LiCl no se
redujo la viabilidad, dado que los recuentos de viables no se modifican. Sin embargo,
en las células tratadas con LiCl se observan defectos de crecimiento al aumentar la
concentracion de sal (Figura 45). La eliminacién de la S-layer provoca un retraso en el

crecimiento, incluso en ausencia del estrés salino. El retraso del crecimiento se
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correlaciona con el periodo de recuperacion de la sintesis para reponer la S-layer

extraida [Tesis doctoral Prado Acosta, 2010, [119]].
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Figura 45 Curvas de crecimiento de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 con (simbolos vacios) y sin (simbolos rellenos) S-layer fue crecido en un medio sin agregado
de sal (control) y en un medio conteniendo alta concentracién salina (N 0,4; 0,6 o 0,8 M de NaCl). Las
barras de error representan errores estandar de tres experimentos independientes.

La presencia de multiples genes que codifican proteinas S-layer en una misma cepa es
una caracteristica comun en los lactobacilos. El requisito estricto de la S-layer para el
crecimiento en condiciones normales ha sido investigado por Goh y colaboradores
[120], que si bien obtuvieron mutantes slp en la cepa NCFM de Lactobacillus
acidophilus, la ausencia de un gen slp se compensd con la sobreexpresion de otro gen
slp que no suele expresarse. Estos resultados sustentan la afirmacion de Hynoénen vy
Palva (2013), basada en sus resultados no publicados, sobre la dificultad o la
imposibilidad de crear mutantes de Lactobacillus completamente negativas para las
proteinas S-layer, lo que indica que al menos la presencia de un gen funcional de las

proteinas S-layer es esencial para el crecimiento de los lactobacilos portadores de
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genes slp. Por lo tanto, dado que las mutantes dobles probablemente no son viables
[42], los resultados de la Figura 45 sugieren que las S-layer serian esenciales para la
osmoadaptacion de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

A continuacidn, para continuar con el analisis de la expresion proteica se evaluaron
extractos totales de células enteras en condiciones de crecimiento control y de alta sal,
en dos estadios de crecimiento, fase exponencial y fase estacionaria, mediante una
corrida electroforética en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) (Figura 46).

Fase Exponencial Fase Estacionaria

(%k) S-layer  Control 0,45M 0,6M Control 0,45M 0,6M
e L

70
55

40

Figura 46 Perfil proteico de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Extractos proteicos totales de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 crecido en condiciones de estrés salino (0,45 y 0,6 M de NaCl) o
control evaluados en dos estadios de crecimiento, exponencial y estacionaria, se separaron en un gel
12,5 % SDS-PAGE y luego se tifieron con coomassie blue. El asterisco (*) muestra la proteina
predominante de 45 kDa y el doble asterisco (**) muestra una proteina de 49 kDa.

En la Figura 46 puede observarse que en condiciones de crecimiento control
(crecimiento en MRS sin agregado de sal), tanto en la fase de crecimiento exponencial
como estacionaria, la proteina predominante se corresponde con un peso molecular
de movilidad electroforética estimado de 45 kDa. No obstante, cuando se evaluaron
las mismas fases de crecimiento pero en condiciones de alta concentracion salina (MRS
con 0,45 M o 0,6 M de NaCl) se observd un incremento en una banda con un peso
molecular estimado de 49 kDa, la identidad inmunolégica de ambas bandas de

proteinas se verifico mediante deteccion con anticuerpos contra SIpA por Western blot

121



Capitulo 2

(Figura 47 A). Asimismo, en concordancia con el trabajo reportado por Prado Acosta

(2008), ambas proteinas demostraron una actividad mureina hidrolasa (Figura 47 B).

(A)
Control 03M 04M 05M 06M
55 kDa.- ”
————
40 kDa-

(B) (€

Control  0,45M 0,6 M Control 0,45 M 0,6 M

55 kDa- [ 55 kDa -

-

* 3k

e > —
40 kDa- 40 kDa .

Figura 47 Perfil proteico de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Extractos proteicos de Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 crecidos hasta una fase estacionaria en condiciones de estrés salino 0,3 M, 0,4 M,
0,5 My 0,6 M de NaCl, se separaron analizaron por western blot (A) con anticuerpo policlonal anti S-
layer. Ademas se analizé la actividad mureina hidrolasa por zimograma, tincién con coomassie blue (B)
y zimograma (C). El doble asterisco (**) y el asterisco (*) sefialan a la proteina de 49 y 45 kDa,
respectivamente.

Por lo tanto, se verificd que ocurre un cambio en el patrén proteico de las S-layers
cuando la bacteria es expuesta a una condicién de estrés salino por NaCl,
observandose que a una concentracion de 0,6 M de NaCl la proporcién de la proteina
de 45 kDa fue aproximadamente de un 60%, mientras que la de 49 kDa aumenté al
40% (Figura 47).

En estudios previos, Ramiah y colaboradores [121] observaron que cuando se cultiva a
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 en condiciones que simulan el tracto gastrointestinal
(TGl) se produce un aumento en la expresion del gen slpA. Sin embargo, esos
experimentos se realizaron analizando la fase de crecimiento exponencial, donde las
células estan en un crecimiento activo, una condicidon que no se encontraria en el TGlI,
donde se espera que la division celular sea baja y se asemeja mas a un estado de fase
estacionaria de crecimiento. Por lo tanto, cuando se analiza la biosintesis de

componentes de la envoltura, que se produce principalmente durante la divisidn celular,
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se deben evaluar tanto en la fase exponencial como en la fase estacionaria de
crecimiento para poder extrapolar lo que ocurre en el entorno del TGl.

Por otra parte, una posible explicacién a la diferencia de tamafio entre las proteinas
observadas en las Figuras 39 y 40 podria ser por un procesamiento diferencial del
péptido sefial en condiciones de alta sal. La proteina S-layer se transloca a través de la
membrana al medio extracelular mediante un péptido sefial de 31 aminodacidos, que se
escinde, dando como resultado una diferencia de aproximadamente 3 kDa [38] en Ila
proteina S-layer madura; entonces en una condicion de estrés salino podria ocurrir una
reduccion en el procesamiento del péptido sefial presente en el amino terminal de la
proteina SIpA.

Para evaluar esta hipodtesis, se decidié secuenciar el extremo amino terminal de las dos
proteinas a través del servicio del LANAIS-PRO, por el método de degradacion de
Edman. Obteniéndose que el amino-terminal de la proteina de movilidad 45 kDa se
precesa resultando en una proteina madura de 413 aminodcidos y que comienza con la
secuencia ATTINA, posee una carga positiva (pl 9,49) y es insoluble en solucién acuosa
por interaccion entre mondmeros tal como se ha descripto para otras S-layer [49]. Al
realizar un andlisis de la proteina utilizando la herramienta informatica Protparam
(web.expasy.org/protparam/) se obtuvo que la proteina madura posee un peso
molecular de 43,63 kDa. No fue posible la secuenciacién del amino terminal de la
proteina de movilidad 49 kDa dado que no se encontraba accesible a la reaccién el
primer aminoacido, por alguna modificacidon no caracterizada.

Por lo tanto, se decidid analizar ambas proteinas por espectrometria de masas a través
del servicio del CEQUIBIEM-FCEN (MALDI TOF/ TOF). Para poder realizar este analisis
es necesario primero hidrolizar con tripsina las bandas proteicas, extraidas de un gel
de SDS-PAGE, para luego ser analizadas por espectrometria de masa y poder asi
determinar la relacién carga/masa de los péptidos obtenidos. Luego, por una
busqueda en la base de datos Mascot (Matrix Science, Boston, MA, USA;
http://www.matrixscience.com/search-form-select.html) y comparacién con los
péptidos obtenidos por una digestidon con tripsina in silico, se identifican las proteinas
analizadas. En este caso, pudo identificarse a la proteina predominante de movilidad
45 kDa como SIpA vy a la proteina auxiliar de 49 kDa como SlpX. En las Tablas 7 y 8 se

