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Resumen

Los péptidos antimicrobianos son un componente de la inmunidad innata muy
conservado a lo largo de la evolucién que se encuentran ampliamente distribuidos
en la naturaleza. Son pequeios péptidos cationicos con diferentes tipos de estruc-
tura y multiples funciones bioldgicas dentro de un organismo. En el ambiente intes-
tinal los péptidos antimicrobianos cumplen un rol principal en el control de la micro-
biota, modificando su composicidn y limitando el desarrollo de microorganismos
patdgenos, actuando al mismo tiempo como microbicidas y como reguladores la
respuesta inmune del hospedador.

En este trabajo se estudio la influencia de la sensibilidad a péptidos antimicro-
bianos en la interaccién entre lactobacilos potencialmente probidticos y el hospeda-
dor en el ambito intestinal. Para ello se realizd un recorrido por distintos modelos
bioldgicos y fisicoquimicos estudiando diferentes aspectos de la interaccién bacte-
ria/péptido antimicrobiano y bacteria/hospedador, buscando profundizar en el co-
nocimiento de los mecanismos presentes detras del efecto probidtico.

Los estudios realizados evidencian la importancia de la composicion lipidica de
la membrana bacteriana sobre la sensibilidad de lactobacilos frente a péptidos anti-
microbianos, y asimismo como esta composicion influye en los mecanismos de ac-
cion de los diferentes péptidos. Ademas, se comprobd que los lactobacilos estudia-
dos tuvieron la capacidad de modular distintos aspectos de la respuesta inmune al
tanto in vitro como in vivo. En efecto se observd que estimularon la expresion de 8
defensinas utilizando una via de sefalizacion independiente de NF-kB; fueron acti-
vamente fagocitados por macréfagos e indujeron un perfil de diferenciacion de tipo
proinflamatorio en ellos. Un perfil proinflamatorio moderado transitorio se registro

también in vivo a nivel intestinal en los ratones que ingirieron los lactobacilos. La



ingesta de lactobacilos modificé a su vez la composicién de la microbiota intestinal
de los ratones. En conjunto estos hallazgos demuestran que la interaccion de los
lactobacilos con los péptidos antimicrobianos van mas alla de la suceptibilidad bac-
teriana y que el efecto global de los probidticos se contextualiza en la suma de res-

puestas complejas con el hospedador.
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Introduccion General

Los alimentos probidticos son aquellos que contienen microorganismos vivos
y que administrados en cantidades apropiadas confieren un beneficio para la salud
del consumidor (FAO/ WHO, 2001).

Los microorganismos probioticos se pueden encontrar en diferentes tipos de
alimentos fermentados: en verduras fermentadas (chucrut, pickles o kimchi); en lac-
teos (yogurt, kéfir, quesos); o productos fermentados de la soja como el tempeh, el
miso o la salsa de soja. Este tipo de alimentos se ha producido desde tiempos inme-
moriales, utilizando la fermentacién como forma de conservar los alimentos.

El concepto moderno de los alimentos probidticos comienza a principios del
siglo XX con los trabajos cientificos de Eli Metchnikoff y Henry Tissier, siendo los
primeros en proponer el uso de bacterias fermentadoras con el fin de mejorar la
salud de los consumidores y no sélo como productoras de un alimento.

Metchnikoff observd que en poblaciones rurales de Bulgaria existia una mayor
proporcion de personas centenarias o de edad avanzada, lo cual podria relacionarse
con el estilo de vida que llevaban y especialmente con el consumo de productos
lacteos fermentados. En este punto propuso que los microorganismos que se en-
cuentran en los alimentos podrian modificar la microbiota intestinal remplazando
microorganismos dafinos por otros beneficiosos mejorando asi la salud y retrasando
el envejecimiento (Metchnikoff, 1906).

Tissier por su parte, observo que la materia fecal de niflos con diarrea tenia un
numero bajo de un tipo de bacterias con una particular forma de “Y”", este hallazgo
se contraponia al alto nUmero de estas bacterias “bifidas” en muestras de nifios sa-

ludables. Tissier propuso a partir de estas observaciones que el consumo de estas



bacterias podria revertir el cuadro de diarrea al restaurar la microbiota intestinal
(Tissier, 1900).

La falta de estudios que dieran resultados concluyentes sobre el efecto benefi-
cioso del uso de microorganismos para promover la salud, sumado al descubri-
miento y auge de la investigacion en antibioticos, hizo que las investigaciones for-
males sobre el efecto probidtico se retrasen varias décadas.

La palabra probidtico se acufid en un principio para describir a las sustancias
producidas por microorganismos que favorecian el crecimiento de otros microorga-
nismos. Posteriormente, Fuller en 1989, definié a los probiéticos como “un suple-
mento alimentario microbiano vivo que afecta de forma beneficiosa al animal hos-
pedador al mejorar el balance intestinal”, remarcando la importancia de la viabilidad
de los microorganismos para el efecto probidtico (Fuller, 1989). Para 1992 ya se in-
cluye a los humanos en la definicion, Havenaar y Huis in 't Veld propusieron como
definicidn de probidticos la de “cultivos bacterianos puros o mixtos, que al ser admi-
nistrados a animales o humanos, afectan de forma beneficiosa al hospedador, mejo-
rando las propiedades de su biota indigena” (Havenaar y Huis In't Veld, 1992). Hacia
fines de los 90 se comienzan a utilizar los modelos de células eucaridticas en cultivo
y co-cultivos que enriquecieron las posibilidades de estudio del efecto de los pro-
bidticos en el hospedador (Bernet et al, 1994; Brassart y Schiffrin, 1997; Coconnier
et al, 1998; Holzapfel et al, 1998).

La mayoria de los microorganismos probioticos estudiados pertenecen a los
géneros Bifidobacteriumy Lactobacillus, pero no se limitan solo a éstos y también se
pueden encontrar bacterias con efecto probiético en los géneros Streptococcus, Pro-
pionibacterium, Bacillus, Enterococcus y Escherichia como asi también en el género
de levaduras Saccharomyces (Lescheid, 2014).

Los efectos beneficiosos de los probioticos se pueden separar entre los que se
producen directamente sobre el hospedador, los efectos producidos sobre otros mi-
croorganismos sean patégenos o comensales y los efectos producidos sobre sustan-

cias presentes en el tracto gastrointestinal.



Entre los efectos que se producen directamente sobre el hospedador se en-
cuentra la modulacién de la respuesta inmune. Dependiendo de los contextos fisio-
l6gicos, la accidon de los probidticos sobre las células del sistema inmune puede ser
tanto inmunoestimulante como inmunomoduladora, modificando la expresion de
diferentes citoquinas inflamatorias o antiinflamatorias. Por ejemplo se sabe que la
interaccion de ciertos probioticos con el epitelio intestinal tiene un efecto protector
de la barrera epitelial, favoreciendo la integridad de la uniones estrechas (Qin et a/,
2005). A su vez se ha demostrado que los probidticos a nivel intestinal, estimulan la
sintesis de péptidos antimicrobianos (Schlee et a/, 2008; Mdndel et al, 2009), inmu-
noglobulinas (Carasi et a/, 2017) y la produccion de mucus (Ohland y MacNaughton,
2010)

Los probidticos también ejercen efectos sobre otros microorganismos siendo
los mas relevantes la inhibicion de su crecimiento por produccion de acidos organi-
cos (acido lactico, acético), de bacteriocinas (péptidos antimicrobianos sintetizados
por bacterias) o la desconjugacion de acidos biliares, produciendo derivados de las
sales biliares con actividad microbicida (Oelschlaeger, 2010). Esta actividad inhibitoria
junto con la competencia por los nutrientes del medio tiene impacto en la regulacion
de la composicion de la microbiota intestinal. Asimismo, los probidticos pueden mo-
dular la expresion de genes en otros microorganismos, interfiriendo mecanismos de
quorum sensing (Medellin-Pefa et al, 2007).

El antagonismo con microorganismos enteropatdgenos ha sido uno de los
efectos probidticos mas estudiados. Los probidticos, al adherirse a la superficie de
los enterocitos compiten con los microrganismos patégenos excluyéndolos de los
sitios de unién al epitelio, interfiriendo en uno de los pasos claves en la infeccion
(Collado, Grzeskowiak y Salminen, 2007). La acidificacién de microambientes intesti-
nales también constituye un mecanismo importante en la inhibicion de patégenos
(Parvez et al, 2006). En lo que respecta a la modulacion de la expresion de genes, se
ha observado que L. acidophilus interfiere el guorum sensingy la expresion de fac-
tores de virulencia en £. co/iO157:H7 (Medellin-Pefia et a/, 2007). Otro estudio mos-
tré que la coincubacién L. rhamnosus GG con £. coli O157:H7 disminuia la expresion

de toxina shiga por el patogeno (Carey et a/, 2008).



Por ultimo, los probidticos pueden ejercer su efecto sobre sustancias presentes
en el intestino, mejorando la calidad, digestibilidad y disponibilidad de nutrientes
dietarios. Los probidticos pueden aportar vitaminas (acido folico, niacina, riboflavina)
y enzimas como proteasas, lipasas y lactasa, que aumentan la biodisponibilidad de
acidos grasos, aminoacidos libres y favorecen el metabolismo de la lactosa (Parvez
et al, 2006).

Para considerar una cepa microbiana como probidtica pasible de ser incorpo-
rada a un alimento no solo tiene que poseer alguna de las propiedades benéficas ya
descriptas, sino que ademas se deben tener en cuenta caracteristicas biotecnoldgicas
que le permitan soportar el pasaje gastrointestinal y dar lugar a un producto acep-
table. Los probidticos, para permanecer viables en el intestino, deben poseer resis-
tencia a sales biliares, enzimas proteoliticas y péptidos antimicrobianos. Ademas, de-
ben poseer la capacidad de interaccionar con células relevantes de las mucosas tales
como los enterocitos.

Por otra parte, ciertas caracteristicas tecnologicas deben ser tenidas en consi-
deracién en la eleccion de una cepa probidtica. En este sentido los productos fer-
mentados obtenidos deben tener buenas propiedades sensoriales y los microorga-
nismos deben mantener la viabilidad durante el proceso de produccién y almacena-
miento del alimento (Mattila-Sandholm et a/, 2002).

Como se menciond anteriormente el género Lactobacillus es uno de los mas
importantes dentro del conjunto de las bacterias probidticas. Los lactobacilos son
bacterias grampositivas, de forma bacilar o cocobacilar, no formadoras de esporos
con contenido de G+C en el rango de 33- 35% (Coenye y Vandamme, 2003). Son
fermentadoras estrictas, aerotolerantes o anaerobias, tolerantes al acido o aciddfilas
y tienen requerimientos nutricionales complejos (carbohidratos, aminoacidos, pépti-
dos, ésteres de acidos grasos, sales, derivados de acidos nucleicos y vitaminas). Pue-
den ser homofermentativas (>85% acido lactico) o heterofermentativas (produ-
ciendo acido lactico, etanol, didxido de carbono y/o acido acético) (Bernardeau,

Guguen y Vernoux, 2006).



Los lactobacilos son bacterias ubicuas que se pueden encontrar en toda sus-
tancia rica en carbohidratos y se hallan asociados estrechamente con animales, plan-
tas y el ambiente. Colonizan varios habitats en humanos y animales formando parte
de la microbiota normal de éstos. En humanos saludables se pueden encontrar en la
cavidad oral, en el tracto gastrointestinal, en la piel y formando parte de la microbiota
vaginal.

En este trabajo se utilizaron las cepas de lactobacilos CIDCA 133 (Lactobacillus
delbrueckii subsp. /actis) y CIDCA 331 (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus),
ambas cepas pertenecientes al cepario del Centro de Investigacion y Desarrollo en
Criotecnologia de Alimentos (CIDCA). La cepa CIDCA 133 fue aislada a partir de leche
cruda (de Urraza, 1997) mientras que la cepa CIDCA 331 (antes LBB) fue aislada a
partir de un fermento liquido para la produccion de yogurt (Abraham, 1992). En tra-
bajos previos realizados en nuestro laboratorio estas cepas han demostrado tener
propiedades que permiten considerar su uso como microorganismos probidticos.

La cepa CIDCA 133 demostro tener la capacidad de inhibir la adhesion y el
efecto biolégico de Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) en células en cultivo
y también ejercié un efecto protector frente a la infeccion de EHEC en un modelo
murino (Hugo, 2007; Hugo et al, 2008). En estudios posteriores se observo que la
cepa CIDCA 133 tiene un efecto de activacion de macréfagos murinos, en presencia
de Citrobacter rodentium aumentando su actividad fagocitica asi como la produc-
cion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Hugo et a/, 2017). Utilizando modelos
de cocultivos se observé que dicho lactobacilo podia modular la respuesta de ente-
rocitos y células dendriticas humanas frente a la infeccién con Bacillus cereus modi-
ficando la activacién de la via de NF-kB (Rolny et a/, 2016). Por otra parte, la cepa
CIDCA 133 ha mostrado tener un efecto protector de dafio en el epitelio intestinal
causado por la droga quimioterapéutica 5-fluorouracilo en un modelo de mucositis
con ratones BALB/c (De Jesus et al, 2019).

Por otra parte, la cepa CIDCA 331 mostré tener caracteristicas adecuadas para
la formulacién de yogures con un buena capacidad proteolitica y de acidificacion de
la leche (Abraham, 1992; Moreira et a/, 2000). Al igual que la cepa CIDCA 133, la cepa



CIDCA 331 mostré tener la capacidad de estimular la produccion de ROS en células
epiteliales en modelos /n vitro (Romanin, 2007).

En cuanto a sus propiedades de resistencia a procesos tecnoldgicos y al pasaje
gastrointestinal, la cepa CIDCA 133, presenta una elevada supervivencia a los ciclos
de congelacion/descongelacién, asi también como una gran resistencia a la bilis pu-
diendo crecer en agar con 0,5 % de bilis de buey (Hugo, 2007; Kociubinski et al.,
1999). En contraste, la cepa CIDCA 331 presenta una marcada disminucion de viabi-
lidad durante los procesos de congelacion y asimismo mostro ser sensible a la bilis
(De Urraza y De Antoni, 1997; Kociubinski, Pérez y De Antoni, 1999).

Mas alla de las propiedades probidticas tradicionales evaluadas para estas ce-
pas, se ha encontrado que presentan una sensibilidad diferencial frente a péptidos
cationicos intestinales con actividad antimicrobiana (AMPs, antimicrobial peptides
en inglés). En efecto, la cepa CIDCA 133 es mas resistente al efecto de defensinas
humanas, asi como también a extractos catidnicos de enterocitos humanos en cultivo
que la cepa CIDCA 331 (Hugo, De Antoni, & Pérez, 2010).

Las defensinas, como parte de la inmunidad innata, juegan un rol muy impor-
tante en el mantenimiento de la homeostasis intestinal, requlando la microbiota y
también cumpliendo funciones inmunomoduladoras (Meade y O'Farrelly, 2019). Las
defensinas son péptidos catidnicos ricos en cisteina con tres puentes disulfuro y una
estructura secundaria en lamina beta que se encuentran ampliamente distribuidas
en los tejidos (Ganz, 2003). La interaccion de los probidticos con estos péptidos po-
dria resultar importante para determinar su permanencia a nivel intestinal; a la vez
que podrian modificar las propiedades probidticas de las cepas

Las defensinas y en general los AMPs se presentan como nuevos actores en la
interaccion probiotico-hospedador planteando nuevos interrogantes en el ambito
de estudio de los probidticos. ;Qué consecuencias tendra para el hospedador la in-
teraccion con cepas de lactobacilos con diferente susceptibilidad a defensinas? ;Qué
mecanismos estan implicados en la resistencia diferencial de estas cepas? ;Es posible
que la resistencia diferencial de las cepas se correlacione con otras propiedades de
los lactobacilos? En este trabajo de tesis se buscara profundizar sobre estos interro-

gantes utilizando diferentes modelos /n vitro e in vivo. Se evaluaran las interacciones
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de los lactobacilos con péptidos antimicrobianos con diferentes técnicas microbio-
logicas y fisicoquimicas para pasar posteriormente a estudiar la interaccion de las
bacterias con distintos tipos celulares presentes en tracto intestinal. Por ultimo, se

evaluaran estas interacciones de manera integral utilizando un modelo murino.
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Hipotesis y objetivos

En este trabajo se busca determinar causas y consecuencias de la interaccion
diferencial de microorganismos potencialmente probiéticos con péptidos antimicro-
bianos y los efectos sobre el hospedador. Se plantean las siguientes hipodtesis de

trabajo:

e Bacterias potencialmente probidticas poseerian diferente resistencia
frente a los péptidos antimicrobianos producidos por las células eu-
caridticas.

e Lasinteracciones involucradas podrian ser modeladas utilizando liposo-
mas formulados con lipidos de bacterias con diferentes susceptibilida-
des a defensinas.

e Ladistinta susceptibilidad de las bacterias frente a los péptidos antimi-
crobianos determinaria un diferente destino intracelular, asi como varia-
das respuestas por parte de las células eucarioticas.

e La susceptibilidad diferencial de bacterias potencialmente probidticas
determinaria cambios en los efectos sobre el hospedador en modelos
animales.

Los siguientes objetivos especificos se plantean para cumplir con el objetivo general:

1. Determinar la susceptibilidad de microorganismos potencialmente pro-
bidticos a péptidos antimicrobianos.

2. Modelar las interacciones involucradas mediante la utilizacion de lipo-
somas formulados con lipidos de bacterias.

3. Evaluar la respuesta de la célula eucariotica (fagocitos y enterocitos) en
interaccidén con bacterias probioticas con diferente susceptibilidad a las
defensinas.

4. Determinar la respuesta del hospedador frente a microorganismos pro-
bidticos sensibles o resistentes a las defensinas en un modelo murino /n
Vivo
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Capitulo 1:

Interaccion de las cepas CIDCA 133 y CIDCA

331 con péptidos antimicrobianos.
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1.1 Introduccion

El tracto digestivo constituye un ambiente crucial para la interaccion entre mi-
croorganismos y el hospedador. Cientos de especies de microorganismos conviven
en el intestino: los pertenecientes a la microbiota habitual, establecida en los prime-
ros afos de vida del hospedador y los que ingresan continuamente al organismo a
traves de la dieta. En este contexto, las barreras naturales de la mucosa intestinal
juegan un papel muy importante a la hora de mantener la homeostasis del intestino,
modulando las respuestas inmunes hacia los microorganismos comensales y prote-
giendo al organismo de los microorganismos patdogenos que puedan ingresar. Estas
barreras naturales pueden ser fisicas (mucus, epitelio intestinal) o quimicas (péptidos
antimicrobianos, inmunoglobulinas, proteasas) (Okumura y Takeda, 2018).