muestran los péptidos analizados de cada banda extraida de un gel SDS-PAGE 12,5%.
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K5Dla gi|523548846 SlpX (precursor 499 aa) ; SlpX [Lactobacillus acidophilus CIRM-BIA 442]
N m/z m/z Modificaci Inicio | Fin Missed Secuencia
(mi) (av) ones Cleavages
1 809,404 809,8996 140 146 0 (K) AYEAIDK(V)
1 | 986,5306 | 987,1505 409 | 416 1 (K) TYYKVANK(D)
1 |1002,5327 | 1003,1095 422 | 430 0 (R) VTNITGNQR(T)
1 |1010,5088 | 1011,195 446 | 454 1 (R) TPGTGKMYR(G)
1 1017,5404 | 1018,2079 486 493 1 (R) YIKAVNFY(-)
1 1026,5037 | 1027,1943 | Oxidacién | 446 454 1 (R)TPGTGKMYR(G)
1 |1062,6041 | 1063,2437 86 95 0 (K) VSDLISTISK(A)
1 | 1067,519 | 1068,2442 369 | 377 0 (K) TYPVMVDSR(A)
1 1083,5139 | 1084,2436 | Oxidaciéon 369 377 0 (K)TYPVMVDSR(A)
1 1093,5636 | 1094,2197 413 421 1 (K) VANKDEYVR(V)
1 |1104,5215 | 1105,2248 476 | 484 1 (R)(Carbamidomethyl)RNNNK(R)
1 |1116,5255 | 1117,2793 473 | 480 1 (K) YYRIEGC(Carbamidomethyl)R(N)
1 1141,5735 | 1142,2585 76 85 1 (R) TTISFKSDDK(V)
1 |1144,5957 | 1145,2651 130 | 139 1 (K) TVQPSNKNEK(A)
1 1180,5844 | 1181,2954 137 146 1 (K) NEKAYEAIDK(V)
1 1247,6015 | 1248,3458 344 354 0 (K) NDANSSNIWVK(T)
1 1308,6794 | 1309,4706 329 341 0 (K) TVGGVSYSQVSPK(S)
1 |1310,6409 | 1311,5086 455 | 466 0 (R) GQTVTTYGPQMK(F)
1 | 1326,6358 | 1327,5079 | Oxidacion | 455 | 466 0 (R)GQTVTTYGPQMK(F)
1 | 1344,7594 | 1345,5508 422 | 433 1 (R) VTNITGNQRTLK(H)
1 1354,6121 | 1355,4091 317 328 0 (K) DGDQVYVSDQTK(T)
1 1400,7744 | 1401,6125 355 368 0 (K) TSALVKPAGDTNVK(T)
1 | 1442,7962 | 1443,653 123 | 136 1 (K) ANGVTVKTVQPSNK(N)
1 1459,6753 | 1460,6014 434 444 0 (K) HNAYIYWSSYR(R)
1 | 1462,7285 | 1463,5996 342 | 354 1 (K) SKNDANSSNIWVK(T)
1 1502,7485 | 1503,6619 259 272 0 (R) YYNVTLTATGNTGK(K)
1 1507,785 | 1508,6758 82 95 1 (K) SDDKVSDLISTISK(A)
1 |1513,8108 | 1514,7263 274 | 287 0 (K) TTATYTVLITSSQK(Q)
1 | 1523,8064 | 1524,7245 329 | 343 1 (K) TVGGVSYSQVSPKSK(N)
1 1544,7414 | 1545,7651 369 381 1 (K) TYPVMVDSRAYDK(N)
1 1560,7363 | 1561,7645 | 10xidation | 369 381 1 (K)TYPVMVDSRAYDK(N)
1 1585,8043 | 1586,8616 455 468 1 (R) GQTVTTYGPQMKFK(N)
1 |1601,7992 | 1602,861 | 1Oxidation | 455 | 468 1 (R)GQTVTTYGPQMKFK(N)
1 1615,7764 | 1616,79 434 445 1 (K) HNAYIYWSSYRR(T)
1 1630,8435 | 1631,8371 259 273 1 (R) YYNVTLTATGNTGKK(T)
1 1641,9058 | 1642,9015 273 287 1 (K) KTTATYTVLITSSQK(Q)
1 1664,8351 | 1665,8141 417 430 1 (K) DEYVRVTNITGNQR(T)
1 |1760,8458 | 1762,0722 452 | 466 1 (K) MYRGQTVTTYGPQMK(F)
1 |1772,9905 | 1774,083 8 | 101 1 (K) VSDLISTISKAVQFHK(N)
1 1776,8408 | 1778,0716 | 10xidacién | 452 466 1 (K)MYRGQTVTTYGPQMK(F)
1 |1792,8357 | 1794,071 | . dzcién 452 | 466 1 (KYMYRGQTVTTYGPQMK(F)
1 | 1801,902 | 1803,0428 431 | 444 1 (R) TLKHNAYIYWSSYR(R)
1 2281,0691 2282,4 237 258 0 (K) NNTTFASIEATSNPVNTSEAGR(Y)
1 2321,1004 | 2322,4652 102 122 0 (K) NNSASGENVTINENDFINQLK(A)
1 2449,2755 | 2450,834 355 377 1 (K) TSALVKPAGDTNVKTYPVMVDSR(A)
1 2465,2705 | 2466,8333 Oxid:::cién 355 377 1 (K)TSALVKPAGDTNVKTYPVMVDSR(A)
1 2629,358 | 2630,9355 344 368 1 (K) NDANSSNIWVKTSALVKPAGDTNVK(T)
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1 |2644,2737 | 2645,857 317 | 341 1 (K) DGDQVYVSDQTKTVGGVSYSQVSPK(S)
1 |2990,4814 | 2992,2489 102 | 129 1 (K) NNSASGENVTINENDFINQLKANGVTVK(T)
1 |3031,4868 | 3033,3045 96 | 122 1 (K) AVQFHKNNSASGENVTINENDFINQLK(A)
1 |3044,4822 | 3046,4499 382 | 408 0 (K) NGNYLGHMYYAYDNIDIVPTVVTINGK(T)
1 |3060,4771| 3062,4493 | . dicién 382 | 408 0 (KINGNYLGHMYYAYDNIDIVPTVVTINGK(T)
1 |3142,4851 | 3144,3964 >p:\l/f(lr-1C_ilu 283 | 316 0 (K)QTLYGNGESTISTYSIYGNNVLSNSTTFK(D)
3159,5117 | 3161,4271 288 | 316 0 (K) QTLYGNGESTISTYSIYGNNVLSNSTTFK(D)
3521,7046 | 3523,9708 378 | 408 1 (R) AYDKNGNYLGHMYYAYDNIDIVPTVVTINGK(T)
1 |3537,6995 | 35399701 | . dicién 378 | 408 1 (R)AYDKNGNYLGHMYYAYDNIDIVPTVVTINGK(T)
1 |3599,7515 | 3602,0853 382 | 412 1 (K) NGNYLGHMYYAYDNIDIVPTVVTINGKTYYK(V)
1 |36157464 | 3618,0846 | . dicién 382 | 412 1 (K)NGNYLGHMYYAYDNIDIVPTVVTINGKTYYK(V)
(K)
1 |3764,7998 | 3767,0391 237 | 272 1 NNTTFASIEATSNPVNTSEAGRYYNVTLTATGNTGK(
K)

Tabla 7 Identificacidn de los péptidos por espectrometria de masas.

46 KDa P35829 SIpA (precursor 444 aa) SIpA [Lactobacillus acidophilus (strain ATCC 700396 / NCK56 / N2 / NCFM]
. m/z m/z Modific | . . . Missed .
Numero . Inicio Fin Secuencia
(mi) (av) aciones Cleavages
1 799,3832 | 799,8608 46 53 0 (L) TGTISASY(N)
1 963,4742 | 964,0259 103 | 112 0 (F) GSENAGKTVT(-)
1 981,4888 | 982,0846 92 | 100 0 (Y) TVTVNDVSF(N)
1 981,5 982,0876 54 62 1 (Y) NGKTYTANL(K)
1 1224,5855 | 1225,3083 101 | 112 1 (F) NFGSENAGKTVT(-)
1 1242,6001 | 1243,3669 92 102 1 (Y) TVTVNDVSFNF(G)
1 1362,6536 | 1363,4756 46 58 1 (L) TGTISASYNGKTY(T)
1513,7533 | 1514,6854 86 100 1 (L) AAGVAYTVTVNDVSF(N)
1 1941,9512 | 1943,0901 1 19 0 (-) ATTINASSSAINTNTNAKY(D)
1 1983,9618 | 1985,1277 | 1Acetyl 1 19 0 (-)ATTINASSSAINTNTNAKY(D)
1 2260,1667 | 2261,5063 63 85 0 (L) KADTENATITAAGSTTAVKPAEL(A)
1 3262,6074 | 3264,5491 20 >3 ! DVDVTPSVSAVAANTAI\(IL)TPAIAGNLTGTISASY(N)

Tabla 8 Identificacion de los péptidos por espectrometria de masas.

A continuacién en la Figura 48 se muestra el alineamiento de las secuencias proteicas

de SlpX y SlpA, utilizando la herramienta bioinformatica Clustal-O, resaltado en verde y

amarillo respectivamente los péptidos obtenidos del andlisis por MALDI TOF/TOF que

coinciden con los obtenidos por un analisis in silico.
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Figura 48 Alineamiento de secuencias. Utilizando la herramienta bioinformatica Clustal-O se realizé un
alineamiento de las secuencias proteicas de SlpX y SIpA. Resaltado en verde y amarillo se muestran los
péptidos obtenidos del analisis por MALDI TOF/TOF que coinciden con los obtenidos por un analisis in
silico para SlpX y SIpA respectivamente.

En conjunto todos estos resultados permiten concluir que se produce un cambio en el
perfil proteico de las proteinas de superficie por crecimiento en alta sal y se descarta

la hipotesis original de reduccién del procesamiento del peptido sefial.

2.3. Analisis de expresion génica
Para verificar si el cambio del perfil proteico se correlaciona con un cambio en la
expresion génica se utilizoé la técnica de PCR en tiempo real (QPCR), pero primero fue
necesario el disefno de cebadores especificos que permitieran distinguir entre los 3
genes que tienen alta similitud. Para ello, utilizando la herramienta informatica Clustal
O (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo), se realizd un alineamiento de las
secuencias proteicas de SIpA, SIpB y SIpX, observandose que existe una diferencia en

el nimero de aminoacidos (aa) total de cada proteina; SIpA posee 444 aa, SlpB 456 aa
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y 499 aa SlpX (Figura 49). Del andlisis se definieron secuencias diferenciales para las

tres proteinas y se disefiaron pares de cebadores para qPCR que identifican a cada uno

de los tres genes cdmo se detalla en la Tabla 3 de materiales y métodos.
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Figura 49 Alineamiento SIpA, SIpX and SlpB. Utilizando la herramienta informatica Clustal O, se realizé
un alineamiento de las tres proteinas Slp. Los bloques muestran las secuencias de aminodacidos
seleccionadas para el disefio de cebadores especificos. Los cebadores reversos (rojo) se usaron para la
sintesis de ADNc a partir del ARN extraido y junto con los cebadores directos correspondientes (verde)
para el ensayo de gPCR utilizando ADNc como molde.
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A continuacion se evalué mediante una gPCR la expresion de los genes slpA, slpB y slpX
para determinar si existia una variacion a nivel de la expresidn génica dependiente de las

fases de crecimiento (exponencial y estacionaria) o por someter a la bacteria a un estrés

salino.
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Figura 50 Expresion de sipA, sIpB y slpx en condiciones de estrés salino y en dos etapas de crecimiento
respecto al control evaluada por Real time PCR cuantitativa. Las barras de error representan errores
estandar de tres experimentos independientes.

Como puede observarse en la Figura 50, la expresidon de los genes sIpA y slpX tuvo un
aumento directamente proporcional al aumento de la concentracion salina en el
medio de cultivo, mientras que la expreidn del gen slpB se mantuvo silente. Dado que
se ha verificado que la inversidn del segmento slp entre sIpA y slpB tiene lugar solo en
muy pocas células [122] no fue sorprendente que no se detectara expresidn slpB, un
gen considerado silente. Asimismo, hubo un mayor aumento de la expresién de los
genes sIpA y slpX para la fase de crecimiento estacionaria y en condiciones de alto
contenido de sal (0,6 M de NaCl). De manera similar, en Lactobacillus brevis ATCC
14869, fue comprobado que la expresion diferencial de los genes slpB y slpD esta
relacionada con el contenido de oxigeno del medio de crecimiento y la etapa de

crecimiento [123].
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Por otro lado, en las bacterias existe una correlacién transcripcional-traduccional
consecuencia de la coordinacion de ambos procesos en el citoplasma bacteriano. Sin
embargo al comparar el nivel de expresion proteico y génico para s/pX, se observa un
mayor nivel en la expresion del ARNm en relaciéon a la cantidad de proteina. La
ausencia de correlacién estricta para slpX/SlpX puede ser consecuencia de varios
factores, una posible explicacidén es que la proteina se libera mas al medio extracelular
en condiciones de estrés salino, con lo cual se obtiene una menor cantidad al extraerla
de la bacteria por un tratamiento con LiCl. Para verificar estas hipdtesis se evalud la
presencia de S-layer en el sobrenadante de cultivos en condicidon control comparada
con alta sal, luego de su concentracion en Centrisart | con poro de corte de 20 kDa, se

realizd un analisis por Western bloty dot blot (Figura 51).

(A)
Exponencial Estacionaria
S-layer Control 06M Control 0,6 M
‘u**
i - & gt X *
(B)
@ | Control ’
@
S
5| 0,45M
B8
(%]
w
06M & 0 <
= Control ® o - 5
2
% 045M @ o o o
Q
5 osm @ @& @ O o g

TC 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32  1/64 1/128 1/256

Figura 51 Perfil proteico de los sobrenadantes de cultivos de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Los
sobrenadantes provenientes de cultivos de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 crecidos hasta una fase
exponencial o estacionaria de crecimiento en condiciones de estrés (0,45 o 0,6 M de NacCl) fueron
concentrados por Centrisart y luego analizados por western blot (A) o por dot blot (B) y revelado son un
anticuerpo policlonal anti S-layer. El doble asterisco (**) y el asterisco (*) sefialan a la proteina de 49 y

45 kDa, respectivamente.
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Como se observa en la Figura 51, existe un aumento de las proteinas Slp en el
sobrenadante a medida que aumenta la concentracion salina del medio de cultivo.
Esta liberacidn de las proteinas de la envoltura celular posiblemente este asociada a la
modificacion del PG y los LTA que se describen en los lactobacilos [23], [35].

Como ha sido descripto en el Capitulo 1, la proteina S-layer interactua principalmente
con los LTA y también PG y ambos se modifican en durante el crecimiento en alta sal
[2], [35]. En la Figura 33 se verificé la disminucién de la interaccién del GFP-CT1 a
células pre-crecidas en alta sal posiblemente debido a una mayor liberacion de la
proteina, despegandola de las paredes, sugiriendo que el anclaje de la S-layer a la
pared se encuentra modificado en condiciones de estrés salino. Estos resultados
podrian explicar en parte la falta de correlacion transcripcional-traduccional
observada. El estrés osmaético causado por altas concentraciones de sal, puede resultar
en lesiones estructurales y fisioldgicas de las células bacterianas, para sobrevivir al
estrés osmotico las bacterias han desarrollado diversos mecanismos para adaptarse.
Los cambios en la pared celular pueden proteger a la célula del dafio ambiental al
modificar las propiedades fisicoquimicas de la membrana.

Para lograr una rapida adaptacion a los cambios ambientales, los niveles de ARNm y de
las proteinas estan finamente regulados, mediante la activacién o inhibicion de la
expresion de los genes; la regulacidn puede ocurrir tanto a nivel transcripcional como a
nivel traduccional. Existen distintos mecanismos descriptos de regulacion génica, entre
ellos, la presencia de secuencias regulatorias en el ADN, utilizacidén de factores sigmas
alternativos de la ARN polimerasa, la formacién de una estructura secundaria en forma
de horquilla o bucle en el ARN que ocasiona, en consecuencia, finalizar la transcripcion
prematuramente o secuestrar la secuencia de unién al ribosoma o Shine-Dalgarno (SD)
inhibiendo el inicio de la traduccién.

A fin de evaluar si existe una regulacién génica involucrada en el aumento de la sintesis
proteica de las S-layers, cuando las células son sometidas a un estrés salino, y buscar
alguna posible explicacion a la diferencia observada entre la cantidad de transcripto y
proteina SlpX se realizé un abordaje bioinformatico, utilizando a la cepa de referencia
Lactobacillus acidophilus NCFM cuyo genoma esta completo, disponible en la base de

datos (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_006814), y su secuencia gendmica
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posee un 99,96 % de similitud con Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, ademas las
proteinas S-layers tienen un 100 % de identidad.

Utilizando la herramienta bioinformatica Softberry (http://www.softberry.com) se
predijo la regién promotora de slpA y slpX (region -35 y -10) y los posibles factores de
transcripcion que puedan regular la expresion génica de las proteinas SlpA y SlpX y a
continuacion se realizé un alineamiento de las regiones promotoras de slpA y slpX

utilizando la herramienta bioinformatica ClustalO.

slph TCATOGATCTTOCTTTGAAGAGT T TTATACATTATAGGCTCCTATCACATG----CTGAA 56
slpx ----TOATGTITTATTATAAGTTCOTCTGCATGATATAATAGAT TCACAAGCAAATAGAG 56
ERE EE HE % o R B o= EkRE w = HEEEE R *k
slpa CCTATGOCCTATTACATTIT------ TTTATATTTCAAGGAGG 93
slpx TATATCOACTATTTGCTCATCAAGT TTTGATCCAAAAAGGAG - 2 H
EdE ® Rk £ ® T gk R

Figura 52 Alineamiento de la regiéon promotora. Utilizando la herramienta bioinformatica ClustalO
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo), se realizé un alineamiento de la regidon promotora de los
genes slpA y slpX. El asterisco (*¥) muestra bases idénticas. Subrayadas se encuentran las regiones -35 y -
10 de cada gen.

Como puede observarse en la Figura 52, del alineamiento de las regiones promotoras,
no existe homologia entre las regiones -35 y -10 de los genes sIpA vy slpx.

Por otra parte, los factores de transcripcion que interactian con las regiones
promotoras son esenciales para la regulacion positiva o negativa de la expresion
génica. En la Tabla 9 se muestra la prediccion de posibles sitios de unidn de los factores
de transcripcidn, que postula la herramienta informatica Softberry, en base a las

secuencias rio arriba de los genes para slpA y sipX.

Fur Represor, homeostasis de hierro
Lrp Regulador dual, metabolismo de los aminoacidos
LexA Represor, genes de respuesta SOS
ArgR Regulador dual, metabolismo de arginina
GevA Regulador dual, metabolismo de glicina
PurR Represor, metabolismo de purinas
sPX  FT Mododeregulacin
DnaA Activador transcripcional constitutivo de inicio de replicacion
en OriC

Tabla 9 Factores de transcripcion predichos. Utilizando la herramienta bioinformatica Softberry se
predijeron los factores de transcripcion que podrian regular la expresidn génica.
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Para la region promotora del gen s/pA se predicen varios factores de transcripcion que
podrian regular su expresion. Respecto a los factores de transcripcion Fur y LexA, el
primero esta implicado en la homeostasis del hierro y el segundo implicado en la
regulaciéon de la respuesta SOS. Bajo condiciones de estrés las células pueden entrar en
un estado hipermutable, lo que aumenta la diversidad de una poblacién clonal, y
conduce a nuevos genotipos que permiten la supervivencia en condiciones adversas,
gue de otro modo serian perjudiciales para el tipo salvaje [124], esto podria deberse a
una represion del sistema SOS y/o a la utilizacién de polimerasa propensa a cometer
errores. Un mecanismo descripto en Lactobacillus plantarum y Lactococcus lactis para
afrontar el estrés osmotico es la regulacion de las concentraciones intracelulares de
ciertos aminodcidos, las concentraciones intracelulares de prolina y glutamato,
aumentaron cuando se crecid a las bacterias en condiciones de estrés osmético [125]
también ha sido descripto para Lactobacillus casei [37]; lo mismo podria estar
sucediendo en Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 y estar regulado por lo factores
transcripcionales como Lrp, ArgR y GcvA. Estos factores transcripcionales podrian
también influir en la expresiéon de sIpA y formar parte de una respuesta conjunta al
estrés osmotico (Tabla 9). Con la herramienta informatica Softberry no se predicen
factores de transcripcion que puedan regular la expresion de slpX, salvo el DnaA que
no pareceria tener relaciéon directa. Sin embargo, resulta llamativo, como puede
observarse en la Figura 53, que rio arriba de la secuencia s/pX, se encuentra codificada
una proteina anotada como regulatoria, si bien no se encontrarian formando un
operén, evaluado utilizando la herramienta bioinformatica Microbesonline

(http://www.microbesonline.org/)

| .

273 157

Figura 53 Organizacion gendmica de slpX. Utilizando la herramienta informatica Microbesonline se
analizo si slpX se encontraba organizado formando un operon.
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Continuando con el andlisis de datos de expresidon, provisto en Microbesonline se
observa que hay un aumento de la expresion de ambos genes, pfor y slpX, en
condiciones de estrés salino por sales biliares, aunque no parece haber un patron
conservado de regulacién por este gen en otras especies de Lactobacillus (Figura 54).
Resta evaluar experimentalmente si este marco de lectura es funcional y si existe

alguna relacién de su expresion con el crecimiento en alta sal.

scale | | | | 1 | | | |
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Figura 54 Analisis de la sintenia de pfor. Utilizando la herramienta informatica Microbesonline se
analizo la sintenia del gen pfoR.

2.4. Regulacidn post-transcripcional

Como se describio en la Introduccidén, la estabilidad de los ARNm de las proteinas S-
layer puede justificar su alto nivel de traduccién logrando que hasta un 20% de las
proteinas totales de la célula sea S-layer. Esta estabilidad puede estar asociada a la
estructura secundaria que adopten los ARNm simple cadena, evitando su reciclado y
permaneciendo accesible al sistema de traduccién celular.

A continuacidn, se analizé si era posible una regulacidn a nivel post-transcripcional de
los ARNm de las proteinas S-layers. Existen varios factores que pueden influir a este
nivel, entre ellos, el reconocimiento de bases entre el ARN ribosomal y la secuencia
Shine-Dalgarno (SD); este apareamiento especifico es lo que facilita el reconocimiento
del codoén de inicio de la traduccidn (AUG) y distinguirlo de secuencias AUG internas.
Ha sido reportado en Lactobacillus plantarum y Lactobacillus buchneri que la secuencia
Shine-Dagarno AAGGAGG, presente en la secuencia gendmica de slpA, es mas eficiente
que la secuencia AAGGAGA presente en s/pX [126]. Por otra parte, la formacion de

una estructura secundaria en forma de horquilla o bucle en el ARNm puede dejar
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inaccesible la secuencia Shine-Dalgarno y/o el inicio de la traduccién provocando la
inhibicion de la traduccion. A continuacion se realizdé un analisis de la estructura del

ARNm utilizando la herramienta bioinformatica RNAfold (http://rna.tbi.univie.ac.at/ ).

(A)

Figura 55 Plegamiento de los ARNm de sIpA vy slpX. Utilizando la herramienta bioinformatica RNAfold,
se predijeron las estructuras con menor energia libre minima. El circulo indica la secuencia Shine-
Dalgarno y el cuadrado indica el inicio de la traduccion (AUG).

Como se observa en la Figura 55 el plegamiento de los ARNm sIpA y slpX son
ampliamente distintos. En el caso del ARNm slpA la secuencia SD y el inicio de la

traduccién quedan accesibles para el ribosoma, mientras que para el caso del ARNm
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slpX se predice una estructura secundaria mas compleja y la secuencia SD y el inicio de
la traduccion se encuentran en una horquilla y en doble cadena, respectivamente y
como consecuencia no son accesibles a los ribosomas.

En una condicion de estrés salino, las células necesitan adaptarse acumulando solutos
compatibles especificos en condiciones hiperosmoticas y liberarlos bajo una condicion
iso-osmatica. Si bien existen mecanismos para mantener la homeostasis idnica, el
aumento de la fuerza idnica extracelular podria trasladarse al citoplasma logrando
desestabilizar las uniones puentes de hidrogeno, desarmando los loops y dobles
cadenas del ARNm permitiendo asi un aumento de la traduccién. Otro factor que
puede afectar la eficiencia de la traduccion es la distancia entre la secuencia SD vy el
coddn de inicio de la traduccidn. Ha sido descripto por Osterman y colaboradores
[127] que la distancia dptima entre la secuencia SD vy el inicio de la traducciéon es de 8
nucledtidos, en este caso la distancia en ambas secuencias génicas resulté ser de 10

nucledtidos, con lo cual este no seria un factor que influya en la expresion.