Dentro de las barreras quimicas de la mucosa intestinal se encuentran los pép-
tidos antimicrobianos (AMPs) que cumplen un rol muy importante al controlar la
composicion y la distribucion espacial de la microbiota. La sensibilidad diferencial de
los microorganismos y los gradientes de concentracidon de los péptidos van a deter-
minar en parte la composicion y la abundancia relativa de las especies microbianas
(Mergaert, 2018).

Los péptidos antimicrobianos son pequefios péptidos cationicos anfifilicos que
se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, hallandose ejemplos de los
mismos en hongos, bacterias, insectos, plantas, anfibios, peces y mamiferos (Zhang
y Gallo, 2016). La actividad antimicrobiana de los AMPs depende usualmente de su
capacidad para unirse a las membranas o pared celular de las bacterias. General-
mente los péptidos antimicrobianos tienen una carga neta positiva y un porcentaje

alto de aminoacidos hidrofébicos que les permite unirse a las membranas bacteria-
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nas cargadas negativamente, produciendo una disrupcion de las mismas por dife-
rentes mecanismos. Los mecanismos mas reconocidos son : la formacion de poros
en empalizada, poros toroidales o el mecanismo de tipo alfombra (Moal y Servin,
2006). (Figura 1.1). Los poros son discontinuidades de la bicapa formadas por la in-
troduccién perpendicular de los péptidos constituyendo un pasaje hidrofilico; mien-
tras que en el mecanismo de alfombra los péptidos se unen de manera paralela a la
membrana produciendo alteraciones transitorias en la misma. En este ultimo caso, si
su concentraciéon es lo suficientemente alta pueden actuar a modo de detergente

desintegrando la bicapa lipidica. (Meng, Xu y Wang, 2010; Wimley, 2010)

Membrana celular

Peptldo antimicrobiano

nnnan&—rfmﬁnnﬁn mmﬁ?«x@}ﬂn
ooooouooouoooo ooy g.;s-v’ - GREQO

® ©
Modelo Modelo Modelo

“poro toroidal” “poro en empalizada” “tipo alfombra”

Figura 1.1. Diferentes mecanismos de formacién de poros de péptidos antimicrobianos. (A) poro
toroidal formado por moléculas de lipidos y péptidos; (B) poro en empalizada o barril formado por
los péptidos que se insertan de manera perpendicular a la membrana, las moléculas peptidicas se
ubican en clusters posicionandose como las duelas de un barril, con su parte hidrofilica hacia el
lumen del poro. (C) modelo tipo alfombra, los péptidos se adhieren de forma paralela a la mem-
brana, los péptidos actian como un detergente produciendo alteraciones en la membrana y poros
transitorios. Figura modificada de Meng, Xu, & Wang, 2010.

El mecanismo empleado por los péptidos dependera del largo y de la composicién
de los mismos: la longitud de los péptidos influira en la capacidad de atravesar com-
pletamente la membrana bacteriana. Por otra parte, la composicién aminoacidica de

los AMPs determinara la carga e hidrofobicidad de la molécula, influyendo en la
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forma que interactdan con los lipidos de las membranas y las otras moléculas de
AMPs para formar los distintos tipos de poros.

Si bien, el aumento de la permeabilidad de las membranas blanco es el mecanismo
mas reconocido de los AMPs, no es el Unico. Los AMPs pueden actuar también inhi-
biendo procesos bioldgicos de las células diana como por ejemplo la sintesis de li-
pido Il (precursor de la sintesis del peptidoglicano), interrumpiendo por consiguiente
la sintesis de la pared celular. Asimismo se han descripto efectos inhibitorios de los
AMPs sobre la sintesis de acidos nucleicos y proteinas, ya sea por una despolariza-
cion de la membrana como es el caso de las bactenecinas bovinas o por inhibicion
directa de una aminoacil-tRNA sintetasa en las microcinas producidas por ciertas
enterobacterias (Guilhelmelli et a/, 2013).

Los AMPs son alternativas atractivas a los antimicrobianos tradicionales por su
amplio espectro de accién y por no generar resistencia con su uso. Su mecanismo
de accién membranolitico, por unién a los lipidos que forman la bicapa, implica una
interaccion muy rapida con pérdida de la viabilidad bacteriana en el orden de los
minutos (Boto, De La Lastra y Gonzalez, 2018).

Los AMPs por su estructura tridimensional secundaria pueden clasificarse en
péptidos alfa hélice (como la melitina de la abeja o los péptidos citoliticos de la piel
de anuros), péptidos hoja beta (como las protegrinas de cerdos y defensinas de ma-
miferos) o en péptidos extendidos/flexibles (como la PR-39 de cerdos y las histatinas
de humanos) (Kumar, Kizhakkedathu y Straus, 2018).

Las defensinas son una de las familias de péptidos antimicrobianos de hoja beta
presentes en humanos asi como en otros mamiferos y también en peces, aves, hon-
gos filamentosos y plantas (Suarez-Carmona et a/, 2015). Tienen entre 16 y 50 ami-
noacidos, conteniendo 6 cisteinas que forman tres puentes disulfuro. Se encuentran
divididas en tres subfamilias: a defensinas, B defensinas y 6 defensinas. Las a defen-
sinas y B defensinas se diferencian entre si por la distribucién de sus enlaces disulfu-
ros, mientras que las 8 defensinas, son estructuralmente diferentes ya que son cicli-
cas. Las a defensinas se secretan principalmente en neutréfilos y en las células de

Paneth del intestino delgado, se secretan también en los epitelios del tracto respira-
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torio y reproductor femenino. Las B defensinas por su parte, son secretadas por cé-
lulas epiteliales y se pueden encontrar en la piel y gran variedad de mucosas como
la gastrointestinal, urogenital y respiratoria (Suarez-Carmona et a/, 2015). Las 6 de-
fensinas se expresan sélo en los neutroéfilos y macréfagos de los monos Rhesus. Los
humanos y otros primates no expresan las 6 defensinas debido a una mutacién que
genera un coddn de terminacion en su secuencia (Jarczak et al, 2013).

Las defensinas cumplen un rol importante en los estadios tempranos de la de-
fensa del hospedador frente a la infeccién por bacterias patdogenas, micobacterias,
hongos y virus (Jarczak et a/, 2013). Las defensinas también cumplen otras funciones
mas alla de la actividad antimicrobiana. Es sabido que, poseen actividad quimioatrac-
tante de células del sistema inmune, participan en la diferenciacién y reorganizacion
de tejidos epiteliales y en la reparacion de heridas estimulando la proliferacion de
células epiteliales (Winter y Wenghoefer, 2012).

Los anfibios anuros producen en su piel una amplia variedad de péptidos con
capacidad neuroactiva, antimicrobiana y citolitica que les permitieron adaptarse a lo
largo de su evolucion al pasaje de un ambiente acuatico a uno terrestre. Estas secre-
ciones exdcrinas de la piel de los anuros cumplen un importante rol en la proteccion
frente a depredadores y el establecimiento de la microbiota de su piel (Konig,
Bininda-Emonds y Shaw, 2015). Estos péptidos se caracterizan por tener una estruc-
tura alfa hélice que no es comun en el tracto gastrointestinal de los mamiferos. En
efecto, en humanos, por ejemplo, solo existe una alfa péptido, la catelicidina LL-37,
a nivel intestinal (Apponyi et a/, 2004).

En la actualidad muchos de estos péptidos de anuros estan siendo investigados
para ser usados con fines terapéuticos. Los AMPs de anuros poseen un amplio es-
pectro de accién contra bacterias hongos y virus. Ademas, algunos de ellos han de-
mostrado tener efectos anticancerigenos, antiinflamatorios, inmunosupresores y an-
tidiabéticos (Landram, 2016). En particular los péptidos aureina 1.2, citropina 1.1y
maculatina 1.1 pertenecientes a la rana de arbol australiana del género Lijtoria han
demostrado tener variadas propiedades. Presentan actividad antimicrobiana, efectos

anticancerigenos y capacidad de inhibir la enzima oxido nitrico sintasa inducible
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(iNOs) involucrada en la formacion de especies reactivas del nitrogeno (Rozek et al,
2000; Doyle et al, 2003; Apponyi et al, 2004).

Las cepas de lactobacilos Lactobacillus delbrueckii subsp /actis CIDCA 133 y
Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus CIDCA 331 pertenecientes a nuestro ce-
pario fueron ampliamente estudiadas como potenciales bacterias probidticas.

Una bacteria probiotica debe ser capaz de sobrevivir al pasaje gastrointestinal
y permanecer viable en el intestino donde ejercera su efecto benéfico. Por ello; ade-
mas de los ensayos tradicionales de resistencia al pasaje gastrointestinal (supervi-
vencia al medio acido y bilis), se evaludé sobre estas cepas su sensibilidad a otros
factores luminales presentes en el intestino como las B defensinas humanas 1y 2. En
este sentido, la cepa CIDCA 331 resultoé ser muy sensible a la accién de las B defen-
sinas mientras que la cepa CIDCA 133 demostré ser mas tolerante (Hugo, De Antoni,
y Pérez 2010). Esta susceptibilidad diferencial podria modificar la supervivencia de
los lactobacilos en el tracto gastrointestinal y podria conllevar a distintos tipos de
interacciones entre los lactobacilos y células relevantes para la respuesta inmune del
hospedador.

La diferente sensibilidad de las cepas a las B defensinas puede explicarse en
parte por la composicion de sus membranas o paredes celulares. La extraccion de
lipidos de los lactobacilos y los analisis por TLC revelaron que sus membranas estan
compuestas por los mismos tipos de lipidos: cardiolipina, fosfatidilglicerol, tres clases
de glicolipidos y lipidos neutros; sin embargo estos lipidos se encuentran en diferen-
tes proporciones (Gémez Zavaglia, Disalvo y De Antoni, 2000). En efecto, la relacion
glicolipidos/fosfolipidos (GLY/PL) varia entre los lactobacilos siendo menor para la
cepa CIDCA 331 respecto a la cepa CIDCA 133. La presencia en la cepa CIDCA 331,
de una menor concentracion relativa de glicolipidos con respecto a fosfolipidos, que
son los que aportan carga negativa a la membrana, podria aumentar globalmente su
negatividad, favoreciendo de esa manera la interaccion con los AMPs de caracter
cationico.

Hasta el momento en los estudios de sensibilidad realizados con las cepas
CIDCA 133 y CIDCA 331 fueron utilizados péptidos antimicrobianos de estructura

secundaria hoja B como las B defensinas 1y 2 (hBD1 y hBD2). En este punto nos
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intereso conocer si las diferencias encontradas entre las cepas podrian extrapolarse
a péptidos con otro tipo de estructura secundaria como son los péptidos de anuros
de estructura a hélice. Estos péptidos, aunque evolutivamente lejanos de los de ma-
miferos, podrian encontrarse en el ambito de tracto gastrointestinal humano en caso
de una utilizacién terapéutica de los mismos. Ademas, desde otro punto de vista, las
bacterias acido lacticas forman parte de la microbiota de la piel de anuros, cum-
pliendo un rol benéfico para el hospedador. Determinar la resistencia de lactobacilos
a los péptidos antimicrobianos de la piel de anuros puede ser de importancia para
su uso probidtico en ranicultura, como muestran Niederle y col (Niederle et a/, 2019)
Por otra parte el estudio de susceptibilidad de los probiéticos a distintos AMPs po-
dria brindar informacién sobre la evolucion de los microorganismos en diferentes
hospedadores.

Teniendo en cuenta lo expuesto, este capitulo se centro en la interaccion de las
cepas CIDCA 133 y CIDCA 331 con péptidos antimicrobianos de estructura a hélice
proveniente de la piel de anuros (rana australiana L/toria) a saber: aureina 1.2, citro-
pina 1.1y maculatina 1.1; comparandolos con B defensina 2 humana (hBD2) (péptido
de estructura B) estudiada anteriormente. Con la finalidad de cumplir este objetivo
se realizaron experimentos sobre bacterias enteras y también se utilizaron diferentes
modelos de membrana plasmatica bacteriana empleando monocapas y liposomas.
A fin de obtener una aproximacién de la membrana plasmatica de los lactobacilos
se realizd una extraccion de los lipidos bacterianos para la formacion de liposomas
y monocapas lipidicas; lo cual constituye un modelo mas cercano al sistema real con
respecto a los modelos con lipidos puros ampliamente utilizados en estudios de este

tipo.

1.2 Materiales y métodos
1.2.1 Péptidos antimicrobianos

Los péptidos de anuro utilizados fueron maculatina 1.1, citropina 1.1, y aureina
1.2, sintetizados por Mimotopes Pty (Melbourne, Australia) utilizando métodos N-a-

Fmoc a partir de L-aminoacidos. La pureza de los mismos fue del 90%, establecida
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mediante HPLC y espectroscopia de masa. Los péptidos de anuros fueron provistos
por E. E. Ambroggio del Centro de Investigaciones en Quimica Biologica de Cordoba
(CIQUIMBIC-CONICET-UNC).

Para los ensayos con B defensina 2 humana (hBD2) se us6 un péptido recom-
binante expresado en £. coli (Peptides International Inc. EEUU), con una pureza >98%

medida por HPLC. En la Tabla 1.1 se detallan las secuencias.

Tabla 1.1: Secuencia de péptidos antimicrobianos

Péptido Secuencia

aureina 1.2 GLFDIKKVAS VIGGL-NH;

citropina 1.1 GLFDVIKKVA SVIGGL-NH:

maculatina 1.1 GLFGVLAKVA AHVVPAIAEH F-NH;

hBD2 GIGDPVTCLK SGAICHPVFC PRRYKQIGTC GLPGTKCCKK P — NH»

1.2.2 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Durante los ensayos se utilizaron las cepas Lactobacillus delbrueckii subsp. bul-
garicus (CIDCA 331) y L. delbrueckii subsp. /actis (CIDCA133) que forman parte del
cepario del CIDCA. Los stocks de trabajo se conservaron congelados a -80°C. Las
cepas fueron reactivadas dos veces, antes de los experimentos incubandolas en caldo
MRS (De Man, Rogosa y Sharpe, 1960) (Biokar Diagnostics, Francia) a 37°C en aero-
biosis por 16 h. Luego de la incubacion, las bacterias fueron cosechadas por centri-
fugacion a 10000 g por 5 min y a continuacién lavadas dos veces con buffer fosfato
salino (PBS) [K2HPO4 0,144 g/I; NaCl 9.00 g/I; Na2HPO4 g/l]. Los pellets obtenidos
fueron suspendidos en diferentes medios y llevados a la concentracion adecuada
para los diferentes ensayos utilizando la correlacion establecida para cada cepa entre
densidad Optica (A = 600 nm) y el valor de UFC/ml.

1.2.3 Concentracion inhibitoria minima (CIM)

Las concentraciones inhibitorias minimas de los péptidos antimicrobianos

(CIM) fueron determinadas por un método de microdilucion en placa de 96 fosas.
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Se realizaron diluciones seriadas en un factor de 2 a partir de una concentracion
de 100 uM de aureina 1.2, citropina 1.1 y maculatina 1.1 en caldo MRS. Se agregaron
100 pl de cada dilucion por duplicado en una placa de cultivo de 96 fosas y luego se
agregaron 100 ul de cultivo bacteriano con una concentracién de 2x10° UFC/ml en
medio MRS. Las suspensiones obtenidas tuvieron una concentracion inicial de bac-
terias de 1x10° UFC /mly un rango de concentraciones de péptidos entre 50 y 0,024
uM.

La CIM se definio como la menor concentracion de péptido capaz de inhibir el

crecimiento visible de las cepas luego de incubar las placas a 37°C durante 16 h.

1.2.4 Efecto de los AMPs sobre la cinética de crecimiento de las bacterias

Se realizaron cinéticas de crecimiento en caldo MRS incubando las cepas de
lactobacilos con concentraciones inferiores a la CIM de los péptidos antimicrobianos
de anuros.

Los ensayos se realizaron midiendo la absorbancia a 600 nm en placas de cul-
tivo de 96 fosas. Las medidas se realizaron a intervalos regulares utilizando un lector
de microplacas (Synergy HT Bio-Tek Instruments, Winoski, Vermont, USA). Como me-
dio de crecimiento se utilizé caldo MRS (Biokar Diagnostics, Francia) con y sin agre-
gado de los péptidos antimicrobianos. Se utilizaron concentraciones de los péptidos
estudiados por debajo de los valores determinadas previamente en el ensayo de CIM.
A saber: aureina 12 pM, citropina 0,8 uM y maculatina 0,8 uM. El indculo incial de
bacterias fue de 1x10® UFC/m.

1.2.5 Ensayos de viabilidad por citometria de flujo

La viabilidad de los lactobacilos luego de la incubacién con los péptidos anti-
microbianos se determind por citometria de flujo utilizando el kit LIVE/DEAD
BacLight (Thermofisher Scientific). Este kit permite diferenciar bacterias viables de
aquellas que tienen alterada la permeabilidad de su membrana utilizando una com-
binacion de dos fluordforos: Syto 9 e ioduro de propidio (IP). EI SYTO 9 marca los

acidos nucleicos de todas las poblaciones bacterianas tanto vivas como muertas con
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fluorescencia verde. El IP sélo penetra en células que tienen aumentada la permea-
bilidad de sus envolturas celulares marcando sus acidos nucleicos con fluorescencia
roja. Cuando se encuentran ambas sondas, como en las bacterias muertas, el ioduro
de propidio produce una disminucién de la fluorescencia del SYTO 9 permitiendo
separar las poblaciones de bacterias dafiadas y de bacterias intactas.

Durante el ensayo, las bacterias, previamente lavadas, fueron resuspendidas en
agua, llevadas a una concentracién de 1x10° UFC/ml y luego incubadas durante 60
min a temperatura ambiente con los péptidos antimicrobianos. Los péptidos se uti-
lizaron en su concentracion igual a la CIM para cada bacteria. Posteriormente se
agrego a cada muestra en una proporcion 1:20 la mezcla de los fluoréforos conte-
niendo: 3,34 uM Syto9 y 20 uM IP. Las muestras se analizaron en un citobmetro FACS-
Calibur con el programa Cell Quest (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA). En
cada muestra se evalud la fluorescencia verde (FL1) y roja (FL2) de al menos 10000

eventos y se identificaron las poblaciones de bacterias viables y dafadas.

1.2.6 Extraccion de lipidos de lactobacilos

Para modelar las interacciones de los AMPs con las membranas bacterianas se
utilizaron extractos lipidicos obtenidos de las cepas CIDCA 133 y CIDCA 331.
Los lipidos se extrajeron por el método de Blight y Dyer modificado (Hugo et al,

2012). Para ello se cultivaron las distintas cepas bacterianas en botellas conteniendo
600 ml de caldo MRS Biokar durante 16 h en estufa a 37 °C y los cultivos se conser-
varon durante 24 h a 0 °C. Posteriormente, los cultivos fueron centrifugados dos ve-
ces a 10000 g por 10 min y los pellets obtenidos fueron lavados con agua destilada.
Los pellets se resuspendieron en agua con una relacion 2,5:1 agua-sélido. Una vez
resuspendidos se les agregd una mezcla de metanol:.cloroformo (2:1); obteniéndose
una sola fase. La mezcla se coloco a 0 °C durante 16 h. Al dia siguiente se realiz6 una
segunda extraccion semejante a la primera sobre el pellet centrifugado. Los sobre-
nadantes de las dos extracciones se juntaron y se afiadié una mezcla de cloro-
formo:agua (1:1) centrifugando durante 20 min a 10000 g para lograr una buena
separacion de las fases. Posteriormente se conservo la fase cloroférmica que con-

tiene los lipidos. Por Ultimo, se evaporo el cloroformo utilizando un Rotavapor® RE
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120 (Buichi, Flawil, Switzerland): a una presién de 230 mmHg, bafio a 50 °C, y refrige-
racion a -10 °C.
El extracto lipidico obtenido se conservo a -20 °C con atmdsfera de N.. La can-

tidad de lipido extraido se cuantifico por diferencia de masa.

1.2.7 Liberacion de carboxifluoresceina de vesiculas unilamelares grandes
(LUVs)

Los LUVs son liposomas unilamelares de un tamafio igual o mayor a 100 nm.
Se prepararon liposomas cargados en su interior con carboxifluoresceina (CF). La li-
beraciéon de CF de los liposomas permite cuantificar en forma global su sensibilidad
a los péptidos antimicrobianos. La fluorescencia de la CF en el interior del liposoma
se encuentra parcialmente apantallada debido a la alta concentracion de la misma, a
medida que se permeabiliza la bicapa lipidica este efecto de auto apantallamiento
se pierde y la fluorescencia en el medio aumenta debido a la CF liberada.

La preparacion de estos liposomas se realizé secando por vacio peliculas de
lipidos bacterianos desde soluciones 2 mM de lipidos en cloroformo:metanol (2:1).
Las peliculas secas luego fueron rehidratadas con una solucion 70 mM de carboxi-
fluoresceina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO. USA) en buffer HEPES (acido 4-(2-hidro-
xietil)-1-piperazin-etanosulfénico) (Amresco®, OH, USA), NaCl 110 mM. A las sus-
pensiones de liposomas obtenidas se le realizaron luego 5 ciclos de congelacién-
descongelacion y fueron pasadas 10 veces a través de una membrana de policarbo-
nato con un poro de 100 nm para obtener LUVs. La CF libre se retiré usando una
columna de desalado PD-10 (GE Healthcare, Chicago, Illinois. EEUU). Los liposomas
fueron incubados a temperatura ambiente con diferentes concentraciones de pépti-
dos antimicrobianos (0,4 uM; 0,8 uM; 2 uM; 4 uM; 20 uM). La liberacién de carboxi-
fluoresceina fue monitoreada durante 20 min con un espectrofotometro de fluores-
cencia Cary Eclipse (Agilent Technology, Santa Clara, EEUU) utilizando una longitud
de onda de excitacion y emision de 485/20 nm y 528/20 nm respectivamente. Con-
cluido el experimento se liso la totalidad de los liposomas con Triton X-100 (1ul, 10%

p/v) para obtener la fluorescencia maxima.
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La liberacion de carboxifluoresceina se expresé como porcentaje segun la si-

guiente ecuacion:

% liberacion = u x 100
’ [F: — F;]

Siendo F la fluorescencia medida en cada punto, F; la fluorescencia inicial sin el
agregado de péptido y F; la fluorescencia maxima luego de agregado de Triton X-
100.

1.2.8 Preparacion de las vesiculas unilamelares gigantes (GUVs)

Los GUVs son liposomas de escala celular con un diametro entre 1y 100 pym,
que por su tamafo curvatura y presion lateral de los lipidos, permiten modelar inter-
acciones de membrana en un contexto biofisicoquimico similar al de las células
(Bhatia et al, 2015). Los ensayos con GUVs permiten estudiar el efecto de los pépti-
dos sobre vesiculas individuales mediante el seguimiento por microscopia confocal,
obteniéndose de esta manera mas informacion sobre el mecanismo de accion de los
péptidos estudiados.

Las GUVs fueron preparadas siguiendo el métodos desarrollado por Angelova
y Dimitrov (Dimitrov, 1986; Angelova et a/, 2007). Un volumen de 10 ul de las solu-
ciones de trabajo de lipidos bacterianos se depositd sobre dos placas cubiertas de
oxido de indio y estafo (electrodos) y se colocaron en una camara de vacio durante
16 h para evaporar totalmente el solvente. Se agregd luego una solucion de sacarosa
310 mM entre los electrodos que fueron conectados inmediatamente a un controla-
dor de campo eléctrico, interconectado a su vez a un generador de funciones de
onda (Uni- Trend Technology, China). Se aplic6 un campo eléctrico alternante que
permite la formacion de los GUVs. El campo, de baja frecuencia (onda sinusoidal de
10 Hz y una amplitud maxima de 1V fue aumentando su amplitud en forma escalo-
nada cada 3 min en 0,1 V) durante 2 h. Los liposomas formados por este procedi-
miento estan cargados con sacarosa, son incoloros y presentaron un diametro de

entre 10 y 50 um. Los GUVs obtenidos fueron retirados de la camara y resuspendidos
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en buffer HEPES (20 mM, NaCl 145 mM ) con 5,6 carboxifluoresceina (2 uM) en una
placa plastica de 8 fosas (Lab-tek Brand Products, Naperville, IL, EEUU).

Debido a la diferencia de densidad entre la solucién del interior de los liposo-
mas y el buffer del exterior, los liposomas se ubican en el fondo de la camara, facili-
tando asi su observacion. Las camaras se colocaron en un microscopio confocal in-
vertido (Zeiss LSM Pascal, Jena, Germany) y se inyectaron soluciones isoosmolares
de los péptidos aureina, citropina o maculatina hasta obtener una concentracién final
de 200 uM. La interaccion de los péptidos y los liposomas se estudio por el segui-
miento de las vesiculas en funcién del tiempo. En este ensayo, los liposomas son
incoloros y se encuentran inmersos en un buffer con carboxifluoresceina. Cambios
en la permeabilidad de los GUVs se reflejaran en el ingreso de la CF en su interior. A
través del analisis de imagenes con el software Fiji — ImageJ (NIH, USA) se midio la
diferencia de intensidad de fluorescencia entre el interior y exterior de los liposomas.
Los experimentos se repitieron al menos 3 veces y en cada uno se siguio la evolucién

de varios liposomas en luego de la inyeccién del péptido.

1.2.9 Penetracion de péptidos antimicrobianos en monocapas lipidicas

Los modelos de monocapas lipidicas permiten estudiar de manera cuantitativa
las interacciones de los péptidos con los lipidos que forman las membranas celulares,
pudiendo comparar la afinidad de los péptidos por las membranas en estudio.

En estos ensayos se cuantifico la inserciébn espontanea de los péptidos en una
monocapa lipidica a una presién superficial lateral inicial (Mi), midiendo los cambios
de presion superficial con una placa de platino conectada a una electrobalanza (KSV
layer builder, biolin scientific Ab. Finland). Las monocapas de los lipidos se estable-
cieron a la Nideseada sobre la superficie de 2 ml de buffer Tris-HCI (20 mM NaCl 145
mM pH 7,4) confinado en una cuba cilindrica de tefldn (3,8 cm?) a temperatura am-
biente. Al estabilizarse la Mi, se inyectaron los péptidos (0,3 -1,5 mM en DMSO) en la
cuba a través de un orificio lateral. La inyeccion se realizé con agitacion constante
hasta alcanzar una concentracion de péptido entre 800 y 1200 nM. Una vez estabili-

zado el sistema se mide la nueva presion superficial lateral (M). Con los resultados de
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estos experimentos se realizd una regresion lineal M vs. ANy se calculo la My maxima
a la que los péptidos no pueden ingresar en la monocapa (Ncutof) de forma esponta-
nea. El Ncutoff €s el punto de la regresion cuando AN=0 y nos permite comparar la
afinidad de los péptidos a los diferentes lipidos. Como control sin péptido se inyec-

taron en la cuba 10 yl de DMSO puro, no observandose cambios en la .

1.3 Resultados
1.3.1 Efecto de los péptidos antimicrobianos sobre las bacterias

1.3.1.1 Concentracion inhibitoria minima (CIM)

A fin de determinar la susceptibilidad de los lactobacilos estudiados a los AMPs
se realizaron ensayos de CIM. Se probaron la B defensina humana 2 (hBD2), nisina,
aureina 1.2, maculatina 1.1 y citropina 1.1. La nisina, es una bacteriocina de alto PM
producida por Lactococcus lactis) que si bien es estructuralmente muy diferente a
los otros AMPs se incluy6 en este ensayo como un control positivo de péptido for-
mador de poros (Zacharof y Lovitt, 2012). La determinacién de la CIM nos permite
comparar la sensibilidad relativa de las cepas con respecto a los diferentes péptidos
y también comparar el poder inhibitorio de los péptidos entre si. El valor de CIM de
un péptido es inversamente proporcional a su poder inhibitorio.

En la Tabla 1.2 se resumen los resultados de los experimentos. Para todos los
péptidos ensayados la cepa CIDCA 331 resulté ser mas sensible que la cepa CIDCA
133. En el caso de los péptidos de anfibios las CIM determinadas para la cepa CIDCA
133 fueron el doble de la observada con la cepa CIDCA 331. Cuando se utilizo nisina,
la CIM de la cepa CIDCA 133 fue cuatro veces mayor que la correspondiente a la
cepa CIDCA 331. La CIM correspondiente a la cepa CIDCA 133 con la hBD2 fue 500
veces mayor que la de la cepa CIDCA 331. Al comparar los péptidos entre si obser-
vamos que el que presentd mayor actividad antimicrobiana fue la hBD2, seguido por

la nisina, luego se ubicaron la maculatina 1.1, la citropinal.1y la aureina 1.2.
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Tabla 1.2. Concentracion inhibitoria minima de péptidos antimicrobianos

Cepa
Péptido antimicrobiano CIDCA 331 CIDCA 133
Maculatina (uM) 7,8x107" 1,6
Aureina (UM) 25,0 50,0
Citropina (uM) 1,6 3.1
hBD-2 (uM) 1,0x1073 0,5
Nisina (uM) 2,3x10 0,9

1.3.1.2 Cinéticas de crecimiento

Una vez determinadas las CIM de los péptidos para ambos lactobacilos, se es-
tudiod la cinética de crecimiento de las bacterias en presencia de los péptidos de an-
fibios, con el objetivo de evaluar qué parametros de la curva de crecimiento se en-
cuentran mas afectados. A fin de permitir el crecimiento de las bacterias se emplea-
ron concentraciones de péptidos correspondientes a la mitad de la CIM de la cepa
mas sensible; en nuestro caso la cepa CIDCA 331.

A semejanza de los ensayos de CIM se evidencio un efecto diferente en las dos
cepas utilizadas. Utilizando concentraciones de maculatina 1.1 (0,4 uM), aureina 1.2
(12 uM) y citropina 1.1 (0,8 uM), el crecimiento de la cepa CIDCA 133 fue semejante
al control durante todas las etapas de la curva de crecimiento (Figura 1.2A). En el
caso de la cepa CIDCA 331 se observé una inhibicion significativa del crecimiento
durante la fase exponencial de la curva para las mismas concentraciones (Figura
1.2B). Sin embargo, para dicha cepa, la cosecha maxima en el estado estacionario
varié solo ligeramente entre las células incubadas con los péptidos respecto a los
controles. Esto indicaria que a concentraciones por debajo de la CIM los péptidos
causarian un dafo reversible en las células que permite a la poblacién bacteriana
recuperarse luego de 24 h de incubacion. Un resultado semejante podria obtenerse
también a consecuencia de una disminucion de la inhibicién por efecto estequiomé-

trico debido al aumento del nimero de bacterias en crecimiento.
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Figura 1.2: Cinéticas de crecimiento de las cepas CIDCA 133 (A) y CIDCA 331 (B) en presencia de
péptidos antimicrobianos. Una concentracion de 1x10% UFC/ml de cada cepa fue incubada a 37 °C
en MRS con 12 uM de aureina 1.2 (C); 0,8 uM de citropinal.1 (B); 0,8 uM de maculatina 1.1 ($) y
sin péptidos (). Cada resultado representa la media + la desviacion estandar de un experimento
representativo n=3.
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1.3.1.3 Citometria de flujo

Mediante los ensayos de CIM y de cinética de crecimiento se evalu6 a nivel
poblacional el efecto de los AMPs sobre los lactobacilos estudiados. Por otro lado,
se realizaron ensayos de citometria de flujo de suspensiones bacterianas incubadas
con los diferentes péptidos para evaluar el efecto en forma individual. La viabilidad
de las bacterias se determiné utilizando las sondas fluorescentes SYTO 9 e ioduro de
propidio. Para los ensayos realizados con los péptidos de anfibios se emplearon con-
centraciones de péptidos iguales a la CIM determinada para la cepa CIDCA 331. En
la Figura 1.3A se muestran dos citogramas caracteristicos de la marcacién de bacte-
rias con SYTO 9 e ioduro de propidio (IP) que constituyen el modelo de analisis para
los diferentes péptidos. En la regién R3 de los citogramas encontramos a las bacterias
dafiadas o muertas que dejan ingresar el IP; en la region R2 se encuentran las bac-
terias viables que sélo fueron marcadas con SYTO 9.

En la figura 1.3 A podemos observar la diferencia de sensibilidad al péptido
citropina de las dos cepas estudiadas. En efecto, para la cepa CIDCA 133 encontra-
mos en la region de células viables (R2) un 35% de las células frente al 5% que se
observa para la cepa CIDCA 331, mientras que en la regién de células dafadas (R3)
hay una poblacion del 65% de la cepa CIDCA 133 frente al 95% de las células de la
cepa CIDCA 331.

En la Figura 1.3B se grafican los porcentajes de las bacterias vivas y muertas
luego de incubarlas con los diferentes péptidos de anuros siguiendo el modelo de
analisis explicado anteriormente. La cepa CIDCA 331 resulté ser mas sensible a los
péptidos estudiados; mas del 95% de las células se ubicaron en la regién correspon-
diente a las bacterias dafladas o muertas (R3), mientras que solo el 5% restante se
ubico en la region de bacterias viables (R2). En el caso de la cepa CIDCA 133 los
porcentajes de células en la region R2 (células viables) fueron significativamente ma-
yores que los de la cepa 331 (20,5%; 33,8% y 29,4%) para aureinal.2, citropinal.ly
maculatina 1.1 respectivamente.

Los ensayos de citometria permitieron afirmar que en el dafio producido por

los AMPs de anuros sobre los lactobacilos involucra un aumento de la permeabilidad
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de membrana, ya que luego de la incubacion de las bacterias con los distintos pép-

tidos aumenta en grado variable la entrada de IP a las células.

A

CIDCA 133 CIDCA 331
4]
3 Muertas
591%
3 .
10° 3
o
LT
b 7
old
, . ' 34.4%
L ] {1
1 CELBULLLL SUIUILA LA B S L 10 T TR T T
5 1 2 3 4
10 10 10 10 10 10 10) 10 10 19
Fi f-H Fi1-H
1004
_ T I .
80- . mm Vivas
.% Muertas
T
£t 60+ _
@
o
o 404
o
20- I I
0'j| i| i| 'I T T

(Aur Citr Mac, Aur Citr Mac ,
CIDCA 331 CIDCA 133

Figura 1.3 Citometria de flujo de las cepas CIDCA 133 y CIDCA 331 tratadas con péptidos antimicro-
bianos de anuros. Las bacterias fueron tratadas con 24 uM de aureina 1.2; 1,6 yM de citropina 1.1y
1,6 uM de maculatina 1.1 por 60 min a 37 °C. A) Los dot plots muestran regiones de bacterias vivas y
muertas de las cepas tratadas con citropina usando SYTO 9 e IP; B) Porcentaje bacterias viables (barras
grises) y bacterias muertas (barras negras) dentro de la regiones R2 Y R3 surgido del analisis de dot
plot para los diferentes péptidos, las Barras de error muestran el desvio standard de tres replicados.
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Con el objetivo de comparar los resultados obtenidos con los péptidos de
anuros con los correspondientes a la hBD2; se incubaron los lactobacilos con con-
centraciones crecientes de la defensina (0,023 uM, 0,046 uM, 0,092 uM y 0,184 uM)
durante 30 min y los resultados se analizaron por citometria de flujo (Figura 1.4). En
ambas cepas se observo un claro efecto dosis-respuesta. La cepa CIDCA 133, en con-
cordancia con resultados previos del grupo, resultd ser mas resistente que la cepa
CIDCA 331 a la hBD2. En efecto, el porcentaje de células vivas fue significativamente
mayor en la cepa CIDCA 133 respecto a la cepa CIDCA 331 para todas las concentra-
ciones ensayadas. Es de destacar que aln en concentraciones muy por debajo de la
CIM de la cepa CIDCA 133 (CIM hBD2 0,5 uM) hay un alto porcentaje de células
permeabilizadas. Si se observa para las concentraciones 0,092 y 0,184 uM se encon-
tré un 60 y 80 % de células IP positivas. Teniendo en cuenta que a estas concentra-
ciones tan inferiores a la CIM las células bacterianas estarian viables, podriamos ha-
blar en este punto de un dafo reversible a nivel de la permeabilidad de membrana.
Por otro lado, hay que destacar que la viabilidad determinada por citometria de flujo,
se basa en un concepto diferente a la hallada mediante recuentos microbianos o

cinéticas de crecimiento los cuales se basan en la capacidad de reproduccién.
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Figura 1.4: Citometria de flujo de cepas CIDCA 133 y CIDCA 331 tratadas con hBD2. Las bacterias
fueron incubadas con 0; 0,023 uM; 0,046 uM; 0,092 uM y 0,184 uM de hBD2 durante 60 min a 37
°C. Se grafican Porcentaje bacterias viables (barras grises) y bacterias muertas (barras negras) den-
tro de la regiones R2 Y R3 surgido del analisis de citometria de flujo para los diferentes péptidos,
las Barras de error muestran el desvio standard de tres replicados.
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1.3.2 Efecto de los péptidos antimicrobianos sobre liposomas y monocapas lipi-

dicas formados con lipidos bacterianos

En la seccién anterior se estudio el efecto de los péptidos antimicrobianos so-
bre las bacterias enteras, encontrandose diferencias entre las cepas evaluadas. En
esta secciéon se busca modelar la interaccion de los péptidos y las bacterias utilizando
modelos de monocapas lipidicas y liposomas formulados a partir de lipidos extraidos
de las cepas CIDCA 133 y CIDCA 331, considerando que el blanco primario de los

péptidos es la membrana celular.