2.5. Conclusiones parciales

Existe un aumento en la expresidon génica y la sintesis de las proteinas S-layer en
condicion de crecimiento con alta sal, tanto la proteina predominante SIpA y como la
minoritaria SlpX, aumentan en alta sal. Una mayor proporcién de S-layer en la superficie
celular podria participar en el mantenimiento de la estabilidad de la pared a fin de
contrarrestar la fragilidad causada por el estrés osmotico. El aumento transcripcional de
slpX no tiene una correlacion directa con la cantidad de proteina SlpX, esta diferencia
puede ser explicada en parte por la estructura secundaria que adoptaria el ARNm que lo
haria inaccesible a la maquinaria de traduccion.

Por otro lado, la modificacion en la envoltura celular por crecimiento en alta sal favorece
la liberacion al sobrenadante de proteinas S-layer, ésta condicion de crecimiento seria

favorable para la produccién de S-layer purificada con fines de aplicacion biotecnoldgica.
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ATCC 4356

Como se mencioné en la Introduccién, se han descripto varias aplicaciones biolégicas
para las proteinas S-layers puras extraidas de distintos Lactobacillus, en particular en la
exclusién de patdgenos bacterianos y particulas virales. Trabajos previos del grupo de
investigacion donde se desarrollé esta Tesis, han demostrado que la proteina S-layer
pura de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 posee propiedades antimicrobianas y
antivirales [48], [128]. Avanzar en la caracterizacion de dichas propiedades es
fundamental para evaluar su verdadero potencial como agente terapéutico o
preventivo.

Tal como se menciond anteriormente, las lectinas son proteinas de unién a
carbohidratos que interaccionan con los glicanos de glicoproteinas, glicolipidos o
polisacaridos con alta afinidad. Por otra parte, diversas investigaciones han establecido
que el reconocimiento de los oligosacaridos presentes en las particulas virales por
lectinas es importante para las interacciones entre la célula y el virus, pudiendo activar
la inmunidad del huésped, lo que resulta en la eliminacion viral o en contraste, algunas
lectinas actuan como factores que facilitan la entrada, replicacion o el ensamblaje viral
[129]. En el capitulo 1 se describid el comportamiento de tipo lectina que posee la S-
layer de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, y se establecié que es capaz de
interactuar con particulas virales, posiblemente reconociendo las glicosilaciones
presentes en las envolturas o capside.

En este capitulo se estudiara la capacidad de la S-layer de Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 de modular la infeccidn viral en relacidn con su comportamiento de lectina

y el efecto anti-adhesivo de bacterias patdgenas, como Pseudomonas aeruginosa.
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3.1. Efecto modulador de la infeccion viral

Para evaluar si la proteina S-layer pura de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 es capaz
de interferir negativa o positivamente en la multiplicacion viral, se eligio el sistema in
vitro virus HSV-1/células HT29 (donde el virus multiplica) porque la proteina pura
mostré interactuar tanto con el virus (Figura 18) como con las células (Figura 23 y 24).
Ademas, considerando que ambos microorganismos pueden co-existir en la microbiota
vaginal, porque Lactobacillus acidophilus es residente y el virus causa una de las
enfermedades de transmisidn sexual mas frecuente (herpes genital), resulta relevante
establecer qué tipo de modulacion ejerce la proteina S-layer en esta infeccién viral. A
fin de determinar el rol de la S-layer, se utiliz6 la cepa recombinante YK608 de HSV-1
gue tiene la particularidad de expresar la proteina de tegumento VP22 fusionada a
MRFP1 (proteina fluorescente roja) y la proteina de cdpside VP26 fusionada a
VenusA206K (proteina fluorescente verde) [130].

En cuanto a la cantidad de proteina a utilizar en estos experimentos, se decidio seguir
trabajando con 400 pg/ml porque las investigaciones previas realizadas con cultivos
celulares indican que la S-layer obtenida de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 no
presenta efectos citotdxicos a dicha concentracion [48]. Por otro lado, como ya se
menciond, luego de ser extraida de la bacteria con LiCl, la proteina interactlia entre si
formando una matriz paracristalina que permanece en suspension o forma un
precipitado blanco si se somete a centrifugacion. Esta caracteristica intrinseca se
observa a concentraciones mayores o iguales a 400 pg/ml.

Inicialmente, la capacidad de la proteina S-layer para modular la replicaciéon de HSV-1
se ensayo6 agregando 400 ug/ml de S-layer luego de la adsorcion del virus (post), y el
efecto se evalué de forma cualitativa, mediante la observacién al microscopio de las
células infectadas fluorescentes, y de forma cuantitativa, titulando el rendimiento viral

(virus extracelular) por el ensayo de placas a las 48 hs post infeccion.
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Figura 56 Actividad moduladora de la infeccion de HSV-1. Monocapas de células HT29 fueron
infectadas con HSV-1 YK608 (m.i.=0,1) y luego de la adsorcion se incubaron con 400 ug/ml de S-layer
(post). A las 48 h post infeccion se cosecharon los sobrenadantes y se titularon por el ensayo de placas
(A) y las células se fijaron para observar la expresidon de antigenos virales al microscopio. Aumento 400X
(B). CV: control de virus sin tratar. El asteristico (*) denota diferencias significativas utilizando el t de
student (p<0,05).

Como se muestra en la Figura 56 A, en las condiciones ensayadas la proteina no
tendria una actividad antiviral que module negativamente la replicacion de HSV. Por el
contrario, llamativamente se observd un aumento significativo del rendimiento viral
cuando la proteina estuvo presente luego de la adsorcion del virus. Sin embargo, el
numero de células infectadas fluorescentes parece similar en ambos casos (Figura 56
B). Las células también se observaron en campo claro para corroborar que el
tratamiento con la proteina no afecta el numero total de células (infectadas o no), de
esta forma se confirmd la ausencia de un efecto citotoxico luego de 48 hs de

incubacién con la S-layer.
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Teniendo en cuenta que Martinez y colaboradores [48] demostraron el efecto antiviral
de la S-layer durante las etapas tempranas de la infeccién con el virus Junin, a
continuacion se investigd si la proteina era capaz de modular dichas etapas en el
modelo de HSV-1. Para ello, se realizaron dos esquemas de tratamiento diferentes: el
agregado de 400 pg/ml de S-layer una hora antes de la adsorcién del virus (pretrat) o
durante la hora de adsorcion del virus a 37°C (ads). Nuevamente, a las 48 hs post
infeccion se cosecharon los sobrenadantes y se titularon por el ensayo de placas de
lisis, y se fijaron las células observandose la expresion de antigenos virales al

microscopio.
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Figura 57 Actividad moduladora de la infeccion de HSV-1. Monocapas de células HT29 infectadas con
HSV-1 YK608 (m.i.= 0,1) se incubaron con 400 pg/ml de S-layer una hora antes de la adsorcion (pretrat)
o durante la hora de adsorcidn del virus a 37°C (ads). A las 48 h post infeccion se cosecharon los
sobrenadantes y se titularon por el ensayo de placas (A) y las células se fijaron para observar la
expresion de antigenos virales al microscopio. Aumento 100X (B). El asterisco (*) denota diferencia

significativa respecto al control de virus (CV) usando el método de ANOVA, Test de Bonferroni (p<0,05).

En este caso, en la Figura 57 A también se observa un marcado aumento del
rendimiento viral pero sélo cuando la S-layer esta presente durante la adsorcion del
virus. En cambio, en las células infectadas pero previamente tratadas con la S-layer se

observa una leve disminucién en el rendimiento viral respecto del control de virus sin
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tratar. Al observar las células infectadas de las cuales provienen dichos rendimientos
virales, no es tan evidente este efecto "pro" o "anti" viral de la S-layer segun se
agregue durante o antes de la adsorcidon, respectivamente (Figura 57 B). Por esta
razén, a continuacion se repitié el mismo esquema de tratamiento pero fijando las
células a las 12 h post infeccion para evitar la posibilidad de que haya mas de un ciclo
de replicacion (el ciclo litico de HSV-1 se completa entre las 12 a 14 hs post infeccion) y

de este modo evaluar lo que ocurre con las células que inicialmente se infectan.
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Figura 58 Actividad moduladora de la infeccion de HSV-1 de S-layer. (A) Monocapas de células HT29
infectadas con HSV-1 YK608 (m.i.= 0,1) se incubaron con 400 pg/ml de S-layer una hora antes de la
adsorcién (pretrat) o durante la hora de adsorcién del virus a 37°C (ads). A las 12 h post infeccién se
fijaron las células y se observd la expresion de antigenos virales al microscopio. Aumento 400X (B)
Recuento de células fluorescentes. El asterisco (*) denota diferencia significativa respecto al control de
virus (CV) usando el método de ANOVA, Test de Bonferroni (p<0,05).

En la Figura 58 B se presentan los porcentajes de células fluorescentes que expresan el
antigeno viral VP22. Los resultados obtenidos muestran que en el CV se infectan el
18% de las células en comparacion con el 12% y el 34% que se observa en las células
tratadas con la S-layer antes o durante la adsorcidn viral, respectivamente. Entonces,
al evaluar el efecto de la proteina S-layer sobre HSV-1 en condiciones de un solo ciclo
de infeccion se obtuvieron los mismos resultados que a las 48 hs post infeccidn.

En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que la S-layer modula diferencialmente

la infeccién de HSV-1 dependiendo del momento en el que esté presente. Si la S-layer
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se encuentra interactuando con las células HT29 durante la hora de adsorcién (ads),
aumenta el numero de células que se infectan y esto se correlaciona con un
incremento en el rendimiento viral, comportandose como una proteina pro-viral. En
cambio, si la S-layer esta presente antes de la adsorcidn viral (pretrat) se produce una
disminucion poco significativa en el nimero de células que se infectan y de particulas
infectivas que se producen, por lo tanto no se puede concluir que resulta actuar como
una proteina anti-viral propiamente dicha. Finalmente, si la S-layer se agrega luego de
la adsorcién (post) también se observa un efecto pro-viral sobre el rendimiento viral
pero que no se condice con un aumento en el niumero de células infectadas.