1.3.2.1 Efecto de los AMPs sobre la liberacion de carboxifluoresceina en vesicu-
las unilamelares grandes (LUVs)

Con el objetivo de evaluar la interaccién de los AMPs con los lipidos de las
bacterias se realizaron experimentos con LUVs formados con lipidos bacterianos car-
gados con carboxifluoresceina. La interaccion de los péptidos con los liposomas pro-
duce la liberacion de la carboxifluoresceina generando un aumento de la fluorescen-
cia en el medio. En la Figura 1.5 se muestra la liberacion de carboxifluoresceina desde
los LUVs luego de su incubacién con los AMPs a diferentes concentraciones durante
20 min. Se observo que a altas concentraciones de péptido (20 uM); tanto los lipo-
somas formados con los lipidos de la cepa CIDCA 133 como los formados con la
cepa CIDCA 331 fueron desestabilizados por la presencia de los péptidos liberando
entre el 80 y 100 % de la CF. Cuando los LUVs se incubaron a concentraciones me-
nores se observo un comportamiento diferencial entre los liposomas de las bacterias,
siendo los LUVs de la cepa CIDCA133 mas resistentes que los de la cepa CIDCA 331.
Por ejemplo, para el caso de la maculatina 1.1 a una concentracion de 0,8 uM los
liposomas de la cepa CIDCA 133 liberaron cerca de un 50 % de CF mientras que los
de la cepa CIDCA 331, casi el 100 % de la CF. Un fendmeno semejante se observd
para una concentracion de citropina de 0,8 uM donde los liposomas de la cepa
CIDCA 133 y CIDCA 331 liberaron 45 %y 87 % de la CF respectivamente. Para el caso

de la aureina 1.2 la diferencia entre las formulaciones de liposomas se hizo evidente
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recién a una concentracion del péptido de 2 uM. A dicha concentracion los liposomas
de la cepa CIDCA 133 liberaron el 43 % de la CF mientras que los liposomas de la
cepa CIDCA 331 liberaron el 86 %. La actividad relativa de los péptidos se correspon-
di6 con los resultados obtenidos por ensayos de dilucion (CIM), siendo la maculatina
1.1 el péptido de mayor actividad, seguido en orden decreciente por la citropina 1.1

y la aureina 1.2.
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Figura 1.5: Liberacién de 5 (6)- carboxifluoresceina (CF) de LUVs. Los liposomas se incubaron con
diferentes concentraciones de péptidos de anuros por 20 min. A) aureina; B) Citropina y C) Macu-
latina. Los liposomas fueron formados a partir de los extractos lipidicos de las cepas CIDCA 133 (%)
y la cepa 331 (!). Cada resultado representa la media * la desviacién estandar de un experimento
representativo n=2
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1.3.2.2 Efecto de los AMPs sobre vesiculas unilamelares gigantes (GUVs)

A fin de investigar el mecanismo por el que los AMPs alteran la permeabilidad
de la membrana lipidicas de los lactobacilos se realizaron ensayos con vesiculas uni-
lamelares gigantes que fueron monitoreadas por microscopia confocal. En este en-
sayo, los GUVs formados con los lipidos bacterianos no son fluorescentes y se en-
cuentran en un buffer con carboxifluoresceina. La inyeccion de los AMPs en el medio
permeabiliza las membranas y permite el ingreso de CF al interior de los liposomas.
Se realizé un seguimiento individual de vesiculas en el tiempo. La cinética de entrada
de la CF en las vesiculas, asi como la evolucion de la conformacion de los liposomas
brindan informacion sobre los posibles mecanismos de accion de los AMPs.

En la Figura 1.6 se ve un resumen de los resultados de estos experimentos. Los
paneles de la izquierda corresponden a tiempo 0 y los de la derecha al tiempo final
de observacion. Asimismo, se muestran las densitometrias de intensidad de color
realizadas a lo largo de los recuadros blancos que atraviesan los liposomas. Estas
densitometrias permiten distinguir los liposomas intactos (presentan una diferencia
de intensidad respecto al exterior) de los que fueron permeabilizados por los pépti-
dos (no hay diferente intensidad de color respecto al exterior).

Al analizar las imagenes se observd que en presencia de maculatina 1.1 se re-
gistra un comportamiento similar entre los GUVs de ambas cepas de lactobacilos,
con un ingreso del marcador fluorescente en los liposomas luego de 200 s. En las
fotografias se observa como el interior de los liposomas, al principio oscuros, se car-
gan de CF y esto se comprueba ademas en los graficos de intensidad de fluorescen-
cia donde se pierde el contraste entre el exterior y el interior del liposoma a tiempo
final. La estructura de los GUVs se conservo, aunque se detecté una tendencia a la
coalescencia de los liposomas formulados con los lipidos de la cepa CIDCA 331 (Fi-
gura 1.6 A).

En presencia de aureina 1.2 y citropina 1.1, los GUVs formulados con los lipidos
de la cepa CIDCA133 resultaron ser muy estables, no observandose evidencia del
ingreso de colorante luego de 600 s de ensayo (Figura 1.6 B y C). En cambio, los
GUVs formulados con lipidos de CIDCA 331 resultaron ser muy sensibles a la presen-

cia de aureina y citropina dejando ingresar el colorante antes de los 300 s. También
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pudo registrarse cierta coalescencia de los liposomas de la cepa CIDCA 331, lo cual

es indicio de su desestabilizacion.

En general se observd que, luego de la incubacién con los péptidos la CF in-

gresoé tanto a los liposomas de la cepa CIDCA 133 como a los de la cepa 331 de una

manera gradual, compatible con un mecanismo de accion de los AMPs de formacidn

de poros. En la Figura 1.7 se muestra un caso representativo de este ingreso paula-

tino de la CF, con GUVs formados con lipidos de la cepa CIDCA 331 y el péptido

aureina 1.2.

En cuanto a la potencia de los AMPs, los resultados de estos experimentos se

condicen con los obtenidos previamente con los LUVs; mostrando un mayor efecto

desestabilizador de la maculatina seguido por la citropina y la aureina.
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Figura 1.6: Microscopia confocal de GUVs tratados con AMPs. Los GUVs fueron preparados a partir de
los extractos lipidicos de las cepas CIDCA 133 y CIDCA 331. Panel A: maculatina 1.1; Panel b: aureina
1.2; panel C: citropina 1.1. Los péptidos fueron agregados a 200 uM. La densidad de fluorescencia
verde (carboxifluoresceina) en la zona indicada por los rectangulos blancos se grafico a la derecha de
la micrografia correspondiente.
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Figura 1.7: Microscopia confocal de GUVs de la cepa CIDCA331 tratados con aureina 1.2. Los pép-
tidos fueron agregados a 200 pM. las fotografias muestran el ingreso de CF a los liposomas per-
meabilizados a tiempos 0's, 45 sy 100 s luego de la inyeccién del péptido.

1.3.2.3 Interaccion de péptidos antimicrobianos con monocapas lipidicas.

Los ensayos de monocapas permiten evaluar la afinidad de los péptidos con
los lipidos de las cepas en estudio. Para comparar la afinidad de los péptidos por los
lipidos se calcula la presion cut off (Mcutoff), que representa la Mia la que no se observa
insercion de péptidos. Esta presion comparada con la presion de una membrana real
podria indicarnos si estos péptidos pueden insertarse en la membrana celular de una
bacteria entera.

La Figura 1.8 muestra la insercion de los péptidos en las monocapas lipidicas
expresada con AN en funcidon de la M. Las AN fueron mayores, en general, para la
monocapas formadas con los lipidos de la cepa CIDCA 331, indicando mayor afinidad
de los péptidos por los lipidos de esta cepa. La cepa CIDCA 331 tuvo también valores
de Meutoff Mas altos que la cepa CIDCA 133 con todos los péptidos, estos se detallan
en la Tabla 1.3. Todos los valores de Mcutoff Se ubicaron por encima de la presion lateral
de una membrana real que se ubica en promedio entre 25 y 35 mN/m? (Ambroggio
et al, 2004), lo que indica que los péptidos podrian insertarse en las membranas de

ambas cepas de lactobacilos.
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Tris-HCI 20mM NaCl 145mM (pH 7,4).
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Tabla 1.3: Presion lateral inicial de cut off (Mcutoff).

. o Cepa
Péptido antimicrobiano
CIDCA 133 CIDCA 331
Aureina 33,5 mN/m? 35,29 mN/m?
Citropina 30,74 mN/m? 37,15 mN/m?
Maculatina 31,75 mN/m? 38,32 mN/m?

1.4 Discusion

En este capitulo se buscé ahondar en el estudio de la susceptibilidad de las
cepas CIDCA 133 y CIDCA 331 frente a péptidos antimicrobianos de anuros que po-
seen un origen y estructuras diferentes a las B defensinas humanas previamente es-
tudiadas. Como se menciong, las cepas CIDCA 133 y 331 presentan una sensibilidad
diferente frente a las B defensinas humanas (hBD2 y hBD1) siendo la cepa CIDCA 133
mas resistente que la cepa CIDCA 331. Esta susceptibilidad diferencial podria ser ex-
trapolable a otros AMPs y también podria determinar aspectos relevantes en la in-
teraccion con el hospedador.

Los péptidos estudiados fueron los péptidos de la piel de la rana australiana
del género Ljtoria, maculatina, aureina y citropina. Estos péptidos son candidatos a
ser usados como alternativa a antibidticos y poseen una estructura a hélice poco
frecuente en los AMPs de humanos.

Los ensayos de interaccion de los AMPs de anuros con bacterias enteras (CIM,
cinética de crecimiento y citometria de flujo) mostraron una mayor susceptibilidad
de la cepa CIDCA 331 frente a la cepa CIDCA 133. La cepa CIDCA 331 presentd valores
menores de CIM, un retraso en el crecimiento y un fuerte aumento de la permeabi-
lidad de membrana. Se observé ademas que los AMPs mostraron diferentes efectos
sobre la viabilidad de las bacterias siendo mas activa la maculatina, seguido por la
citropina y por ultimo la aureina.

Estos resultados, semejantes a los obtenidos con B defensinas, pueden expli-
carse en base a la composicion lipidica de la membrana celular de ambos lactobaci-
los (Hugo, De Antoni, y Pérez 2010). Debido a la diferencia en la relacién glicolipidos

/fosfolipidos entre ambas bacterias, la cepa CIDCA 331 posee una mayor densidad
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de carga negativa que la cepa CIDCA 133 (la cepa CIDCA 331 posee mas fosfolipidos
respecto a los glicolipidos). Efectivamente la determinacién de potencial T (zeta)
arrojo un valor de -28,9 + 2,2 para a cepa CIDCA 331y -5,07 + 1,5 para la cepa
CIDCA 133 (Hugo, 2007; Tymczyszyn et al, 2007a). La mayor densidad de carga ne-
gativa superficial y de membrana de la cepa CIDCA 331 favorece la interaccion con
los AMPs cargados positivamente.

Por otra parte, la carga neta de los péptidos también influye en la actividad de
los mismos. A lo largo de los ensayos se observé una diferente actividad entre los
péptidos, (hBD2 > maculatinal.1 >citropinal.1> aureina 1.2) que se ordenan de ma-
yor a menor coincidentemente con su carga. En efecto, la hBD2 presenta una carga
neta de +7, la maculatina 1.1 de +3, la citropina 1.1 una carga neta de +2 y la aureina
1.2 de +1 lo que explica en parte su efectividad (Apponyi et al, 2004; Seto et al,
2007; Li, Zhu y Beuerman, 2009).

Durante los ensayos utilizando liposomas y monocapas formados con los lipi-
dos bacterianos se observo una buena correlacion con los resultados obtenidos en
los ensayos con las bacterias enteras. Estos modelos de membrana resultaron utiles
para indagar sobre las interacciones péptido-bacterias a nivel de la membrana celu-
lar.

Cuando se utilizaron LUVs los liposomas formulados con los lipidos de la cepa
CIDCA 133 fueron mas estables que los de la cepa CIDCA 331, cuando se los enfrenté
a concentraciones bajas de los diferentes péptidos. Esta diferencia de estabilidad
entre las diferentes cepas también se mantuvo con los GUVs.

Los resultados obtenidos en los ensayos con GUVs brindaron mas informacion
sobre los mecanismos por los cuales los péptidos podrian alterar la permeabilidad
de las membranas de los liposomas.

Se sabe que el largo de los péptidos puede influir en el mecanismo de accion
empleado para desestabilizar las membranas. Como se menciond anteriormente, la
formacion de poros toroidales o en empalizada esta favorecida en péptidos de ma-
yor longitud, mientras que una interaccion tipo alfombra, suele presentarse en pép-
tidos mas cortos. Estos mecanismos requieren a su vez de distinto nUmero de molé-

culas para ser efectivos (Apponyi et al, 2004). De hecho, los péptidos largos que
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forman poros necesitan menos moléculas para lograr su efecto permeabilizante
mientras que mediante el mecanismo de tipo alfombra es necesaria la adhesion de
gran numero de moléculas. Estas generalizaciones podrian explicar la mayor activi-
dad observada para la hBD2 y maculatina respecto a la citropina y aureina. En efecto,
la hBD2 y la maculatina son péptidos largos y podrian formar un poro real atrave-
sando la membrana aun con relativamente pocas moléculas. Por otra parte la citro-
pinay la aureina, de secuencia mas corta, actuarian con el mecanismo de tipo alfom-
bra que necesita de un mayor nimero de moléculas para ser efectivo.

Estudios anteriores con GUVs formados con fosfatidilcolina (POPC) o una mez-
cla de fosfatidilglicerol/fosfatidilcolina (POPG/POPC) corroboraron que la citropina y
la aureina actuaban mediante un mecanismo de tipo alfombra (Ambroggio et a/,
2005). Sin embargo, en los ensayos realizados en este trabajo se observd que en los
GUVs formulados con los lipidos de lactobacilos la citropina 1.1, aureina 1.2 y macu-
latina 1.1, tuvieron un comportamiento similar, semejante al de un péptido formador
de poros. En efecto, en estos ensayos los GUVs permitieron la entrada de la CF pau-
latinamente sin perder su integridad y ademas se pudo observar la recuperacion de
la fluorescencia luego de inducir fotobleaching dentro de liposomas permeabiliza-
dos (datos no mostrados). El fotobleaching se produce cuando se ilumina un fluoré-
foro con una luz intensa produciendo la pérdida de fluorescencia. La recuperacion
de fluorescencia en los GUVs formados con lipidos bacterianos luego del fo-
tobleaching muestra el reingreso del fluoréforo al liposoma a través de poros. Si la
desestabilizacion de la membrana hubiera sido a través de un mecanismo compati-
ble con el modelo de tipo alfombra, el fluoréforo no podria haber reingresado ya
que la alteraciéon de la estructura del liposoma es mayor.

En el mismo sentido la formacién de un poro estable por parte de la aureina
1.2 es compatible con los resultados obtenidos a través de estudios de modelado
computacional de dindmica molecular realizados en un grupo colaborador (Balatti,
2020). Balatti mostré que modelando las interacciones de las moléculas de aureina
1.2 con membranas de composicién lipidica similar a CIDCA 331, se producian poros

estables que permitian el paso de agua y de moléculas como la sacarosa.

47



Este diferente mecanismo de accidn propuesto para la citropina y aureina frente
a los liposomas formados con los lipidos bacterianos respecto a las mezclas POPC se
podria atribuir a la mayor complejidad de lipidos. Podria suceder que los lipidos bac-
terianos resistan el efecto de la solubilizacion tipico del mecanismo de tipo alfombra
de la aureina y citropina con lo cual estos péptidos darian lugar a la formacion de
poros. Nuestros resultados por lo tanto sugieren que frente a composiciones lipidicas
diferentes un mismo AMP podria presentar distintos mecanismos de accién.

Los ensayos con monocapas lipidicas también evidenciaron que los péptidos
estudiados tienen mayor afinidad por los lipidos de la cepa CIDCA 331 que por los
de la cepa CIDCA 133. También se pudo ver que los péptidos podrian ingresar a la
monocapa a presiones laterales de los lipidos comparables a las de las membranas
naturales y por lo tanto podrian insertarse en membranas de células enteras
(Ambroggio et a/, 2004).

Los estudios que se realizaron en este capitulo permitieron ampliar el panorama
de resistencia de las cepas CIDCA 133 y CIDCA 331 y correlacionar la susceptibilidad
diferencial frente a péptidos antimicrobianos cationicos, no solamente abarcando a
las B defensinas humanas, sino también a péptidos de diferente origen y estructura
como son la los a péptidos de anuros. Asimismo, los resultados obtenidos mostraron
que la composicidon de las membranas bacterianas no sélo influye en la susceptibili-
dad de los lactobacilos sino también en el mecanismo de accion de los AMPs.

Una mirada global sobre este capitulo nos permite concluir que la composicion
lipidica de las membranas de los lactobacilos constituye un factor crucial en la inter-
accion con péptidos antimicrobianos. Esto podria implicar ventajas para cepas de
baja susceptibilidad como la CIDCA 133, que se verian favorecidas en el entorno
intestinal. Por otro lado, los efectos encontrados con péptidos derivados de anuros,
plantean un escenario interesante respecto a propiedades conservadas evolutiva-

mente de efectores claves de la respuesta inmune innata.
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Capitulo 2:

Caracterizacion de liposomas formulados con

lipidos bacterianos de la cepa CIDCA133.
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2.7 Introduccion

Los liposomas son vesiculas lipidicas que pueden utilizarse como modelos de
estudio de la membrana plasmatica y como vehiculos para el transporte de sustan-
cias bioactivas. Es de destacar que, incluso en forma natural, la mayoria de las bac-
terias producen y liberan vesiculas extracelulares (bacterial membrane vesicles, MVs)
formadas con porciones de la membrana plasmatica (semejantes a liposomas) que
trasportan distintas sustancias (DNA, toxinas, fagos). Esto resulta relevante para dis-
tintas funciones como transferencia horizontal de genes, infeccién fagica, y comuni-
cacion célula-célula. Actualmente reviste especial interés la utilizacion de éstas vesi-
culas de membrana en biomedicina o nanotecnologia (Toyofuku, Nomura y Eberl,
2019).

En el capitulo anterior se formularon liposomas con los lipidos extraidos de los
lactobacilos para evaluar su estabilidad frente a péptidos antimicrobianos (AMPs).
Considerando la mayor resistencia de los liposomas formulados con los lipidos ex-
traidos de la cepa CIDCA 133 frente a los a y B AMPs se decidio profundizar en otras
propiedades de estos liposomas que podrian ser relevantes para la interacciéon con
células eucarioticas. En este capitulo se abordé la caracterizacion de liposomas for-
mulados con los lipidos de la cepa CIDCA 133 comparandolos con liposomas de
lecitina (fostatidilcolina).

Los liposomas poseen la capacidad de encapsular sustancias de origenes diver-
sos como péptidos, oligonucledtidos o plasmidos. Por su naturaleza anfifilica pueden
encapsular tanto sustancias hidrofébicas como hidrofilicas (Jones, 2013). Se destacan
también por su biocompatibilidad, su baja inmunogenicidad, baja toxicidad, bajo

costo de fabricacion y facilidad de funcionalizacion (Cleal et a/, 2013). Sin embargo,
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las formulaciones convencionales de liposomas poseen una pobre penetracion celu-
lar y baja estabilidad en el torrente sanguineo, por lo que deben ser modificados
para aumentar su desempefo /n vivo (Oku, 1999; Tseng, 2002). Esto se logra variando
la composicion lipidica de las formulaciones o agregando diferentes moléculas que
mejoren la interaccion de los liposomas con los sitios blanco.

La composicion lipidica de los liposomas determinara gran parte de sus carac-
teristicas fisicoquimicas, asi como su estabilidad y su afinidad por diferentes sustan-
cias a transportar. Lipidos que contengan acidos grasos insaturados, como por ejem-
plo el acido linoleico (18:2), favoreceran la flexibilidad de la membrana al modificar
su fluidez, aumentando asi la estabilidad de los liposomas. Los lipidos cargados po-
sitivamente pueden mejorar la interaccién con compuestos aniénicos por interaccio-
nes electrostaticas como por ejemplo la unidon de DNA con el reactivo lipofectamina
(formulado con lipidos catidnicos y neutros) (Drummond, Zignani y Leroux, 2000).
Los lipidos cargados negativamente, como la dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG),
pueden disminuir la interaccion de los liposomas con proteinas del suero ya que la
mayoria de éstas poseen carga negativa y serian repelidas electrostaticamente
(Foteini et a/, 2019). Por otra parte, los azucares unidos a las cabezas polares de los
fosfolipidos formando glicolipidos, pueden proteger la integridad de los liposomas
durante procesos de stress osmotico, al interactuar mejor con el agua circundante
formando puentes de hidrégeno (Bendas et a/, 1996).

Los lipidos de bacterias acido lacticas resultan buenos candidatos para la for-
mulacion de liposomas ya que contienen una alta relacion de acidos grasos insatu-
rados: saturados y una alta relacion molar de azucares: lipidos, composicion que les
otorgarian mayor estabilidad y resistencia al stress osmatico. Los lipidos de las bac-
terias acido lacticas en particular, estdn compuestos por cardiolipina y fosfatidilgli-
cerol como los principales fosfolipidos, ademas de glicolipidos y lipidos neutros
(Gomez Zavaglia, Disalvo, y De Antoni 2000). En las bacterias los lipidos de la mem-
brana celular cumplen un papel crucial en su respuesta frente a diferentes tipos de
stress ambiental como son la deshidratacién o los cambios de temperatura (Gémez
Zavaglia, Disalvo y De Antoni, 2000). Estas propiedades podrian ser aprovechadas

también para aumentar la estabilidad de las formulaciones de liposomas.
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El agregado de polimeros u otro tipo de moléculas a la formulacién de los li-
posomas contribuye a mejorar su desempefio para interaccionar con células euca-
riotas, vehiculizar compuestos u otorgarles nuevas funcionalidades. Estas nuevas fun-
cionalidades pueden convertirlos en liposomas que responden a estimulos como
cambios de pH o temperatura, asi como otorgarles otras propiedades como aumen-
tar su tiempo de vida media, o dirigirse a receptores especificos. En este sentido, el
agregado de polimeros como el polietilenglicol (PEG) puede proteger a los liposo-
mas de la accion de las proteinas del suero aumentando su vida media, impidiendo
que las opsoninas se unan a su superficie (Sroda et a/, 2005). La adicién de azlcares
como la sacarosa o la trehalosa en las suspensiones de liposomas aumentan la esta-
bilidad de la membrana durante procesos de stress osmotico por remplazo de mo-
léculas de agua de hidratacion de los lipidos, previniendo asi la fusion de los liposo-
mas y la pérdida de su contenido (Crowe, Crowe y Rudolph, 1985; Harrigan, Madden
y Cullis, 1990). Es de destacar también que la conjugacion de liposomas con anti-
cuerpos monoclonales pueden dirigirlos a blancos especificos (Huwyler, Drewe y
Krahenbdihl, 2008).

Uno de los polimeros utilizados para modificar las propiedades de liposomas
es el colesterol- poli (2-dimetilaminoetil metacrilato) (CHO-PDMAEMA). Se trata de
un polimero catidnico capaz de modificar su conformacién con los cambios de pH.
La adicién de una molécula de colesterol (CHO) permite que el polimero se ancle a
los liposomas y pueda ser incorporado establemente a los mismos. El agregado de
este polimero a formulaciones de liposomas los hace sensibles a los cambios de pH
y por su carga positiva a pH=7 favorece su interaccion con las superficies de carga
negativa como por ejemplo las membranas de las células eucariotas. Su estructura

se muestra en la Figura 2.1.
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Figura 2.1 Polimerizacién de PDMAEMA

Durante los ensayos realizados en este trabajo de tesis se elaboraron formula-
ciones de liposomas con y sin el agregado del polimero catiénico CHO-PDMAEMA
a fin de otorgarles nuevas propiedades. Estas propiedades se evaluaron en el con-
texto de interaccion con el hospedador, utilizando para ello distintos modelos de
células eucariotas en cultivo.

Se sabe que los liposomas se pueden incorporar a las células eucariotas de
forma pasiva por fusion en la membrana celular o en forma activa con gasto de ener-
gia por medio de diferentes mecanismos de endocitosis. La endocitosis implica la
incorporacion del liposoma al interior del citoplasma a través de la emision de pro-
longaciones de la membrana plasmatica y su alojamiento en una vesicula intracelular.
Las diferentes vias de endocitosis conducen las vesiculas formadas a distintos com-
partimentos intracelulares, algunos de ellos degradativos. El conocimiento de los
mecanismos de endocitosis que la célula eucariota emplea para captar determinados
liposomas permite mejorar las estrategias de transporte de sustancias buscando la
utilizacion de vias no degradativas intracelulares.

Las vias de endocitosis de las células eucariotas se pueden clasificar en dos
grandes categorias, fagocitosis y pinocitosis. La fagocitosis se produce en células es-
pecializadas del sistema inmune (principalmente macréfagos y neutréfilos) e inter-
viene en la incorporacién de microorganismos y cuerpos apoptoéticos, siendo princi-
palmente una via degradativa (Nordenfelt y Tapper, 2011). La pinocitosis se presenta

en todas las células y comprende las vias de incorporacion de pequeios volumenes
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de liquidos y solutos que pueden ser conducidos tanto a vesiculas degradativas
como no degradativas.

Existen descriptas al menos cuatro vias de pinocitosis bien diferenciadas: la en-
docitosis mediada por clatrinas, la endocitosis por caveolas, macropinocitosis y la
endocitosis independiente de clatrinas o caveolas (Cleal et a/, 2013).

La via mediada por clatrinas comienza con la union de ligandos a receptores
especificos en la membrana de las células (receptores de lipoproteinas LDL, recepto-
res de transferrina entre otros), los complejos receptor-ligando luego se agrupan en
zonas de la membrana plasmatica que se recubren de clatrinas formando una vesi-
cula intracelular. Este endosoma comienza a acidificarse y termina fusionandose con
compartimentos lisosomales, donde el pH acido activa enzimas liticas constituyendo
asi una via degradativa.

Las caveolas son pequefios microdominios hidrofobicos de las membranas
plasmaticas ricos en colesterol y glicoesfingolipidos. Asociadas a las caveolas se en-
cuentran las caveolinas, una familia de proteinas que se unen a colesterol (Matveev
et al, 2001; Harris et al, 2002). A través de la via de caveolas se endocitan ligandos
como el virus sv40, la toxina del colera y la albumina (Khalil et a/, 2006). Las vesiculas
formadas por esta via, caveosomas, son transportadas directamente al aparato de
Golgi y o al reticulo endoplasmatico sin pasar por los compartimentos lisosomales
(Ferrari et al, 2003).

La macropinocitosis es un mecanismo de endocitosis no especifica, en el que
se generan grandes vesiculas por una invaginacion de la membrana plasmatica me-
diada por actina. Por el tamafio de las vesiculas formadas es una forma eficiente de
incorporar a la célula macromoléculas solubles y en algunos casos hasta bacterias
enteras (Boye et al, 2016). En macréfagos la via de macropinocitosis produce macro-
pinosomas que se acidifican y luego termina fusionandose con compartimentos li-
sosomales (Meier et a/, 2002). En células no fagociticas el camino que recorren lo
macropinosomas es distinto, no se dirigen hacia lisosomas y sus contenidos son re-
ciclados nuevamente hacia la membrana citoplasmatica, constituyendo asi una via

no degradativa (Swanson y Watts, 1995).
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En un cuarto tipo de mecanismos se incluyen las vias independientes de clatri-
nas y caveolas que involucran a rafts lipidicos para la formacién de vesiculas que se
dirigen a compartimentos no degradativos (Sandvig et a/, 2011; Cleal et a/, 2013).

Teniendo en cuenta la mayor estabilidad de los liposomas formulados con los
lipidos de la cepa CIDCA 133 frente a los AMPs se decidié indagar mas en profundi-
dad acerca de sus caracteristicas y se compararon formulaciones de liposomas de
lecitina con liposomas de lipidos extraidos de dicha cepa. También se evalué la fun-
cionalidad de los liposomas luego de la incorporacion del polimero CHO-PDMAEMA.
Se determind la estabilidad de los liposomas en el tiempo, a diferentes pH y en me-
dios con suero fetal bovino. En segundo lugar, se estudio la incorporacién de los
liposomas por células eucariotas, se evaluaron los mecanismos de endocitosis asi
como el destino intracelular. En tercer lugar, se estudié la estabilidad de las formula-

ciones frente a diferentes condiciones de stress térmico y de deshidratacion.

2.2 Materiales y métodos
2.2.1 Extraccion de lipidos de lactobacilos

La extraccién de los lipidos bacterianos para la formulacion de los liposomas se

realiz6 de la manera descripta en el capitulo 1.

2.2.2 Formulacion de liposomas multilamelares fluorescentes

Se prepararon diferentes formulaciones de liposomas a partir de los lipidos ex-
traidos de la cepa CIDCA 133y lecitina comercial mediante la técnica de evaporacion
reversa de acuerdo a Winkowski y col (Winkowski, Ludescher y Montville, 1996). Para
esto, soluciones cloroférmicas de lecitina a una concentracion de 6,25 mM (Calbio-
chem, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) o del extracto lipidico de lactobacilos (4
mg/ml) se secaron bajo corriente de nitrégeno y luego se suspendieron con agita-
cion en buffers acuosos que permiten el autoensamblado de los liposomas multi-

lamelares.
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Los liposomas sensibles al pH se formularon con el agregado del polimero co-
lesterol- Poli (2-dimetilamino) etilmetacrilato (CHO-PDMAEMA). En este caso las so-
luciones de lipidos se mezclaron con una solucion cloroférmica del polimero CHO-
PDMAEMA en una relacion molar polimero/lipido del 5 % o 10 % antes de secar las
mezclas con nitrogeno. Los films lipidicos, con o sin el agregado del polimero, fueron
luego rehidratados con un solucion de calceina 60 mM en buffer HEPPES 100 mM
pH=8; a fin de generar liposomas fluorescentes. Para extraer el exceso de calceina
las suspensiones de liposomas se centrifugaron por 10 min a 10000 g y fueron lava-
das dos veces con buffer HEPES 100 mM pH=7. Luego de los lavados, las suspensio-
nes fueron almacenadas a 4 °C hasta el momento de su utilizacion.

Dentro de los liposomas, la fluorescencia de la calceina se encuentra parcial-
mente apantallada debido a su alta concentracién, cuando los liposomas se deses-
tabilizan y la calceina se libera al medio su fluorescencia aumenta. A diferencia de la
carboxifluoresceina, la fluorescencia de la calceina no se ve afectada por los cambios
de pH, por esta razon se la eligid para llevar a cabo los experimentos de este capitulo
donde los liposomas se someten a entornos con distintos pHs. En las formulaciones
que fueron sometidas a procesos de stress (refrigeracion, congelamiento, deshidra-
tacion) se anadio trehalosa (concentracion final 250 nM) a la solucion de calceina.
Las diferentes formulaciones de liposomas empleadas en este capitulo se detallan
en la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Formulaciones de liposomas

Lipido Porcentaje
PDMAEMA
. CIDCA

Nombre lecitina 133 >% 10% Trehalosa
LEC °
LECPD5 ° °
LECPD10 ° °
LECtre ] °
LECPD5tre ° ° °
LECPD10tre ° ° °
CIDCA133 °
CIDCA133PD5 ° °
CIDCA133PD10 ° °
CIDCA133tre ° °
CIDCA133PD5tre ° ° °
CIDCA133PD10tre ° ° °

2.2.3 Ensayos de liberacion de calceina.

La estabilidad de las diferentes formulaciones de liposomas se evalué midiendo
la fluorescencia de la calceina liberada desde los mismos. Se estudio su estabilidad
durante un periodo de 24 h y a diferentes pHs luego de 2 h de incubacion.

Los liposomas fueron preparados como se describié anteriormente y se sus-
pendieron en buffer HEPES 100 mM pH=7- La liberacion de calceina se monitore6
con un lector de microplacas (Synergy HT Bio-Tek Instruments, Winoski, Vermont,
USA) a 37 °C y a diferentes pHs utilizando longitudes de onda de excitacion de
485/20 nm y de emision de 528/20 nm. A tiempo final, se lisaron la totalidad de los

liposomas con triton X-100 (1pl, 10% p/v) para obtener la fluorescencia maxima.
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La liberacion de calceina se expresé como porcentaje segun la siguiente ecua-
cion:
[F — Fi]

% liberacion = m x 100

Siendo F la fluorescencia medida en cada punto, F; la fluorescencia inicial, F; la

fluorescencia maxima luego de agregado de Triton X-100.

2.2 4 Ensayo de estabilidad en suero

La estabilidad en suero de las diferentes formulaciones de liposomas se evalu6
midiendo la liberacién de calceina como se describié anteriormente. Los liposomas
se suspendieron en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium) con distintos
porcentajes (100 %, 50 %, 25 % y 0 %) de suero fetal bovino sin inactivar (Natocor,

Cérdoba. Argentina). La liberacion de calceina se monitored durante 7 h.

2.2.5 Ensayos de incorporacion de liposomas en células eucariotas

Distintas lineas celulares (HEK-293, Caco 2/TC7 y RAW 264.7) se emplearon para
evaluar la incorporacion de los liposomas. Se eligieron con el objetivo de estudiar la
interaccion de los liposomas con células de distintas funcionalidades. Las células
HEK-293 constituyen una linea humana de facil transfeccion proveniente del tejido
embrionario de rifidn. La linea celular Caco-2/TC7 proviene de un adenocarcinoma
de colon (ATCC HTB-37) y conforma un modelo de epitelio intestinal de origen hu-
mano. Las células Caco-2/TC7, una vez crecidas a confluencia, exhiben un patrén de
diferenciacién caracteristico de los enterocitos, como son el ribete en cepillo y unio-
nes estrechas funcionales (Pinto y col., 1983; Chantret y col., 1994). Por su parte, la
linea RAW264.7 (ATCC TIB-71), es una linea macrofagica murina que presentan fun-

cionalidad fagocitica y adherente.
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Las diferentes lineas fueron cultivadas en medio DMEM (GIBCO BRL Life Tech-
nologies, Rockville, MD, USA) suplementado con 10 % v/v de suero fetal bovino inac-
tivado por calor (30 min, 60 °C), 1 % (v/v) aminoacidos no esenciales (GIBCO BRL Life
Technologies, Rockville, MD, USA), 1 % (v/v) penicilina/ estreptomicina. Las células
fueron incubadas a 37 °C en estufa con atmosfera controlada de 5% CO2 y 95% aire.