A continuacidn, frente a estos resultados, se evalud la modulacién de la infeccién viral
de otros virus ademas del HSV-1. En este caso, se realizd un ensayo de plagueo directo
con los virus VSV y Adv-5, que también interaccionan con la S-layer como HSV-1 (Figura
18), empleando el modelo de células A549 ya que ambos virus multiplican en esta linea
celular. Las monocapas de A549 se infectaron con aproximadamente 50 UFP de virus, y
la S-layer estuvo presente antes (pretrat), durante (ads) o después (post) de la
adsorcion viral. Las UFPs obtenidas con cada tratamiento se expresaron como

porcentaje de UFP respecto del control de virus sin tratar (CV).
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Figura 59 Efecto de distintos tratamientos con S-layer sobre la multiplicacion de VSV y AdV-5.
Monocapas de células A549 infectadas con aproximadamente 50 UFP de VSV o AdV-5 se incubaron con
400 pg/ml de S-layer una hora antes de la adsorcion (pretrat), durante la hora de adsorcion del virus a
37°C (ads) 6 post adsorcion (post). Luego de la hora de adsorcion, se descartd el indculo y se agregé el
medio semisdlido para permitir la aparicion de las placas de lisis. A las 24h (para VSV) o a los 6 dias (para
Adv-5) de incubacién a 372 C, las células se fijaron y las placas se revelaron con cristal violeta. El
asterisco (*) denota diferencia significativa respecto al control de virus (CV) usando el método de
ANOVA, Test de Bonferroni (p<0,05).
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Los resultados obtenidos (Figura 59) muestran que el tratamiento de las células con S-
layer antes o durante la adsorcidn viral, aumenta significativamente el nimero de
UFPs respecto de los CV de VSV y Adv-5, llegando a duplicar o cuatriplicar sus valores.
En cambio, cuando la proteina estuvo presente luego de la adsorcion viral (post)
inhibio la infeccion de VSV y facilité la infeccidn de Adv-5.

Posteriormente se evalud si los dominios de reconocimiento a carbohidratos (CRD) de
la S-layer estaban involucrados en el marcado aumento de la infeccidén viral, por
presencia de la proteina durante la adsorcidn. Para ello se realizé el ensayo de plaqueo
directo utilizando VSV, ya que el efecto obtenido fue mas notable y el tiempo de
multiplicacién es menor, en presencia de D-manosa que antagoniza la unién de la S-
layer a los carbohidratos (como se observa en la Figura 27 del capitulo 1). Las células
A549 se infectaron con VSV en presencia de la S-layer durante la hora de adsorcién (S),
en presencia de S-layer y D-manosa (S/M) o en presencia de la proteina pre incubada 2
h a 372C con D-manosa (S+M) para favorecer la interaccién proteina-carbohidrato,
como control se incubo al virus en presencia de D-manosa sola (M).

Como se observa en la Figura 60 A, pre incubar la S-layer con D-manosa (S+M) antes de
ponerla en contacto con el virus revierte totalmente el efecto de beneficiar la infeccidon
viral que produce la proteina sola (S). En cambio, si se agregan simultaneamente (S/M)
la inhibicion es parcial. Esto indicaria que los CRDs estarian involucrados en favorecer

la infeccion viral de VSV cuando la proteina esta presente durante la adsorcién viral.

142



Capitulo 3
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Figura 60 Inhibicion del efecto de S-layer sobre la multiplicacion de VSV por D-manosa. (A) Monocapas
de células A549 infectadas con VSV se incubaron durante la hora de adsorciéon con: 400 mM de D-
manosa (M), 400 pg/ml de S-layer (S), 400 pg/ml de S-layer y 400 mM de D-manosa (S/M) o 400 pg/ml
de S-layer pre incubada 2 h a 372C con 400 mM de D-manosa (S+M). Luego, se descarté el indculo y se
agregd medio semisdlido hasta la aparicién de placas de lisis. A las 24 h se reveld con cristal violeta y se
realizd el recuento de UFPs. El asterisco (*) denota diferencia significativa respecto al tratamiento con S-
layer usando el método de ANOVA, Test de Bonferroni (p<0,05). (B) Placa representativa mostrando 1-
VSV, 2- VSV + D-manosa, 3-VSV + S-layer, 4- VSV + S-layer y D-manosa, 5- VSV + S-layer pre-incubada con
D-manosa 6- Control de células.

3.2. Proteccion de la inactivacion viral por temperatura
Teniendo en cuenta que el post-tratamiento con S-layer aumentd el ndmero de
particulas de HSV-1 infectivas presentes en el sobrenadante (rendimiento viral) sin
mostrar un incremento en el nimero de células infectadas (Figura 56), se decidi
explorar si la proteina S-layer estaba protegiendo al virus de la inactivacion por calor.
Luego de 48 hs de incubacidn a 372C, el rendimiento viral es el resultado de las nuevas
particulas que se liberan al medio extracelular menos las que se inactivan por la
temperatura, se sabe que a 37°C la mayoria de los virus animales son relativamente
estables por tiempos cortos. Ademas, la sensibilidad al calor esta influenciada por el
medio, con frecuencia las preparaciones purificadas son mucho mas sensibles al calor

que las crudas porque la desnaturalizacion térmica puede estar sujeta a efectos

143



Capitulo 3

ambientales como la concentracién de cationes o presencia de otras proteinas en el
medio.

Para corroborar esta hipdtesis, una suspension viral de HSV-1 (cepa KOS) se sometid
durante 2 h a 429C, se eligié dicha temperatura para obtener una inactivacion viral
mas marcada que a 379C, y se cuantifico el titulo viral a tiempo cero (T0) y a tiempo
dos horas (T2). La incubacidén se realizd en PBS solo (CV), en presencia de 400 pug/ml de
S-layer o en presencia de 400 pug/ml de la proteina BSA, como control de especificidad.
Con los titulos virales obtenidos se calcul6 el factor de reduccién tal como se detalla en

Materiales y Métodos.
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Figura 61 Proteccion de la S-layer frente a la inactivacién de HSV-1 por calor. Una suspension de HSV-1
se puso en contacto o no (CV) con 400 pg/ml de S-layer o BSA durante 2 h a 42°C. En cada muestra, se
cuantificod el titulo viral remante y a tiempo cero. Con estos datos se calculd el factor de reduccion como
el logaritmo del cociente del titulo viral antes y después de estar a alta temperatura. El asterisco (*)
denota diferencia significativa respecto al CV usando el método de ANOVA, Test de Bonferroni (p<0,05).

Como puede observarse en la Figura 61 el titulo viral se redujo aproximadamente 4
logaritmos como efecto de la inactivacion térmica en el CV. En cambio, en presencia de
la proteina S-layer se observa una evidente proteccién a la inactivacion por calor del
HSV-1, ya que el titulo viral se redujo 2,5 veces menos que en el CV. Por el contrario,
cuando se agregd la proteina BSA a la suspension viral, la infectividad disminuyo igual
que en el CV.

A continuacién se investigo si esta proteccion de la S-layer era exclusiva para HSV-1 o
también se observaba con otro virus envuelto, como VSV, y con un virus desnudo,

como AdV-5.
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Figura 62 Efecto de la S-layer frente a la inactivacion térmica de VSV y AdV-5. Una suspension de VSV
se puso en contacto con de 400 pg/ml S-layer durante 2 h a 422C mientras que AdV-5 se puso en
contacto con la misma concentracién de proteina pero a 452 C durante 1 h. El titulo se cuantificd tanto
en los controles (CV) como en las muestras tratadas con S-layer antes y después del tratamiento con
calor. Con estos datos se calculd el factor de reduccidn (FR) como el logaritmo del cociente del titulo
viral antes y después de estar a alta temperatura. No se obtuvieron diferencias significativa respecto al
control usando el método de ANOVA, Test de Bonferroni (p>0,05).

Como se observa en la Figura 62 el titulo viral de VSV y Adv-5 disminuyé alrededor de 1
a 3 logaritmos por exposicidon a altas temperaturas, respectivamente. Al comparar la
carga viral en los CVs con la de las suspensiones que fueron incubadas con la proteina
S-layer durante el tratamiento de inactivacion de VSV y Adv-5 no se observaron
diferencias significativas. Por lo tanto, la proteccién frente a la inactivacion por calor
gue produce la S-layer seria especifica para herpes, en las condiciones ensayadas.

Luego, para determinar si en dicha protecciéon estaban involucrados los dominios de
reconocimiento a carbohidratos de la S-layer se realizd6 el mismo ensayo que en la
Figura 62 pero pre-incubando la S-layer con D-manosa durante 1h a 372C. En la Figura
63 se observa que la D-manosa no inhibe el efecto de proteccidon que produce la S-
layer sobre la inactivacion térmica de HSV-1. Estos resultados indicarian que la
proteina S-layer puede proteger a HSV-1 del dafio inducido por la temperatura alta

pero que los CRD no estarian involucrados.
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Figura 63 Efecto de la D-manosa sobre la proteccidon de la S-layer ante la inactivacion viral. Una
suspension HSV-1 se puso en contacto con 400 pg/ml S-layer (S-layer) o 400 pg/ml S-layer previamente
incubada con 400 mM de D-manosa (S-layer + man), durante 2 h a 422C. En cada muestra, se cuantificd
el titulo viral remante y a tiempo cero. Con estos datos se calculd el factor de reduccién (FR) como el
logaritmo del cociente del titulo viral antes y después de estar a 422 C. El asterisco (*) denota diferencia
significativa respecto al CV usando el método de ANOVA, Test de Bonferroni (p<0,05).

A continuacidn, se evalud el efecto de proteccion frente a la inactivacidn viral, pero
sometiendo al virus a una temperatura baja. Los virus animales se pueden conservar
por periodos muy prolongados a -70°C pero a 4°C pierden infectividad mas
rapidamente. Por esta razon, una suspension de HSV-1 se mantuvo en la heladera
durante un periodo de 60 dias en total, y se tomaron alicuotas a los 0, 9, 30 y 60 dias
para calcular la infectividad residual. Dicha incubacién se realizé en PBS (CV) o

agregando 400 pg/ml de S-layer o BSA a la suspension viral. (Figura 64).
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Figura 64 Proteccion de la S-layer frente a la inactivacion de HSV-1 a 42C. Una suspension de HSV-1 se
puso en contacto con PBS (CV), con 400 pg/ml de S-layer o con 400 ug/ml BSA durante 0, 9, 30 o 60 dias
a 49C. El titulo viral se cuantificé por el método de unidades formadoras de placas de lisis. Las barras de
error representan el error estandar de tres experimentos independientes.
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En la Figura 64 se muestran los titulos virales obtenidos para HSV-1 en funcién del
tiempo. La infectividad en el CV se redujo aproximadamente 3 logaritmos luego de 2
meses de conservacion en la heladera. La curva de inactivacion obtenida fue similar
tanto en presencia como en ausencia de S-layer o BSA. Por lo tanto, la proteina S-layer

no protege al virus herpes de la inactivacion que sufre a 49C.