Para realizar los ensayos, las células se sembraron en placas de cultivo de 24
fosas a una concentracién de 1x10° células/fosa y se incubaron hasta post confluen-
cia temprana. Las monocapas se lavaron 2 veces con buffer PBS y se las incubo du-
rante 30 min a 37°C con los liposomas fluorescentes suspendidos en DMEM base sin
suero (relacion aproximada 100 : 1 liposoma-célula). Transcurrido el tiempo de incu-
bacion las monocapas se lavaron 2 veces con buffer PBS para eliminar los liposomas
no internalizados. Las células fueron removidas con tripsina 0,25% (Trypsin-EDTA,
GIBCO, Life Technologie) incubandandolas durante 5 min a 37 °C y transferidas a

tubos para su analisis por citometria de flujo.

2.2.6 Ensayos de inhibicion de endocitosis por células eucariotas

Se utilizaron las células HEK-29 las cuales fueron incubadas con los liposomas
conteniendo calceina como se describid anteriormente. La incorporacion de los lipo-
somas a las células se evalud por citometria de flujo. Para bloquear las vias endociti-
cas se anadieron inhibidores una hora antes del agregado de los liposomas. Los in-
hibidores utilizados fueron: wortmanina (25 nM) y citocalasina D (9,8 uM) que blo-
qguean la macropinocitosis (Sigma-Aldrich Co. MO. USA); genisteina (200 uM), metil
B ciclodextrina (4,4 mM) (Sigma—-Aldrich Co. MO. USA) y nistatina (50 uM) (Denver
Pharma Buenos Aires, Argentina) que inhiben la via endocitica mediada por caveolas
y como inhibidores de la via mediada por clatrinas se usaron NH4Cl (30 mM) y clor-
promazina (10 uM) (Sanofi-Aventis Gentilly, France). En la tabla 2 se detallan los blan-
cos de accion de cada inhibidor.

La viabilidad celular, luego del tratamiento con los inhibidores, se determino
utilizando ioduro de propidio (IP) (concentracion final 20 uM) (Thermo Fisher, Walt-

ham MA, USA). Los analisis de citometria de flujo fueron realizados un citometro
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FACSCalibur (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA). Para cada muestra se mi-

di6 la fluorescencia verde (FL1) y roja (FL2) de 10.000 eventos.

Tabla 2.2. Inhibidores de endocitosis

Inhibidor via endocitica Mecanismo

wortmanina macropinocitosis  Inhibidor de la fosfatidilinositol 3-kinasa.

. . ... Impide la la polimerizacion y elongacion de fi-
citocalasina D macropinocitosis .
lamentos de actina.
metil B ciclodex- Extrae colesterol de la membrana plasmatica
caveolas

trina de forma reversible.
Modifica las propiedades de los dominios ricos

nistatina caveolas

en colesterol.
- Causa una disrupcion local de la red de actina,

genisteina caveolas L . L
impidiendo el reclutamiento de la dinamina Il.
Transloca clatrinas y a su receptor desde la

clorpromazina clatrinas membrana plasmatica a vesiculas intracelula-
res

NH.CI clatrinas Evita la acidificacién de los endosomas

2.2.7 Localizacion intracelular de liposomas.

El destino intracelular de los liposomas en células eucariotas se estudio por
microscopia confocal. Las células HEK-293 se crecieron sobre cubreobjetos de vidrio
(Assistent, GlaswarenfabrikKG, Sondheim, Germany) para su posterior observacion al
microscopio. Se utilizaron moléculas fluorescentes trazadoras, cuyas vias de endoci-
tosis se conocen, junto con los liposomas marcados con calceina, evaluando conjun-
tamente su localizacién intracelular para determinar las vias de endocitosis emplea-
das. Se empleé transferrina marcada con Alexa 596 (Invitrogen, Eugene OR, USA) que

ingresa a la célula por la via dependiente de clatrinas y alboimina marcada con Alexa
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647 (Invitrogen, Eugene OR, USA) que ingresa a la célula por la via de caveolas. Tam-
bién se utilizé la sonda Lysotracker DND-99 que marca compartimentos intracelula-
res acidos.

En el ensayo, las células eucariotas se lavaron 2 veces con buffer PBS, y se in-
cubaron durante 30 min en DMEM base conteniendo los liposomas fluorescentes y
el marcador de endocitosis a estudiar: transferrina Alexa 596 (10 ug/mL) o albumina
Alexa 647 (30 ug/mL). A su vez, para evaluar la localizacion de los liposomas en com-
partimentos intracelulares acidos se anadio LysoTracker DND-99 10 uM (Molecular
Probes, Oregon, USA) por 30 min a 37 °C. Luego de la incubacion los cubre objetos
se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con una solucién de paraformaldehido 3 %
p/v en buffer PBS. A continuacién, se colocaron los vidrios en portaobjetos con me-
dio de montaje que previene la pérdida de fluorescencia (SlowFade Gold Antifade
Mountant Thermofisher, EEUU). Las imagenes confocales fueron tomadas usando un
microscopio confocal Leica (LEICA TCS SP5, Leica Microscopy Systems Ltd.CH
Heerbrugg, Switzerland). El analisis de las imagenes se realizé usando el software

Leica Application Suite X (Leica Microsystems) y Fiji — ImageJ (NIH, USA).

2.2.8 Ensayos de estabilidad.

Los liposomas pueden ser utilizados para evaluar la estabilidad de las membra-
nas ante condiciones de estrés como son la congelacién y el secado. Teniendo en
cuenta estos objetivos se estudié la estabilidad de los liposomas formulados con
lecitina y con los lipidos bacterianos. Asi mismo se evalu¢ el efecto del agregado de
trehalosa como crioprotector en las formulaciones usadas.

Para estos ensayos se formularon liposomas fluorescentes con y sin criopro-
tector, resuspendiendo los films lipidicos en buffer HEPES 100 mM pH=7 con o sin
el agregado de trehalosa (250 mM ). Los liposomas se conservaron durante 28 dias
refrigerados a 4 °C, congelados a —80 °C o liofilizados. La liofilizacion se llevo a cabo
a —50 °C y 0,04 mbar de presion en un liofilizador Heto FD4 (Heto Lab Equipment,

Denmark), partiendo de liposomas que fueron previamente almacenados a —80 °C

66



por 48 h. Pasado el tiempo de almacenamiento, se evaluo la estabilidad de las for-
mulaciones y la capacidad de internalizacion de los liposomas por las células epite-

liales y fagociticas

2.2 9 Analisis estadistico

Los analisis de la varianza (ANOVA) se realizaron usando el programa GraphPad
Prism 8 (GraphPad Software, EEUU). La comparacion de las medias se realizé por el
método de Tukey, considerando como estadisticamente significativa la diferencia

cuando p < 0,05.

2.3 Resultados
2.3.1 Estabilidad de liposomas.

Se evaluo la estabilidad de los liposomas formulados con los lipidos de la cepa
CIDCA 133y el polimero CHO-PDMAEMA, utilizando liposomas fluorescentes carga-
dos de calceina con diferentes relaciones molares del polimero. La liberacion de la
calceina refleja el aumento de permeabilidad del liposoma y pérdida de su estabili-
dad.

En la Figura 2.2A se muestran los resultados de los ensayos de liberacion de
calceina realizados a 37 °Cy pH 7. La incorporacion del polimero a las formulaciones
estabilizé fuertemente a los liposomas. Los liposomas sin polimero liberaron el 60 %
de su contenido en los primeros 10 minutos. Los liposomas formulados con el poli-
mero solo tuvieron una liberacidn significativa de su contenido después de 200 min
de incubacién. A tiempos prolongados (240 min) la formulacién CIDCA133PD10 con
un 10 % de polimero resulté ser mas estable con un 8 % de liberacién de calceina
frente a la CIDCA133PD5, con 5 % de polimero, que liberé un 25 % de la calceina.

Se observo ademas que la estabilidad de los liposomas resultd depender fuer-
temente del pH (Figura 2.2 B). En concordancia con la Figura 2.2A los liposomas sin
el agregado del polimero, liberaron el 60 % de su contenido a pH=7 luego de 20 min

de incubacion. A pH acidos estos liposomas fueron desestabilizandose gradualmente
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hasta la liberacion total de su contenido a pH=3. Los liposomas sin el polimero, mos-
traron un aumento de la estabilidad con el aumento del pH. Por otra parte a las
formulaciones con el polimero (CIDCA133PD5 y CIDCA133PD10, fueron mas estables
con respecto a los liposomas que sélo contenian los lipidos bacterianos a pH 7. Los
entornos acidos o alcalinos determinaron una desestabilizacion de los liposomas con
el polimero siendo muy notable la abrupta liberacion de calceina cuando el pH pasé

de 7 a 6. Este comportamiento es atribuible al cambio de conformacién del CHO-
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Figura 2.2 Perfiles de liberacion de calceina de complejos polimero/liposomas preparados con lipi-
dos extraidos de Lactobacillus delbrueckii subsp. /actis CIDCA 133 y diferentes concentraciones de
CHO-PDMAEMA: CIDCA133 (C), CIDCA133PD5 (!) y CIDCA133 PD10 (B). (A) cinética de liberacién
de calceina a 37 °Cy pH=7,0. (B) liberacion de calceina a diferentes pHs luego de 20 min de incu-
bacién a 37 °C. Cada resultado representa la media + la desviacion estandar de un experimento
representativo n=3.

PDMAEMA, que ocurre a pH 6 aproximadamente, desestabilizando en forma

drastica al liposoma. Considerando la relevancia bioldgica de estas observaciones
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si bien el pH fisiolégico es de 7, pueden existir intracelularmente entornos leve-
mente acidos de pH=6-6,5 en lisosomas tempranos o fuertemente acidos (pH=4)
como los fagolisosomas. Por lo tanto, estudiar el comportamiento de los liposo-
mas a estos pH reviste especial interés en el caso de su incorporacion por una via
endocitica. Por otra parte los pH alcalinos no son frecuentes a nivel intracelular,
aunque si en el entorno intestinal.

Los liposomas formulados con lecitina tuvieron un comportamiento seme-
jante a los liposomas formulados con los lipidos bacterianos En efecto, los liposo-
mas LECPD10 y LECPD5 resultaron ser mas estables a pH=7 que los lipososomas
de lecitina sola (LEC) y mostraron un perfil de estabilidad a diferentes pH compa-
rables a los que se obtuvieron con los lipidos bacterianos (Alves et a/, 2013) (datos

no mostrados).

2.3.2 Estabilidad en suero

En la Figura 2.3 se muestran los resultados de los ensayos de estabilidad de las
diferentes formulaciones de liposomas en presencia de suero fetal bovino. Los lipo-
somas formulados con los lipidos de las bacterias resultaron ser mas estables que
los que contenian lecitina en todas las concentraciones de suero ensayadas. Las cur-
vas de las cinéticas de liberacion de calceina de las formulaciones CIDCA133 y
CIDCA133PD10 mostraron una forma diferente a la observada con las formulaciones
con lecitina LEC y LECPD10 con una liberacion lenta del fluoroforo. Esta forma en las
curvas de liberacion de calceina podria indicar que, para ser desestabilizados, los
liposomas CIDCA133 y CIDCA133PD10, necesitan de una interaccion distinta con los
componentes del suero que los formulados con lecitina. Si comparamos globalmente
las formulaciones, el agregado del polimero dio lugar a una disminucién de la esta-
bilidad frente al suero respecto a las preparaciones sin polimero formuladas tanto

con lecitina como con lipidos bacterianos.
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Figura 2.3. Cinética de liberacion de calceina de liposomas en presencia de suero fetal bovino. Los
liposomas fueron incubados a 37 °C en medio DMEM con diferentes porcentajes de suero fetal
bovino. 100% ("), 50% (%), 25% (=) y 0% ($). Cada resultado representa la media + la desviacion
estandar de un experimento representativo n=3.

2.3.3 Endocitosis de liposomas.

Durante los ensayos de estabilidad se evalud el comportamiento de los liposo-
mas formulados con lipidos de la cepa CIDCA 133 con o sin el agregado de CHO-
PDMAEMA y se lo comparé con liposomas control de LC en diferentes condiciones
de pH y concentraciones de suero. Un punto central de nuestro interés fue determi-
nar coOmo interaccionan estos liposomas con las células eucariotas. Para ello se eva-
lud la incorporacion a diferentes lineas celulares de liposomas marcados y sus posi-
bles vias de internalizacion.

En primer lugar, se evaluo la incorporacion en células HEK293 de los liposomas
de lecitina cargados de calceina con y sin el agregado del polimero CHO-PDMAEMA

La cuantificacion se realizé por citometria de flujo y por microscopia confocal
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En la Figura 2.4A se puede observar la incorporacion de los liposomas cuando
las células se incubaron a 37 °C y a 4 °C. Se utilizaron estas dos temperaturas a fin
de investigar si la incorporacion de los liposomas obedece a un proceso activo por
parte de las células eucariotas. Los liposomas formulados sin el polimero no fueron
incorporados a las células a ninguna de las temperaturas de incubacion, no habiendo
diferencia en la fluorescencia con las células control. El agregado del polimero CHO-
PDMAEMA a los liposomas de lecitina aumento significativamente su incorporacion

a las células.

E 5&- LE LK 1

18

[1-]

£ A0

=

E Je

&

g ’I} A A

= <07

&

T

E l&"“—l

E H' T T
Y
R ST SR G
S L F v
£
X

Figura 2.4 Internalizacién de liposomas de lecitina con y sin CHO-PDMAEMA en células HEK-293.
La internalizacion se expresa como la mediana de la intensidad de la fluorescencia verde (FL1) ob-
tenidos por citometria. (%) LECPD10, (%) LEC, (C) células control sin liposomas. Las células fueron
incubadas durante 30 min con los liposomas a 4 °C o 37 °C. Los asteriscos indican una diferencia
significativa con respecto al control: **p < 0,05; **** p < 0,001 ,Tukey.

Dado que los liposomas sin el polimero no son incorporados por las células,
solo se pudo evaluar la condicion de diferentes temperaturas con los liposomas con-
teniendo el polimero. Se observé que hubo una disminucion significativa en la in-
corporacion de los liposomas cuando las células son incubadas a 4 °C. Estos resulta-
dos indicarian que el mecanismo implicado en su internalizacion a la célula es un

mecanismo activo que requiere de gasto de energia. A 4°C el metabolismo celular se
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encuentra disminuido por lo que los mecanismos que involucren un gasto energético
se veran afectados.

En la Figura 2.5 se muestran fotos representativas de los ensayos de adhesion
e internalizacion de liposomas en las células eucarioticas. Se puede observar la dife-
rencia en la internalizacién que presentan las formulaciones LEC y LECPD10, siendo
mayor la incorporacion para la formulacion que contiene el polimero. Estos resulta-

dos concuerdan con los obtenidos por citometria de flujo (Figura 2.4).

Figura 2.5. Microfotografias de células HEK-293 tomadas por microscopia confocal, correspondien-
tes a las imagenes superpuestas de los canales de fluorescencia verde (liposomas cargados de
calceina) y luz visible. Las células fueron incubadas 30 min con liposomas de lecitina o liposomas
de lecitina con CHO-PDMAEMA a 37°C. Las flechas indican la localizacion de los liposomas carga-
dos de calceina. Se muestra la proyeccion en z (0,3 um de plano confocal). Pinhole 1 A.U.

En los ensayos con las formulaciones de liposomas CIDCA133 y CIDCA133PD10
se obtuvieron resultados comparables con los formulados con lecitina (LEC vy
LECPD10). La formulacion CIDCA133PD10 mostré ser internalizada en mayor medida
que los liposomas sin el polimero. Los liposomas desnudos formulados con los lipi-
dos de la cepa CIDCA 133 tuvieron una incorporacidon muy baja por las células (Figura
2.6),
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Figura 2.6. Internalizacion de liposomas de la cepa CIDCA133 con y sin CHO-PDMAEMA en células
HEK-293. La internalizacidn se expresa como la mediana de la intensidad de la fluorescencia verde
(FL1) obtenidos por citometria. (%) CIDCA133PD10, (%) CIDCA133, (C) células control sin liposomas.
Las células fueron incubadas durante 30 min con los liposomas a 37 °C. Se realizé un analisis de
varianza ANOVA, los asteriscos indican una diferencia significativa con respecto al control: **** p <
0,0001, Tukey.

Con el fin de determinar el mecanismo por el que los liposomas ingresan a las
células se realizaron ensayos utilizando inhibidores de las diferentes vias de endoci-
tosis. En estos ensayos se utilizaron las formulaciones de liposomas con 10 % de
CHO-PDMAEMA, con lecitina o con lipidos bacterianos de la cepa CIDCA 133 ya que
fueron los que presentaron mejor incorporacién. En la Figura 2.7 se muestran los

resultados obtenidos.
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Figura 2.7 Efecto de inhibidores de endocitosis en la incorporacion de liposomas en células HEK
293. La cuantificacion se realizd por citometria de flujo. La internalizacion se expresa como la media
de la intensidad de la fluorescencia verde (FL1). (A) Liposomas formulados con lecitina y CHO-
PDMAEMA,; (B) liposomas formulados con lipidos de la cepa CIDCA 133 y CHO-PDMAEMA. La barra
gris corresponde las células incubadas con los liposomas sin inhibidores. Las células fueron prein-
cubadas con los inhibidores por 60 min y luego con los liposomas correspondientes por 30 min.
Los asteriscos indican una diferencia significativa con respecto al control: *** p < 0,001; ** p < 0,01;
* p < 0,05, Tukey.
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Para ambas formulaciones se observd una disminucién significativa (p < 0,05)
en la internalizacién respecto al control cuando se utilizaron inhibidores de la via
endocitica mediada por caveolas (genisteina, nistatina y metil B ciclodextrina), mien-
tras que la internalizacion no se vio afectada cuando se utilizaron inhibidores de la
via dependiente de clatrinas (NH4Cl, clorpromazina), ni por los inhibidores de la ma-
cropinocitosis (wortmanina, citocalasina D). Estos resultados indicarian que las for-
mulaciones de liposomas ingresarian a las células por la via de caveolas, via que di-
rige las estructuras internalizadas hacia compartimentos intracelulares no degrada-
tivos.

Para descartar que las diferencias encontradas en los ensayos anteriores se de-
ban a un dafo celular provocado por los tratamientos con los inhibidores se evalu6
la viabilidad de las células con ioduro de propidio, los resultados se muestran en la
Figura 2.8.
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Figura 2.8. Viabilidad de las células tratadas con inhibidores de endocitosis. El grafico muestra el

porcentaje de células ioduro de propidio positivas luego de ser incubadas con inhibidores de en-
docitosis durante 60 min y con liposomas durante 30 min.
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No hubo un aumento significativo del porcentaje de células IP positivas entre
las células tratadas con los inhibidores y las células control sin tratar, indicando que
los tratamientos con inhibidores no afectaron la viabilidad de las células en relacién

a los controles no tratados.

2.3.4 Localizacion intracelular.

La localizacion intracelular de los liposomas fluorescentes se estudié por mi-
croscopia confocal.

El objetivo de los ensayos fue determinar a qué tipo de compartimento intra-
celular se dirigian los liposomas internalizados. Para esto se utilizaron proteinas mar-
cadas con fluorocromos que permiten seqguir las vesiculas a través de diferentes vias
endociticas. Se emple¢ transferrina para la via de clatrinas y albdimina para la via de
caveolas. Se utilizd, a su vez, la sonda Lysotracker que marca compartimentos intra-
celulares de bajo pH (lisosomas).

Las células se coincubaron con los liposomas y se realiz6 el analisis de imagenes
de microscopia confocal. En la Figura 2.10 podemos observar colocalizacién de los
liposomas con la albumina marcada (Figura 2.10 C, Figura 2.11), lo que es compatible
con una internalizacion mediante la via endocitica de caveolas. También se observa
que no existe colocalizacién de los liposomas con la sonda Lysotracker o con la trans-
ferrina esto indicaria que la vesiculas no son dirigidas hacia compartimentos acidos,
ni ingresarian por la via de las clatrinas. Estos resultados concuerdan con los obteni-
dos previamente por citometria (Figura 2.7) indicando que la internalizacién de los

liposomas es compatible con una via no degradativa tal como la via de caveolas.
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Figura 2.9. Interaccion de células HEK-293 con liposomas de lecitina y CHO-PDMAEMA
(LECPD10). Las células fueron incubadas por 30 min con liposomas cargados de calceina. (a) Lyso-
tracker. (b) transferrina (c) albumina. El canal verde corresponde a los liposomas cargados de cal-
ceina el canal rojo a los marcadores lysotracker, transferrina o albumina. Las flechas blancas indican
liposomas colocalizando con los marcadores. Las barras marcan una distancia de 10um. Las ima-
genes corresponden a un corte en z de 0,3um de seccion. Pinhole 1AU.

78



Figura 2.10. Microscopia confocal de células HEK-293 incubadas con liposomas de lecitina y
CHO-PDMAEMA (LECPD10) en presencia de albumina marcada. Las células fueron incubadas
por 30 min con liposomas cargados de calceina. El canal verde corresponde a los liposomas carga-
dos de calceina, el canal rojo a albumina albumina marcada. Las regiones amarillas indican liposo-
mas colocalizando con el marcador. La barra blanca marca una distancia de 10 ym. Las imagenes
corresponden a un corte en z de 0,3um de seccion. Pinhole 1AU.
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2.3.5 Ensayos de conservacion

Las diferentes formulaciones de liposomas se sometieron a distintos procesos
de conservacion (refrigeracion a 4°C, congelacién a -80°C y liofilizacion) y se evalué
su estabilidad en el tiempo. Los liposomas cargados con calceina, se almacenaron
durante 28 dias a 4 °C, — 80 °C o, en el caso de liposomas liofilizados, a 4°C. La esta-
bilidad evalué mediante medidas de liberacion de calceina luego de 2 h de incuba-
cion a 37°C. En estos experimentos los liposomas formulados con los lipidos de lac-
tobacilos se compararon con liposomas formados con lecitina, a fin de evidenciar el
efecto de la composicién en la estabilidad de los liposomas. También se evalu6 el
efecto de la inclusion del azucar trehalosa como crioprotector en las formulaciones.

En la Figura 2.12 se muestran los resultados obtenidos. Las formulaciones con
lipidos bacterianos y con lecitina colocados a 4 °C y a -80 °C mostraron ser muy
estables. En estas condiciones los liposomas CIDCA133PD5, CIDCA133PD10 y
LECPDS liberaron menos de 20 % de la calceina total, sélo la formulacion con lecitina
LECPD10 fue menos estable liberando un 40 % de la calceinaa 4 °Cy 60 % a -80 °C.
La trehalosa mostré un efecto positivo para la estabilidad de la formulacion LECPD10.

El proceso de liofilizacion produjo un efecto muy adverso para la estabilidad de
todas las formulaciones ensayadas. Los liposomas liofilizados resultaron ser los me-
nos estables luego de su reconstitucion. En efecto, se observé una liberacion de cal-
ceina del 70 % en las formulaciones con lipidos bacterianos sin encontrarse diferen-
cias significativas entre CIDCA133PD5 y CIDCA133PD10. Para el caso de las formula-
ciones con lecitina (LECPD5 y LECPD10) liofilizadas, la liberacion de calceina fue aun
mayor llegando al 90 %. La presencia de trehalosa tuvo un efecto estabilizante de los
liposomas liofilizados LECPD5 y LECPD10 obteniéndose un porcentaje de liberacion
de calceina de 60 %, (comparable a los obtenidos con las formulaciones con lipidos
de la cepa CIDCA 133). Este efecto estabilizante del disacarido no se observo para
los liposomas formulados con lipidos bacterianos. Esta diferencia puede deberse a
que, en las formulaciones con lipidos bacterianos, los azucares de los glicolipidos
podrian estar cumpliendo una funcién estabilizadora y el agregado de trehalosa no

tendria un efecto adicional.
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Figura 2.11. Liberacién de calceina de liposomas luego de 7 dias de almacenamiento a 4°C, —80 °C
y liofilizados. (A) liposomas formulados con lipidos extraidos de Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis CIDCA 133 y (B) liposomas formulados con lecitina. Cada resultado representa la media +
desviacion estandar. Las diferentes letras (a, b, ¢ y d) indican diferencias significativas con P<0,05,
Tukey
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Se estudidé también la endocitosis en células epiteliales y fagociticas de las for-
mulaciones de los liposomas CIDCA133PD5 y CIDCA133PD10 luego de los diferentes
procesos de almacenamiento. Los resultados se muestran en la Figura 2.13. Las for-
mulaciones almacenadas a 4 °C y a =80 °C tuvieron una mejor incorporacion a las
células que los liposomas liofilizados. El agregado de trehalosa en general mejoré la
internalizacion de los liposomas tanto en células epiteliales, como en las células fa-
gociticas, lo que podria deberse al estado de conservacion de los mismos al mo-
mento del ensayo. La mayor diferencia se registré entre las formulaciones LECPD5 y
LECPD5tre. Se observé una correlacion entre la estabilidad de la formulaciones luego
de su almacenamiento y su incorporacion en células eucariotas, encontrandose ma-
yores porcentajes de incorporacion de liposomas con las formulaciones mas esta-

bles.
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Figura 2.12. Incorporacién de liposomas formulados con los lipidos de la cepa CIDCA 133 en células
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2.4 Discusion

En este capitulo se estudiaron en mayor profundidad las caracteristicas de los
liposomas formados con lipidos extraidos de la cepa de lactobacilos CIDCA 133 y se
compararon con los formulados con lecitina. A su vez se evaluaron las propiedades
de estos liposomas luego de la incorporacion del polimero CHO-PDMAEMA.

Tanto las formulaciones de liposomas que contenian los lipidos bacterianos
como los que contenian lecitina resultaron ser mas estables hacia pH alcalinos des-
estabilizandose hacia pH acidos hasta liberar su contenido completamente a pH= 3.
El agregado del polimero PDMAEMA estabilizd las formulaciones de liposomas a
pH=7 y al mismo tiempo les otorgd una mayor sensibilidad a los cambios de pH,
debido a los cambios conformacionales que sufre el polimero cuando se encuentra
a pH acidos, esta cualidad podria ser relevante para la liberacion del contenido de
los liposomas en compartimentos intracelulares acidos.

Los liposomas que contenian lipidos bacterianos fueron mas estables en pre-
sencia de los componentes de suero fetal bovino, comparadas con los liposomas de
lecitina. Al mismo tiempo las formulaciones con PDMAEMA resultaron menos esta-
bles que las formulaciones sin polimero al incubarlos en presencia de suero fetal
bovino. Los componentes del suero que podrian ser importantes para la estabilidad
de liposomas son variados y podrian estar interviniendo de diferente manera en las
distintas formulaciones de liposomas. Por ejemplo, se ha encontrado que las protei-
nas de suero, en general, interaccionan con liposomas modificando su estabilidad
(Wolfram et al, 2014). En lo que respecta a las proteinas del sistema de comple-
mento, debe tenerse en cuenta que los experimentos se realizaron con suero normal
(no inactivado) lo cual sugiere que al menos parte de los componentes del sistema
de complemento podrian tener participacién (Devine y Bradley, 1998).

El tamafio de las particulas, que modificaria las interacciones con los compo-
nentes del suero también podria de influir directamente sobre la estabilidad
(Aggarwal et al, 2009). En efecto los liposomas que contienen lipidos bacterianos
son de menor tamaino que las formulaciones con lecitina (110,6 £ 0,4 nm vs 198.7 +

1,8 nm respectivamente) (Alves et a/, 2013, 2014), Este hecho podria explicar parte
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de las diferencias observadas ya que los liposomas mas pequefios como los formu-
lados con lipidos bacterianos tienen una superficie con una mayor curvatura lo que
desfavoreceria la interaccién con las proteinas del suero (Aggarwal et a/, 2009). Aun-
que el panorama es complejo y no ha sido objetivo de este trabajo de tesis dilucidar
los mecanismos involucrados, es importante destacar que la composicion de los li-
posomas y la inclusion de lipidos bacterianos en su formulacion han demostrado ser
relevantes para la estabilidad aun en presencia de un entorno complejo en medios
de suspension con suero.

El efecto de la composicion sobre la estabilidad también se evidencio en los
estudios de congelacion/descongelacion deshidratacion/rehidratacion. Los liposo-
mas de lipidos bacterianos fueron mas estables que los formulados con lecitina. Esto
puede explicarse por la alta relacion molar azucar:lipido en la composicién de los
liposomas bacterianos. Se sabe que en la composicion de la membrana de la cepa
CIDCA 133 hay una alta proporcion de glicolipidos, con una relacién 11:1 azdcar:li-
pido (Gomez Zavaglia, Disalvo y De Antoni, 2000). Se ha encontrado que relaciones
azucar/lipido elevadas pueden evitar la fusién y agregacion de liposomas durante el
proceso de deshidratacion y rehidratacion (Zhang et al. 2005). Un efecto similar se
observo al agregar trehalosa en las formulaciones de lecitina. En general el porcen-
taje de polimero no afecto la estabilidad de las formulaciones de liposomas de ma-
nera clara durante la congelacion o la deshidratacion.

Los ensayos de endocitosis realizados mostraron que los liposomas se interna-
lizaban en las células eucariotas por una mecanismo activo. Estos resultados estan
en consonancia con trabajos previos que indican que los liposomas se incorporan
preferentemente a las células por mecanismos activos y no por fusiéon (Bajoria,
Sooranna y Contractor, 1997; Simdes et al, 2001). Se sabe también que el polimero
PDMAEMA puede ser incorporado activamente a las células por endocitosis (Jones,
Poniris, y Wilson 2004). La incorporacion del PDMAEMA mejor6 notablemente la in-
teraccion de los liposomas tanto de lecitina como los formulados con lipidos bacte-
rianos con las células eucariotas aumentando su internalizacion. El agregado de

PDMAEMA a las formulaciones de liposomas les otorga una carga superficial positiva
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(Alves et al, 2013, 2014) que favoreceria la interaccion con las membranas celulares
de carga negativa, aumentando su internalizacion.

El estudio de las vias de endocitosis y los ensayos de localizacion intracelular
permitieron determinar que los liposomas formulados con PDMAEMA ingresan a las
células por la via endocitica de caveolas. Como ya se menciond esta es una via de
endocitosis no degradativa que transporta sustancias directamente a reticulo endo-
plasmatico o al aparato de Golgi sin pasar por compartimentos lisosomales lo cual
favoreceria la preservacion del contenido transportado por el liposoma. La internali-
zaciéon por esta via es altamente deseada en el caso del uso de liposomas para el
delivery de compuestos bioactivos (Wang et al. 2011). El destino intracelular de los
liposomas no se vio afectado por la composicion lipidica de las formulaciones, ob-
teniéndose resultados similares tanto con los liposomas formulados con lecitina
como los formulados con los lipidos bacterianos.

A partir de los ensayos a diferentes temperaturas de refrigeracion y de liofili-
zacion se encontrd una correlacion entre la eficiencia de incorporacion de los lipo-
somas en las células y la estabilidad de las formulaciones de liposomas; siendo los
liposomas mejor preservados los que se incorporaron en mayor proporcion.

Los liposomas son modelos para el estudio tanto del delivery de sustancias
bioactivas como de las vesiculas naturalmente formadas por las bacterias (MVs). Las
MVs median multiples respuestas entre las bacterias y las células del hospedador y
su estudio puede ser importante para entender parte de los mecanismos subyacen-
tes al efecto probiotico (Al-Nedawi et al, 2015). Los liposomas formulados con los
lipidos de la cepa CIDCA 133 fueron muy estables en suero y a pH 7 lo que indicaria
que podrian permanecer intactos por un largo tiempo y mediar respuestas distantes
desde su origen. También fueron resistentes ante condiciones de stress osmotico por
deprivacién de agua. En conjunto estas propiedades revelan la gran estabilidad de
estos liposomas, que estaria asociada a su composicién lipidica. La incorporacién del
polimero PDMAEMA aumento la adhesion e incorporacion a células eucariotas y au-
mento la sensibilidad a los cambios de pH. La adquisicién de estas propiedades po-

dria convertir a los liposomas formulados con los lipidos bacterianos en buenos can-
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didatos para desarrollar sistemas de delivery. Las bacterias tienen diferente compo-
sicion lipidica en su membrana lo cual influye en la forma de interaccién con com-
ponentes del sistema inmune del hospedador como las defensinas. Los sistemas mo-
delo utilizados demostraron que esta composicion es altamente relevante para ex-
plicar propiedades fisicoquimicas y la interaccién con células eucariotas. Aunque es-
tos modelos simplificados no contemplan la totalidad de los elementos estructurales
bacterianos involucrados en la interaccion con el hospedador, la existencia de vesi-
culas formadas con lipidos de las membranas bacterianas demostrada en numerosas
especies de bacterias tanto gramnegativas como grampositivas, entre las que se in-
cluyen las del genero Lactobacillus (Al-Nedawi et al, 2015; Jan, 2017; Rubio et al,
2017; Toyofuku, Nomura y Eberl, 2019), sugiere que son factibles interacciones de
lipidos bacterianos directamente con las células del hospedador. Este panorama po-
tencia la relevancia de los estudios con liposomas modelo para contribuir a la com-

prension de la interaccion de los microorganismos con el hospedador.
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Capitulo 3:

Interaccion de lactobacilos de las cepas
CIDCA 133 y CIDCA 331 con células
epiteliales intestinales en modelos /n vitro.
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3.7 Introduccion

La microbiota intestinal tiene un impacto trascendental en el desarrollo del sis-
tema inmune y su regulacion, en la obtencion de metabolitos esenciales para el hos-
pedador, la modificacién de los nutrientes y los farmacos administrados. Asimismo
las células de la mucosa intestinal controlan y modelan la microbiota por diferentes
mecanismos fisicos y quimicos. La microbiota tiende a generar una respuesta tole-
rogénica en el hospedador lo cual se logra a partir del establecimiento de una inter-
relacion dinamica. Los microorganismos probidticos constituyen parte de esta mi-
crobiota y para poder colonizar el ambito intestinal necesitan sobrevivir tanto a los
procesos digestivos, como a las barreras naturales que se les presentan. En este sen-
tido, en el capitulo 1 se observo que la cepa CIDCA 133 era capaz de resistir la accion
bactericida de ciertos AMPs, mientras que la cepa CIDCA 331 se mostro altamente
susceptible. La diferencia en sensibilidad frente a péptidos antimicrobianos de las
cepas CIDCA 133 y CIDCA 331 podria influir en la supervivencia y la colonizaciéon del
intestino, asimismo podria extenderse también a una respuesta diferencial de las cé-
lulas en contacto con los lactobacilos, constituyendo capacidades probiéticas distin-
tivas de las cepas.

Un aspecto clave de la interaccion entre los microorganismos comensales y las
células del epitelio intestinal es la unidon de los receptores celulares con diferentes
ligandos que se encuentran en los microorganismos. Los mencionados receptores
reconocen patrones moleculares conservados en diferentes grupos de microorga-
nismos (PRRs, pattern recognition receptors, en inglés), acoplandose a vias de sefia-
lizacion intracelular que determinan la expresion de diferentes citoquinas, quimoqui-
nas y péptidos antimicrobianos. A nivel intestinal, los enterocitos integran las sefiales

de los diferentes PRRs registrando su entorno y pueden regular la respuesta inmune
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aumentando la actividad de macréfagos y células NK'y /o modificando la secrecion
de citoquinas; siendo actores claves en la respuesta tolerogénica o no ante los mi-
croorganismos (Wang et al. 2019).

Entre los PRRs de los enterocitos, se encuentran los receptores de tipo Toll (TLR,
Toll like receptor, en inglés) y los receptores de tipo NOD (NLR, nucleotide binding
oligomerization domains like receptor, en inglés). Estos receptores reconocen patro-
nes moleculares ampliamente conservados tanto en microorganismos patdégenos
como comensales y también pertenecientes a moléculas enddgenas que funcionan
como sefales de dano celular (Yu, Wang y Chen, 2010; Satoh y Akira, 2016).

Los TLRs son receptores transmembrana que se encuentran tanto en la super-
ficie exterior de las células (TLR1, 2, 3, 4, 5, 6) como en vesiculas intracelulares (TLR3,
7, 8, 9). Estos receptores pueden reconocer moléculas de naturaleza muy variada,
entre las que se encuentran acidos nucleicos, lipidos, oligosacaridos y proteinas; cada
tipo de TLR puede, ademas, reconocer mas de un tipo de ligando. Ejemplos de li-
gandos de los receptores TLR son: el lipopolisacarido (LPS) de bacterias Gram nega-
tivas reconocido por TLR4, la flagelina reconocida por el TLR5, el peptidoglicano y el
acido lipoteicoico reconocidos por el TLR2 (Froy, 2005; Zeuthen, Fink y Fragkieer, 2008;
Van Bergenhenegouwen et al, 2014).