3.3. Efecto Anti-adhesivo de la proteina S-layer

Como se mostro en el Capitulo 1, la proteina S-layer fue capaz de aglutinar
microorganismos y ademas en los cumulos de bacterias aglutinadas una gran
proporcion de células presentaron dafio en las envolturas. Una de las bacterias
evaluadas fue Pseudomonas aeruginosa PAO1 la cual forma biopeliculas. Seguln
Rasamiravaka [131] las biopeliculas son las determinantes del 65-80% de las
infecciones bacterianas ya que constituyen un modo de crecimiento protegido que les
permite sobrevivir en un entorno hostil. Las bacterias que residen en las biopeliculas
son muy dificiles de erradicar con antibidticos, con lo cual prevenir la formacion de
biopeliculas seria un gran avance en el tratamiento de infecciones bacterianas.

A fin de determinar si la proteina S-layer tenia la capacidad de inhibir la formacién de
biopeliculas, como primera aproximacién se analizd la adherencia de Pseudomonas
aeruginosa PAO1 a una microplaca de poliestireno con concentraciones crecientes de
S-layer por la técnica de cristal violeta. El indice de formaciéon de biopelicula se

determindé como las células adheridas respecto a las células plantdnicas (Figura 65).

0.4+ Figura 65 Efecto de S-layer en

la formacion de biopeliculas.

En una placa de poliestireno de
T * * 96 wells se evalud la formacion
T T de Dbiopelicula estdtica. Se
T T muestra el indice de adherencia
que es el cociente entre la
absorbancia del Cristal Violeta

(Cv) Cv550 vy las células
plancténicas (DO600nm). El
asterisco (*) denota diferencia
0.0 . . significativa respecto al control

0 50 160 260 460 10;30 usando el método de ANOVA,
Test de Bonferroni (p<0,05).

o
w
]

de biopelicula
o
N
1

Indice de formacion
o
[
1

F

S-layer (ng/ml)



Capitulo 3

Al analizar la formacion de la biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa PAO1l en
presencia de S-layer (Figura 65) se observa un menor indice de adherencia a una
concentracién de 400 o 1000 pg/ml de la proteina.

Por otra parte, el paso inicial para la colonizacion y posterior infeccidon crdnica que
produce Pseudomonas aeruginosa a nivel pulmonar es la adhesién a las células
epiteliales de las vias respiratorias. Por esta razén, se decidi6 investigar si la proteina S-
layer era capaz de inhibir la adhesion de las Pseudomonas a las células A549, una linea
celular derivada de epitelio alveolar humano. El tipo de ensayo que se realizo fue el de
proteccion, que consiste en realizar el tratamiento con el inhibidor antes de la
adhesién de las Pseudomonas. Para ello, monocapas de células A549 crecidas sobre
cubreobjetos en microplaca de 24 pocillos se incubaron con 400 pg/ml de la proteina
S-layer durante 1 h a 372C. Luego se descartd la proteina, se realizaron lavados con
PBS, y se anadidé una suspension de Pseudomonas aeruginosa PAO1 que se dejo en
contacto por un lapso de 1 h a 372C. Por un lado, se determind el numero de
Pseudomonas viables adheridas por pocillo mediante el recuento de UFC sobre placas
de agar LB y por otro lado las células fueron fijadas y teiiidas con cristal violeta. Los
resultados se expresan como porcentajes de adhesion relativos a las UFC de
Pseudomonas adheridas en el control sin ningln tratamiento previo y que

corresponden al 100% de adhesidn.
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Figura 66 Efecto de S-layer en la adhesion de Pseudomonas aeruginosa a células A549. (A) Monocapas
de células A549 se pre-incubaron por 1 h a 372 C con 400 ug/ml de la proteina S-layer y luego se afiadid
una suspensién de Pseudomonas aeruginosa PAO1, se determind el numero de bacterias viables
adheridas por pocillo mediante el recuento de UFC sobre placas de agar LB. Los resultados se expresan
como porcentajes de adhesion relativos a las UFC de Pseudomonas adheridas en el control sin ninguin
tratamiento previo y que corresponden al 100% de adhesién (B) Tincidn con cristal violeta de las células
fijadas, las flechas muestran la interaccion bacteria-célula. El asteristico (*) denota diferencias
significativas utilizando el t de student (p<0,05).

Los resultados obtenidos sugieren que la proteina S-layer es capaz de reducir el
pegado de bacterias patédgenas, como Pseudomonas aeruginosa, tanto a superficies

abidticas (como el poliestireno) como a células epiteliales.

3.3. Conclusiones parciales
En este capitulo por un lado se investigd la capacidad de la S-layer de modular la
infecciéon viral y la relacién con su comportamiento de lectina. Los resultados
obtenidos claramente permiten concluir que la proteina es capaz de modular Ila
infeccidn de distintos virus. Dicha propiedad depende del tiempo de agregado de la S-
layer y del virus. Tiene una notable actividad pro-viral, facilitando las etapas tempranas

del ciclo de infeccién de HSV-1, VSV y AdV-5, si la proteina estad presente durante la
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adsorciéon. En el caso de VSV, este efecto estaria relacionado con la capacidad de
lectina de la S-layer. En cambio, el pretratamiento de las células con la S-layer
promueve la infeccion de VSV y AdV pero inhibe levemente la de HSV-1, sugiriendo
una posible actividad antiviral.

La proteina S-layer es capaz de proteger al virus HSV-1 de la inactivacion térmica por
calor pero no por bajas temperaturas, y este efecto no estaria mediado por los CRD.
Esta capacidad podria ser la responsable de obtener un mayor rendimiento de
particulas virales infectivas en los cultivos tratados con la proteina durante todo el
tiempo de incubacion, luego de la adsorcidon del virus.

Por otra parte, también se pudo demostrar el efecto anti-adhesivo de bacterias
patdgenas, como Pseudomonas aeruginosa, ya que la S-layer fue capaz de disminuir la
adherencia a células A549 y la formacidn de biopeliculas en una superficie abidtica.

En conjunto, estos resultados permiten concluir que la S-layer obtenida de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 es una proteina que exhibe varias bioactividades

con potenciales aplicaciones bioldgicas.
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Discusion y Conclusiones

En esta tesis se caracterizd funcionalmente la proteina S-layer predominante de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, SIpA. Smith y Pouwels fueron pioneros en el
estudio de esta proteina, sin embargo, a la fecha quedan muchos interrogantes
abiertos acerca de su funcionalidad.

Desde la secuencia proteica se predice la presencia de dos CRDs en el dominio
carboxilo-terminal de la proteina S-layer [48], a lo largo de la tesis qued6é demostrado
que la proteina S-layer tiene un comportamiento de tipo lectina. Fue capaz de
aglutinar eritrocitos de carnero, y esta interaccion fue inhibida por carbohidratos
demostrando asi la especificidad de unidn (Tabla 5). La S-layer tuvo una amplia gama
de afinidad a diversos carbohidratos, siendo la afinidad por D-manosa > D-lactosa> D-
galactosa> D-glucosa.

Fue evidente la aglutinacién de Saccharomyces cerevisiae, cuya pared es rica en
manosa, quitina y otros glicanos (Figura 14) y ademas fue capaz de aglutinar bacterias
patégenas, posiblemente interactuando con el lipopolisacarido presente en la
membrana externa de las bacterias Gram negativas o con los polimeros de pared de las
bacterias Gram positivas, se observé ademads una gran proporcion de células con dafios
en la pared celular (Figura 13). De acuerdo con esto, fue descripto que las lectinas
pueden inducir o promover la formacion de poros en las células bacterianas, dando
como resultado la fuga de contenidos celulares [132] que se correlacionaria con la
actividad antimicrobiana informada para la proteina S-layer [48], [61]—-[64], [114],
[133]. Asimismo, la proteina fue capaz de interactuar con particulas virales (Figura 18),
ésta interaccién con virus podria implicar proteinas glicosiladas ya que no hubo
interaccion entre la S-layer y el bacteriéfago J1 que no posee glicosilaciones en su
estructura (Figura 19). En la superficie viral, las lectinas pueden interactuar con los
glicanos y prevenir las interacciones con los receptores, pudiendo asi prevenir la
interaccion con las células huésped.

Aunque la afinidad por carbohidratos obtenida para la proteina es baja en
comparacidon con otras lectinas animales y vegetales [86], [87], [134], esta nueva
funcién de lectina observada para la S-layer permite comprender los hallazgos de
actividad inmunomoduladora, antiviral y propiedades antibacterianas descriptas para

esta proteina (Gao et al., 2016; Prado-Acosta et al., 2010; Prado Acosta et al., 2008;
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Prado Acosta, Ruzal, & Cordo, 2016). Ademas proporcionaria beneficios biolégicos en
el tracto gastrointestinal como barrera contra los patégenos [136].

Empleando construcciones quiméricas de fusion a GFP de la proteina, con diferentes
porciones de la SlpA, y tal como describié anteriormente Smit [137], se verificd que el
dominio carboxilo-terminal (GFP-CT1) fue capaz de interactuar con la pared celular de
Lactobacillus acidophilus (Figura 30). Aunque Smit y Pouwels [47] encontraron que
solo una repeticion, de las dos repeticiones CRD presentes, es suficiente para anclar la
proteina a la pared celular de Lactobacillus acidophilus in vitro, nuestros resultados de
union in vivo (Figura 30) indican que ambas repeticiones son necesarias para la union,
mostrando la necesidad de tener multiples sitios de unién como los encontrados en las
proteinas toxina (ToxA) de Clostridium difficile o en la glicosiltransferasa (GBP) de
Streptococcus mutans a lo largo de sus extremos carboxilo que pueden fortalecer la
unioén a carbohidratos [108], [138].

Respecto a la actividad del tipo lectina de la S-layer, se observé un comportamiento
mixto ya que reconoce polimeros como quitina con alta afinidad pero también
carbohidratos como el acido sidlico/manosa, presentes en oligdmeros (Figura 31).

La actividad lectina de unidén a quitina observada, se asemeja a la descripta para la
lectina del germen de trigo Triticum vulgare (WGA) que puede interactuar con
oligosacaridos que contienen N-acetilglucosamina (NAG) terminal, como el
peptidoglicano de la pared celular bacteriana, la quitina y los glicosaminoglicanos, y
también puede interactuar con algunas glicoproteinas a través del acido sidlico [139],
[140]. La capacidad de la S-layer para interactuar con la quitina y el quitosano podria
correlacionarse con la actividad quitinasa descripta para Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 [44]; ésta actividad podria constituir un sistema para utilizar los carbohidratos
derivados de las mucosas, como asi también actuar como un factor de adherencia, ya
gue NAG se encuentra en muchas glicoproteinas humanas de las superficies de las
mucosas y probablemente representa una adaptacion para poder desarrollarse en el
nicho de las mucosas. De hecho, se encuentran codificadas en los genomas de
Lactobacillus acidophilus NCFM y Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 [44], [141] las
funciones relacionadas con la utilizaciéon de quitina/NAG y el catabolismo del acido
sidlico e incluyen el sistema de transporte PTS y las actividades catabdlicas. A

continuacion se muestra un esquema representativo del metabolismo de quitina/NAG
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(Figura 67) y del metabolismo del acido sidlico (Figura 68), en rojo se recuadran las

enzimas codificadas en el genoma de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.
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Figura 67 Esquema representativo del metabolismo de la quitina/N-acetilglucosamina (NAG). En rojo
se indican las enzimas involucradas en metabolismo de la quitina/NAG que estdn codificadas en
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Imagen modificada de [142]

En vista que la mayoria de las bacterias no patdégenas, como es el caso de los

lactobacilos, no sintetizan el acido sialico mas comun (acido N-acetilneuraminico

Neu5Ac) ni sus derivados estructurales, la presencia de genes relacionados con el

catabolismo de quitina, NAG o acido sidlico indicaria que es posible su utilizacion como

una fuente nutricional.
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En adicidn, la interaccion de S-layer con los carbohidratos también se asemeja a las
lectinas que unen manosa/acido sidlico, como la lectina de Polygonatum cyrtonema
Hua (PCL, GenBank N2 de registro AAM28644), aunque la afinidad obtenida para la S-
layer es menor que la afinidad de la PCL con el acido sialico y la manosa. Cuando se
analizé la secuencia primaria de los CRDs presentes en el dominio carboxilo-terminal
de la proteina SlpA, dentro de cada repeticion se predicen las secuencias consenso
propuestas por Von Eichel-Streiber para la toxina ToxA [108] y para la proteina GBP
responsables de la interaccién con carbohidratos [109]. Ademas al comienzo de cada
CRD se encuentra una secuencia de cinco aminodacidos que posee similitud con las de
las lectinas de unién a manosa [110] (Figura 28). Si bien se observaron interacciones
entre la S-layer y la D-manosa, no hubo interaccién con ARNasa B o glucosa oxidasa,
ambas glicoproteinas que contienen N-glicanos con alto contenido de manosa. Estos
resultados pueden reflejar una afinidad especifica por los residuos de manosa con
enlaces que no estan presentes o expuestos en estos enlaces N-glicosidicos.

Por otra parte, el dominio carboxilo-terminal fue descripto en Lactobacillus acidophilus
como el responsable de la unién a la pared celular a través de los acidos teicoicos [47].
Sin embargo, aun no se establecid para la cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
si la interaccién es con los WTA o con los LTA. En un estudio reciente, Bonisch y
colaboradores [89] describieron en Lactobacillus buchneri que la interaccidon de la S-
layer con la pared celular es mediante los LTA. Fue posible determinar que el extremo
carboxilo-terminal (GFP-CT1) de la S-layer se une a células de Lactobacillus acidophilus
deprovistas de S-layer y que esta unidn puede ser inhibida con anticuerpos especificos
contra los LTA o tratando al lactobacilo con SDS, de manera tal de extraer sdélo los LTA
de la pared celular (Figura 35). Por consiguiente, el LTA seria la molécula con la cual
interactua naturalmente la S-layer en Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 de forma
equivalente a lo descripto para la proteina S-layer de Lactobacillus crispatus [144]. Las
regiones carboxilo-terminal de las proteinas S-layer de Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 y Lactobacillus crispatus poseen una alta similitud de secuencia (76%) apoyando
esta observacion.

Por otra parte, el dominio GFP-CT1 fue capaz de interactuar con Lactobacillus
acidophilus desprovisto de S-layer, pero no con células sin decapar, ni con células de

Lactobacillus casei. éCudles son las diferencias entre estas dos especies? A diferencia
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de Lactobacillus acidophilus por un lado, Lactobacillus casei ademas de no poseer S-
layer, no presenta en su genoma los genes que codifiquen para la sintesis de WTA [44],
[141], [145] y por otro lado, el LTA de Lactobacillus casei se sustituye con D-alanina
[35]. La glicosilacién de las moléculas de LTA se ha demostrado en varias especies pero
aun no en Lactobacillus acidophilus [28], por ejemplo en Lactobacillus buchneri CD034
el LTA muestra un esqueleto tipico de poliglicerol-fosfato con glucosa como Unica
modificacidon y no presenta D-alanina como sustituyente. Ademads, en mutantes dlt,
donde se inactivaron los genes para la D-alanilacion, se observé un aumento de los
niveles de glicosilacién en los LTA de Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 [32].
Queda pendiente la investigacion para dilucidar si la glicosilacion del LTA esta
involucrada en el reconocimiento de la S-layer en Lactobacillus acidophilus. Dos
observaciones apoyan como posible hipdtesis que el reconocimiento de la S-layer a los
LTA sea mediante las glicosilaciones de los mismos. La primera es que cuando
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 se crecid en una alta concentracion salina una
gran proporcion de la proteina S-layer se observé en el sobrenadante y ademas la
unién del GFP-CT1 al lactobacilo disminuyé (Figura 51 y 33). Esta disminucién podria
ser consecuencia por un lado de una reduccién en las glicosilaciones de los LTA, en
contraste a lo reportado para Staphylococcus aureus donde ocurre un aumento de la
glicosilacion de los LTA cuando la bacteria es crecida en condiciones de alta sal [146] o
por una disminucién en el largo de las cadenas de LTA que provocaria un aumento de
la liberacién de la S-layer, en concordancia con los hallazgos previos para Lactobacillus
casei donde se reportd una disminuciéon de la longitud del LTA en condiciones de alto
contenido de sal en el medio de cultivo [24]. Como perspectiva de trabajo y para poder
responder estos interrogantes es necesario obtener la estructura detallada de los LTA
de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

Fue posible predecir mediante un modelado bioinformatico la estructura del dominio
carboxilo-terminal, identificandose como los probables sitios de unién a carbohidratos
a los residuos tirosina. Esto se verificd experimentalmente mediante el quenching de
fluorescencia de las tirosinas (Figura 38 y 39).

Por otro lado, fue evaluado el crecimiento de la bacteria y la expresién de la proteina
S-layer en condiciones de un estrés osmotico; los lactobacilos estan normalmente

sometidos a un estrés salino en su habitat natural, en los procesos industriales y
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también a lo largo del pasaje por el tracto gastrointestinal. Respecto al crecimiento de
Lactobacillus acidophilus, se observd que remover la S-layer de la pared bacteriana
provoco un retraso en el crecimiento tanto en condiciones de estrés salino como en
condiciones control (Figura 45), el estricto requisito de la S-layer para el crecimiento en
condiciones normales fue establecido por Goh y colaboradores teniendo en cuenta
gue una mutante knock-out de los genes slp de Lactobacillus acidophilus NCFM
expreso sIpA 'y slpX 6 slpB y slpX simultdneamente [120], lo que indica que al menos un
gen de proteina S-layer funcional es esencial para el crecimiento de los lactobacilos
portadores de S-layer. Las variaciones en la expresion proteica de las S-layers mediadas
por estrés han sido ampliamente estudiadas en Lactobacillus sp. por ejemplo, en
Lactobacillus brevis ATCC 14869 se observd una expresion diferencial de los genes slpB
y slpD dependiendo del contenido de oxigeno del medio; mientras que en condiciones
aerdbicas se detectd la expresion de ambos genes, cuando la bacteria fue crecida en
condiciones anaerobicas solo se observd la expresion de s/pB. [123]. Respecto a la
expresion de S-layer en condiciones de estrés salino, en Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 se observd un aumento de la expresidon de sIpA en presencia de un estrés
osmético impuesto por sales biliares [147], asimismo en Lactobacillus acidophilus 1BB
801, se detectdé un aumento de la sintesis de S-layer cuando la cepa se crecid en
presencia de sales biliares o NaCl [55].

Respecto a la expresion de la proteina S-layer en condiciones de estrés salino en
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, se observaron perfiles diferenciales de expresiéon
de los genes slp dependientes de la fase de crecimiento. Observandose un aumento en
la expresion de sIpA y slpX en condiciones de estrés salino, principalmente en la etapa
de crecimiento estacionaria (Figura 50). En esta tesis se demostré que se requiere
aumentar la concentracién de NaCl por encima de 0,6 M (3,5% m/v) para que se vea
aumentada la expresion de la S-layer auxiliar SlpX.

Un rol de cubierta protectora fue propuesto para la S-layer, pudiendo proteger a
Lactobacillus de diversos factores ambientales, como el estrés mecanico y osmético
[42], [148], el aumento de la expresidn génica de S-layer en condiciones de estrés
osmotico se puede relacionar con la necesidad de mantener la integridad de la
estructura celular. El requerimiento de la S-layer para el crecimiento incluso en

condiciones normales, podria explicarse segun lo descripto por Palomino y
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colaboradores (2016) en donde se observé que Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
posee una cantidad 3 veces menor de peptidoglicano en comparaciéon con una cepa sin
S-layer como Lactobacillus casei y en condiciones de alta salinidad, se observé una
disminucion de 2 veces en el peptidoglicano y un aumento de la fragilidad de la pared
lo que puede determinar la necesidad de un componente externo para contrarrestar
esa fragilidad.

Aunque es de esperar una correlacién entre la transcripcion y la traduccion, esto no se
observd en el caso de las proteinas S-layer. En parte podria ser explicado por el
plegamiento diferencial de los ARNm de la sIpA y slpX (Figura 56) que daria lugar a una
eficiencia de traduccion diferente entre ambos mensajeros. Ademds, una gran
proporcién de la proteina S-layer se libera al sobrenadante (Figura 51) y no puede
descartarse la posibilidad de una mayor actividad proteolitica en condiciones de alta
sal como se describe para Lactobacillus casei [37], lo que podria influir en la
concentracion final de proteina localizada en la superficie.

Las proteinas S-layers de Lactobacillus generalmente se consideran como no
glicosiladas, sin embargo, en los ultimos afos se ha informado sobre la naturaleza
glicoproteica de la S-layer de Lactobacillus buchneri 41021/251, CD034 y NRRL B-
30929, Lactobacillus helveticus ATCC 12046, Lactobacillus acidophilus NCFM,
Lactobacillus plantarum 41021/252 vy varias cepas de Lactobacillus kefiri. En una
investigacion previa realizada por Martinez y colaboradores evaluando la naturaleza
glicoproteica de la proteina S-layer de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, no se
obtuvieron resultados concluyentes. Es por ello, que se decidié evaluar la glicosilaciéon
de la proteina mediante un lectin-Blot, la S-layer fue reconocida por ConA (lectina de
union a manosa y glucosa) y por tincidn utilizando reactivos que revelan glicoproteinas,
obteniéndose que la S-layer estd glicosilada (Figura 40). Al realizar un andlisis de la
secuencia aminoacidica se verificé la presencia de nueve secuencias consenso (Asn-X-
Ser / Thr) caracteristicas para N-glicosilaciones, 8 presentes en el dominio amino-
terminal y una en dominio carboxilo-terminal de la SIpA madura. Ademas no se hallé la
presencia del péptido SSASSASSA, en la secuencia de SIpA, identificado como un
motivo de O-glicosilacion en Lactobacillus buchneriy Lactobacillus kefir [113], [149].
Como se menciond en la Introduccion el género Lactobacillus se encuentra presente

en los tractos vaginal y gastrointestinal y es ampliamente reconocido como
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microorganismo promotor de la salud en los seres humanos. Lactobacillus acidophilus
es residente del tracto gastrointestinal y es alli donde ejerceria su rol como probidtico.
Para que una cepa sea considerada probidtica, debe cumplir con ciertos requisitos
como la seguridad, la tolerancia a las condiciones gastrointestinales, la capacidad de
adherirse a la mucosa intestinal y la competencia con patégenos. En particular, la
adhesiéon al epitelio intestinal permite la colonizacion de los microorganismos
probidticos en el tracto intestinal humano, y generalmente esta mediada por proteinas
de adhesidn a la superficie celular y esto resulta en la persistencia de las bacterias en el
intestino. Por otra parte, el epitelio intestinal esta recubierto por la mucosa intestinal,
compuesta en parte por mucinas, que son una familia de glicoproteinas de alto peso
molecular secretadas por las células epiteliales. Las mucinas epiteliales y los O-glicanos
unidos a la mucina desempefan un doble papel en la infeccién bacteriana ya que por
un lado median la adhesidon de las bacterias a las células epiteliales, y por el otro
actuan como citoprotectoras atrapando a los patégenos en el gel de mucina. Siendo las
proteinas S-layers las primeras en tener contacto con las células del epitelio, es légico
pensar que podrian ser de gran importancia en la adhesidon de los lactobacilos al
intestino. De hecho, la adhesién de Lactobacillus acidophilus M92 al epitelio intestinal
de cerdo y a las células epiteliales ileales de raton se redujo cuando se elimind la S-
layer por un tratamiento de la bacteria con LiCl [53], asimismo una cepa de
Lactobacillus acidophilus NCFM mutante para slpA perdid su capacidad de adherirse a
células Caco-2 [107]. En este aspecto, los resultados obtenidos en esta Tesis
demuestran por un lado que, la S-layer pura de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 es
capaz de interactuar con células del epitelio intestinal (células Caco-2, Caco-2 TC/7 y
HT-29) (Figura 23 y 24). Por otro lado, también se demostrd la interaccién de la S-layer
pura con las mucinas, la fibronectina y el colageno mediante ensayos de dot-blot
(Figura 25). Asimismo, se logré establecer que los CRD de la porcién carboxilo terminal
estan involucrados en la interaccién con las mucinas, mientras que la porcién amino
terminal lo estaria en la interaccion con la fibronectina y el coldgeno (Figura 27 y 29).
Sin embargo, cuando se analizé la interaccién de ambos dominios con las células
epiteliales vivas, el dominio CT si se unio, pero sorprendentemente el dominio NT no
interactud con ninguna de las dos lineas celulares evaluadas (Figuras 35 y 36). Tal vez

sea un problema de conformacion de la proteina quimérica NT-GFP que en condiciones

159



Discusion y Conclusiones

in-vivo no pueda reconocer a estas dos proteinas, componentes de la matriz
extracelular. Si bien todos estos resultados, sefalan a la S-layer presente en la
superficie de la bacteria cdmo un potencial factor involucrado en la interaccién con las
células epiteliales, cuando la proteina S-layer forma parte de la bacteria interactuaria a
través de los CRD del dominio CT con los LTA de la pared y no podria interactuar a
través de este dominio con las mucinas. Aun resta identificar con precision el
mecanismo y las proteinas celulares involucradas en la interaccidon y todavia no es
posible descartar que las mucinas sean las proteinas celulares implicadas en dicha
interaccion.

En los ultimos afios se han desarrollado o sugerido diversas aplicaciones bioldgicas
para las proteinas S-layers obtenidas a partir de Lactobacillus, entre ellas utilizarlas
como carriers en la inmunizacién oral de humanos o animales, y como agentes anti-
adhesivos o preventivos contra enfermedades infecciosas bacterianas y virales [42]. El
desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos para combatir tanto a las bacterias
resistentes a los antibidticos en uso clinico, como a las infecciones virales aun sin
terapia disponible, es una necesidad imperiosa.

En particular, el bloqueo de la adherencia de las bacterias a las células eucariotas es un
enfoque atractivo, complementario a los tratamientos actuales con antibioticos. La
terapia anti-adhesiva con lectinas parece ser una estrategia prometedora contra el
desarrollo de biopeliculas en superficies bidticas y abidticas, impidiendo la adhesion
temprana y, por lo tanto, el crecimiento de las bacterias. Dentro de este pensamiento
los enzibidticos o antibidticos peptidicos son candidatos prometedores para utilizar en
las terapias anti-adhesivas, por ejemplo, la utilizacién de hidrolazas, para prevenir o
provocar la disrupcion de las biopeliculas mediante la degradacion de los
exopolisacdridos secretados por Pseudomonas aeruginosa [150]. La proteina S-layer
podria ser utilizada con esa finalidad en vista de que fue capaz de inhibir la adhesion
de Pseudomonas aeruginosa tanto a una superficie bidtica como abidtica, resaltando
su posible utilizacién como un agente antimicrobiano (Figura 65y 66).

Respecto a la prevencion de la infeccidn viral, una de las estrategias utilizadas para el
desarrollo de drogas antivirales es bloquear las glicoproteinas de la superficie viral, que
interactuan con los receptores celulares, impidiendo asi la entrada del virus a la célula

hospedadora [101]. La presencia de glicanos en la superficie de los virus animales es
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una caracteristica de vital importancia para poder llevar a cabo la infeccion. Dentro de
la caracterizacion de la actividad tipo lectina de la S-layer pura, se pudo establecer que
la proteina es capaz de interactuar con particulas virales glicosiladas (HSV-1, VSV, AdV-
5) a través de los CRD, pero sin inactivarlas (Figuras 17 y 18). Por lo tanto, no se podria
pensar en su utilizacion como un agente virucida, que afecte la infectividad de las
particulas virales cuando estdan fuera de la célula hospedadora. Sin embargo, la
proteina S-layer podria ser utilizada como un método de concentracién para detectar
particulas virales en muestras naturales. Gracias a su capacidad intrinseca de formar
productos auto-ensamblados y cubrir completamente nanoparticulas [46], se podria
asociar la S-layer a nanoparticulas magnéticas para capturar a los virus y analizarlos
posteriormente por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) [151].

Por otra parte, en trabajos previos si se reporté a la S-layer de Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 como un agente antiviral capaz de interferir con la multiplicacién del virus
Junin, del virus Influenza A HIN2, y del virus de la diarrea epidémica porcinavirus
(PEDV) Martinez et al., 2012; Zhang, Li, Zheng, & Hou, 2019). Por el contrario, los
resultados obtenidos en este trabajo de Tesis, le adjudican un rol pro-viral a la proteina
S-layer en la modulaciéon de la multiplicacién de HSV-1, VSV y AdV-5, ya que se obtuvo
un marcado aumento de la infectividad cuando la proteina estuvo presente durante la
adsorcion viral (Figuras 57 y 59). Ademas, el efecto se contrarresté con D-manosa,
indicando que los CRD de la S-layer estan involucrados en dicho aumento (Figura 60).
Este comportamiento de la proteina S-layer con roles opuestos en la infecciéon de
diferentes virus podria comparase con lo observado en las Galectinas. La Galectina-1
es capaz de interactuar con el virus Influenza aviar, reduciendo la infectividad de
distintos subtipos [153]; y con el virus Dengue-1, inhibiendo la adsorcién e
internalizacion viral [154]. Pero también se demostré que la Galectina-1 favorece la
interaccion de la glicoproteina viral gpl120 de HIV con el receptor celular CD4
facilitando asi la entrada del virus [155]. Por otro lado, la Galectina 3 interactua a
través de sus CRD con las mucinas transmembrana presentes en las células epiteliales
de la superficie ocular, formando una malla resistente. En el epitelio corneal, la
asociacion de Galectina 3 con las mucinas transmembrana contribuye al

mantenimiento de la barrera epitelial que limita el acceso de los virus a su huésped
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[156]. Sin embargo, a pesar de su rol protector la Galectina 3 es capaz de aumentar la
interaccion de HSV-1 con las células hospedadoras [157].

Tal como se describid en la Introduccion, el mecanismo de accidén antiviral propuesto
en los trabajos previos para el virus Junin y el virus Influenza A, se asocia con la
interaccion de la S-layer y el receptor DC-SIGN [48], [64]. Sin embargo, no se han
establecido las caracteristicas de dicha unidon. Ahora, teniendo en cuenta que ambas
proteinas tienen propiedad de lectina, y que la S-layer esta glicosilada, podria ocurrir
que el DC-SIGN esté reconociendo dichas glicosilaciones o que la interaccion esté
mediada por los CRD de la S-layer.

En el caso de la actividad pro-viral, el mecanismo propuesto en este trabajo de Tesis es
gue la S-layer se comporta como una proteina accesoria que facilita la interaccién del
virus con su receptor celular aumentando la adsorcién y/o entrada viral, aunque restan
experimentos que confirmen esta hipodtesis.

Frente a estos resultados, una posible aplicacién biotecnoldgica seria emplearla en la
inmunoterapia oncolitica, un nuevo enfoque para el tratamiento del cancer, que utiliza
virus como HSV, VSV y AdV modificados, que se replican preferentemente en células
tumorales [158], [159]. Los virus oncoliticos lisan directamente las células tumorales,
lo que lleva a la liberacion de antigenos solubles, sefiales de dafio e Interferén de tipo
I, que activan la inmunidad antitumoral del huésped [160]. A nivel mundial, hay tres
virus oncoliticos aprobados, un adenovirus (H101) para el tratamiento del cancer
avanzado de cabeza y cuello en China; un reovirus (Rigvir) aprobado para el
tratamiento del melanoma avanzado en Estonia, Letonia, Polonia y Bielorrusia, y un
herpesvirus (T-VEC), aprobado para el tratamiento del melanoma avanzado en los
Estados Unidos, Europa y Australia [160], [161]. Sin embargo, su aplicacion exitosa en
la clinica se ha visto obstaculizada por la rapida eliminacion mediada por el sistema
inmunitario o la neutralizacion del virus, lo que reduce el acceso viral a los focos
tumorales [162]. Entonces, por un lado la S-layer podria promover una mayor entrada
de los virus oncoliticos a las células cancerigenas y por el otro, al menos en el caso de
HSV, podria estabilizar al virus frente a la neutralizacidon por anticuerpos, como lo hizo
ante la inactivacidon por calor (Figura 61). Esta ultima propiedad observada en la S-

layer, también fue descripta para la Galectina 1 con el enterovirus 71, cuya

162



Discusion y Conclusiones

multiplicacidén y estabilidad térmica se favorece por la interaccién con dicha lectina
[163].

En conjunto estos resultados aportan a comprender las caracteristicas estructurales y
funcionales de la S-layer, y permiten proponer futuras aplicaciones bioldgicas para esta

proteina.
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