Los receptores NLRs comprenden una amplia familia de receptores, con 23 re-
ceptores descriptos en humanos que poseen un dominio conservado de unién a
nucledtidos y un dominio rico en leucina (Kingeter y Lin, 2012). En el epitelio intesti-
nal podemos encontrar a los receptores NOD-1 y NOD-2 pertenecientes a esta fa-
milia. Estos son receptores intracelulares y tipicamente reconocen al acido y-D-glu-
tamil-mesodiaminopimélico presente en el peptidoglicano de bacterias Gram nega-
tivas (NOD-1) y muramildipéptido que es un péptido presente en la estructura del
peptidoglicano (receptores NOD-2) (Wollny et a/, 2018).

El ambiente intestinal presenta diversas barreras quimicas a las cuales la micro-
biota debe resistir a fin de colonizarlo. Entre ellas juegan un rol esencial las defensi-
nas. Las defensinas expresadas a nivel intestinal humano son: las a defensinas HD-5,
HD6 producidas por las células de Paneth, y las B defensinas hBD1, hBD2 y hBD3
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producidas por los enterocitos. Las defensinas cumplen multiples roles en la res-
puesta inmune innata y adaptativa que van mas alla de su actividad antimicrobiana.
En este sentido se sabe que las defensinas poseen actividad quimioatractante de
células inmunes. Por ejemplo la B defensina humana 2 (hDB2) y la B defensina hu-
mana 3 (hBD3) son respectivamente quimioatractantes de mastocitos y macréfagos
(Hazlett y Wu, 2011). Estas defensinas funcionan también como moduladores de la
respuesta inmune en un contexto inflamatorio intestinal, colaborando con la protec-
cion de los enterocitos al promover la secrecion de mucus y disminuir la expresion
de enzimas formadoras de radicales libres como iNOS (sintasa inducible de oxido
nitroso) y COX-2 (ciclooxigenasa 2) (Han et a/, 2015; Meade y O'Farrelly, 2019). En
cuanto a la respuesta adaptativa se encontrd que pueden amplificar la respuesta in-
mune, induciendo citoquinas proinflamatorias como IL-6 e IL-8 en monocitos que
promueven la actividad y respuesta de los linfocitos T (Boniotto et a/, 2006).

Esta multifuncionalidad de las B defensinas, observada en los organismos su-
periores, resulta de suma importancia en el control de la diversidad y distribucién de
las poblaciones microbianas de la microbiota. Por esto Meade y O’Farrelly ubican a
estos péptidos en el centro del balance en la relacion e intercomunicacién entre la
microbiota y el hospedador, denominandolos los “granjeros” del microbioma (Meade
y O’Farrelly, 2019). De hecho , numerosos casos de disbiosis (desbalance de las po-
blaciones microbianas de la microbiota) se deben a una expresién alterada de B de-
fensinas fendmeno que también se observa en enfermedades gastrointestinales
como la enfermedad inflamatoria intestinal (IBD, en inglés) o la enfermedad de Crohn
(Aldhous, Noble y Satsangi, 2009).

Si bien en el ambiente intestinal se encuentran presentes distintas defensinas,
nuestros estudios se focalizaron en las B defensinas producidas por los enterocitos
(hBD1 y hBD2) En particular, la B defensina 2 (hBD2), de naturaleza inducible, pre-
sentd mayor diferencia en la actividad antimicrobiana frente a los lactobacilos (Alves
<i>et al.</i>, 2013)(Alves <i>et al.</i>, 2013)(Hugo, De Antoni, y Pérez 2010; Alves
et al. 2013).

La regulacion de la expresion de hBD2 en el epitelio intestinal se encuentra
mediada por receptores tipo Toll como el TLR2, TLR3 TLR4, TLR5, TLR6, TLR9, los
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receptores NOD y también los receptores de TNF-a, IL-1 e IL-17 entre otros. Por la
accion de estos receptores se activan las cascadas de sefalizacion de las proteinqui-
nasas activadas por mitégenos (MAPK, mitogen-activated protein kinase, en inglés)
y la activacion de la via de NF-kB (nuclear factor kappa B, en inglés) que regulan la
expresion de hBD2 a nivel transcripcional. La via de las MAPK incluye distintos inter-
mediarios como las proteinas p38 MAPK, ERK (extracellular signal requlated kinase)
y INK (c-Jun N-terminal kinase), que derivan en la activacion, de los factores de trans-
cripcion AP-1 (activator protein-1, en inglés), uniéndose al promotor del gen de hBD2
aumentando su expresion. Por otra parte, la via de sefalizacion por NF-kB implica la
activacion de los factores de transcripcion de la familia de NF-kB que se encuentran
secuestrados en el citosol unidos a las proteinas inhibitorias IkB. Cuando se activa
esta via, la proteina IkB es fosforilada por la quinasa de IkB (IKK), liberando los fac-
tores NF-kB p65 y p50. Los factores NF-kB p65/p50 libres son luego translocados
dentro del nucleo donde activan la expresién de hBD2 (Takaesu et al, 2003; Froy,
2005; Gan et al, 2014). En la Figura 3.1 se muestra un esquema de la induccion de
hBD2 tomado del trabajo de Froy y col (Froy, 2005).

También se ha descripto una regulacion epigenética de la expresion de hBD2
por desacetilacion de histonas a través de la histona desacetilasa (HDAC). La activi-
dad de dicha enzima puede ser modificada por la interaccion de la células epiteliales
con microorganismos probidticos o metabolitos producidos por los mismos como el
butirato (Yin y Chung, 2011; Chen et a/, 2020). Cuando las histonas se encuentran
acetiladas, los factores de transcripcion pueden unirse al DNA permitiendo la trans-
cripcion de los genes, en cambio cuando la histonas se encuentran desacetiladas la
cromatina presenta una estructura mas condensada que impide la union de los fac-

tores de transcripcion y previene la transcripcion de los genes (Yin y Chung, 2011).
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Figura 3.1. Expresién de hBD2 por sus diferentes vias de sefializacién. Esquema tomado del trabajo
de Froy y col (Froy, 2005)

Teniendo en cuenta, ademas, que las defensinas desempefan un papel central
en la conformacién del microbioma y que los lactobacilos son parte de ella, resulta
de particular interés investigar si dichas bacterias tienen influencia en su expresion.
Este aspecto se sumaria a las diferencias de susceptibilidad a péptidos antimicrobia-
nos encontradas entre las cepas CIDCA 133 y CIDCA 331 y podria contribuir al cono-
cimiento del efecto de los microorganismos sobre el hospedador.

En este capitulo se estudio la respuesta de células epiteliales intestinales des-
encadenada por la interaccion con lactobacilos de diferente sensibilidad a péptidos
antimicrobianos. Para esto evalud la expresion de la hBD2 (inducible) en enterocitos
en cultivo y también se estudié la activacion de factores de trascripcion asociados a
la repuesta inmune innata para determinar las vias de sefalizacion involucradas du-

rante la interaccion enterocito-lactobacilos.
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3.2 Materiales y métodos
3.2.1 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Para los ensayos se utilizaron las cepas Lactobacillus delbrueckii subsp. bulga-
ricus (CIDCA 331) y L. delbrueckii subsp. /actis (CIDCA 133), las cuales se cultivaron
en caldo (MRS) a 37 °C en aerobiosis por 16 h antes de los experimentos. Las bacte-
rias fueron cosechadas por centrifugacion y a continuacion lavadas dos veces con
buffer fosfato salino (PBS). Los pellets obtenidos fueron luego suspendidos en dife-
rentes medios y llevados a la concentracién adecuada para los ensayos.

Para los ensayos realizados con bacterias muertas las suspensiones bacterianas
fueron tratadas con calor o radiacion UV. Las bacterias muertas por calor se obtuvie-
ron incubando las suspensiones bacterianas (1x108 UFC/ml) a 80 °C durante 10 min.
En el caso de las bacterias muertas por radiacién UV, las suspensiones de lactobacilos
se colocaron sobre una placa de Petri y se irradiaron durante 30 min con luz UV (254
nm) con una exposicion de 7,89 J/cm? a una distancia de 10 cm.

3.2.2 Ensayo de expresion de beta defensina 2

Se evaluo la capacidad de las cepas de lactobacilos CIDCA 133 y CIDCA 331, de
inducir o de modular la expresiéon de hBD2 en enterocitos humanos en cultivo (linea
Caco-2/TC7). Como control positivo se utilizd flagelina (FIiC) de Sa/lmonella entérica
serovar £nteritidis que es un inductor de hBD2 a través de TLR5 (Schlee et a/, 2007).
La flagelina se obtuvo mediante un protocolo de purificacion en nuestro laboratorio
(Iraporda, 2016). La determinacion de la expresion de defensina se realizé por PCR
cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR).

En los ensayos, se utilizaron placas de cultivo de 24 fosas con células Caco-
2/TC7 crecidas hasta postconfluencia temprana incubandolas durante 7 dias a 37 °C
en medio DMEM con 15% SFB y Penicilina / Estreptomicina (1000 Ul, 1000 pg/ml)
Las células fueron lavadas dos veces con PBS y se las incubo por 18 h con una sus-
pension en DMEM de lactobacilos viables o inactivados por calor con una concen-
tracion final de 1x 108 UFC/ml. Transcurridas las 18 h, las fosas se lavaron con PBS y

se renovo el medio de cultivo agregando en algunas condiciones FIiC (1,5 pg/ml).
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Las monocapas se incubaron durante otras 6 h y finalmente se procedio al lisado de
las células. Para ello se lavaron las monocapas con PBS y se afadio el buffer de lisis
del kit de purificacion RNAspin mini (GE Healthcare UK) por 2 minutos a temperatura

ambiente. El lisado se guardd a —80 °C hasta el momento de la purificacién del RNA.

3.2.2.7 Purificacion de RNA

Para la obtencion de RNA total se utilizd el protocolo de purificacion del kit
comercial RNAspin mini (GE Healthcare UK). Esta purificacidn se basa en la utilizacion
de una columna de afinidad para concentrar los acidos nucleicos totales. La adicion
posterior de la enzima DNAsa permite obtener RNA ultra puro. Durante la purifica-
cion se utilizé material libre de RNAsa, DNAsa y pirdbgenos. EIl RNA obtenido se
guardo a -80 °C.

3.2.2.2 Transcripcion reversa

Se realizé la técnica de transcripcion reversa (Reverse transcription-PCR, RT-
PCR) para sintetizar DNA complementario (cDNA) del RNA presente en la muestra.
Dado que el objetivo es transcribir todo el RNA presente en la muestra se utilizaron
primers con secuencias aleatorias (random primers).

La mezcla de reaccion para la transcripcion reversa inicial contuvo 1 ul de ran-
dom primers mas 11 ul de muestra (1 ug de RNA extraido) y se realizé un ciclo de
desnaturalizacién a 70 °C por 10 min en un termociclador. Pasados los 10 min, los
tubos se enfriaron inmediatamente en hielo y se les agregaron 8 pl de una premezcla
conteniendo: 1 pl Inhibidor de RNAsa, 1 ul Ditiotreitol, 4 ul buffer de reaccién 5X
(Invitrogen), 1 ul dNTPs 10 mM, 1 ul MMLV-Reverse Trascriptase (Invitrogen), obte-
niéndose un volumen final de 20 ul por tubo. La reaccién se llevd a cabo en un cicla-
dor térmico con el siguiente programa: 1) 25 °C, 10 min; 2) 42 °C, 2 h. El cDNA obte-

nido se conservo a —20°C.

3.2.2.3 PCR cuantitativa en tiempo real
La cuantificacion de la expresion de los genes se realizd6 por PCR cuantitativa

en tiempo real (QRT-PCR) empleando el protocolo del kit comercial SYBR™ Green
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PCR Master Mix (Invitrogen) que utiliza una mezcla de reaccion lista para usar con el
colorante SYBR® Green |, DNA polimerasa AmpliTagq Gold®, dNTPs con dUTP y buf-
fer. El colorante SYBR Green se une al DNA de doble hebra y emite fluorescencia
verde cuando es excitado con luz azul o UV. La intensidad de la fluorescencia verde
observada es proporcional a la cantidad de DNA de doble hebra producto de la PCR.
Para la cuantificacion, se mide en cada ciclo de PCR la fluorescencia emitida por la
muestra y por lo tanto el aumento del producto de amplificacion en cada ciclo. Las
medidas de fluorescencia fueron registradas por el software del equipo (BIO-rad iQ5
Optical System Software) que las grafica en funcién del nimero de ciclos de la PCR.

Este método solo permite determinar la expresion relativa de un gen entre las
distintas muestras ya que no se sabe la correspondencia del nimero de copias con
la fluorescencia medida. El software determina un valor de fluorescencia umbral y
calcula para cada muestra el nUmero de ciclos en los que se alcanza este umbral de
fluorescencia. A este nimero se lo denomina C;. La muestra que tenga el mayor nu-
mero de copias tendra el C; menor ya que alcanzara la fluorescencia umbral en me-
nor cantidad de ciclos. La expresion relativa de los genes se calcula relacionando los
C; de las diferentes muestras. Para cada reaccion se utilizo: 1 pl de primer Forward'y
1 ul de primer Reverse (concentracion final 0,5 uM); 10 ul dilucién 1/20 de molde de
cDNA; 12 pl Master Mix (colorante SYBR® Green |, DNA polimerasa AmpliTaq Gold ®,
dNTPs con dUTP y buffer) (Invitrogen).

El programa de ciclado de temperaturas fue el siguiente: Paso 1: 95 °C 10 min
x 1 ciclo; Paso 2: (95 °C 15 seg, 60 °C 1 min) x 40 ciclos.

Para el analisis de los resultados de la PCR cuantitativa en tiempo real, se utilizé
el método de C; comparativo descripto por Livak y Schmittgen, empleando el gen B-
actina como normalizador (Livak y Schmittgen, 2001). Como se dijo anteriormente,
el C; es el ciclo de la PCR en el que se supera un determinado umbral de fluorescen-
cia. A partir de este punto, la fluorescencia es significativamente superior a la basal.
Para comparar entre muestras, para cada una se normaliza el C; del gen de interés
respecto al gen de referencia generando un delta (AC,). Luego, se comparan los AC,
de cada muestra experimental (AC,M), con el AC, de la muestra utilizada como con-

trol basal (AC,C) para obtener el AAC,.
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La cantidad relativa en cada muestra esta definida por la siguiente formula:

2—(AACt) — 2—(ACtM —ACtC)

En todos los casos se chequearon los productos de amplificacion analizando
las curvas de melting para corroborar que el producto amplificado sea el esperado y
Unico. Durante las corridas se incluyeron los controles negativos: uno con la mezcla

de reaccion sin acidos nucleicos y otro con la mezcla de reaccion y RNA extraido.

Tabla 3.1. Secuencia de los primers utilizados para qRT-PCR.
Primer Secuencia 5’-3’ (fwrd -rev) referencia

CCT GGC ACC CAG CAC AAT
GCC GAT CCA CAC GGA GTACT

B-actina Rumbo y col.,, 2004

GCC TCT TCC AGG TGT TTT TGG .
hBD2 TGG TTT ACA TGT CGC ACG TC Este trabajo

2 Los primers de hBD-2 se disefiaron utilizando la herramienta Primer-BLAST(Ye et a/, 2012)

3.2.3 Evaluacion de la via del factor de transcripcion NF-xB en la linea reportera
HT-29-NF-kB-GFP

Con el fin de evaluar la capacidad de activaciéon y modulacion de la via de trans-
cripcion de NF-xB, se utilizaron las células HT-29-NF-xB-GFP que constituyen una
linea de enterocitos humanos reportera.

La linea reportera fue provista por la Dr. Mariela Bollati del Institut Pasteur de
Montevideo (IP Montevideo). Fue obtenida mediante transfecciéon estable con el
plasmido pNF-kB- hrGFP (Stratagene, EEUU) que posee el gen de proteina fluores-
cente verde(GFP) bajo el control de un promotor conteniendo 5 sitios de union para
NF-kB (Mastropietro et a/, 2015). La transfeccion con el plasmido pNF-kB- hrGFP
permite evaluar de forma indirecta la via de activacion de NF-kB a través de la expre-
sion de la proteina GFP. Para el mantenimiento de esta linea celular se utilizd medio
DMEM con 10% v/v SFB (Gibco Thermo Fisher Scientific, EEUU) inactivado, 4 mM

GlutaMAX y antibiéticos. Las células se cultivaron a 37 °C en atmosfera con 5% CO2
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—95% aire y se se utilizaron en estado de post confluencia luego de 7 dias de incu-
bacion.

Durante los ensayos, se utilizaron monocapas sembradas en placas de cultivo
de 24 fosas con una concentracién inicial de 2x10° células por fosa; incubandolas
durante 7 dias. Una vez crecidas las células, se lavaron dos veces con PBS y se reem-
plazé el medio de cultivo habitual por DMEM sin suero. Posteriormente se afiadio a
las monocapas una suspension de lactobacilos con una concentracién de 5x10’
UFC/fosa y se las incubo a 37 °C durante 5 h. Transcurrido ese tiempo, se lavaron las
monocapas dos veces con PBS para retirar las bacterias no adheridas, se afadio fla-
gelina (FIiC 1,5 pg/ml) como control positivo y se incubd durante 18 h. Las células
fueron removidas usando tripsina (Trypsin-EDTA, GIBCO, Thermo Fisher Scientific,
EEUU) y se analizaron por citometria de flujo en un citbmetro BD FACSCalibur™ (Bec-
ton, Dickinson & Company, EEUU). Se cuantificé el porcentaje de eventos positivos
para fluorescencia verde (expresion de GFP). Los resultados se analizaron con el soft-

ware FlowJo X (Becton, Dickinson & Company, EEUU).

3.2.4 Evaluacion de la activacion del promotor de ccl20 en Caco-2 ccl20: luc

La linea Caco-2 ccl20: luc es una linea de enterocitos humanos reportera de la
quimoquina CCL20. La linea expresa la luciferasa de la luciérnaga (Lampryda nocti-
luca) bajo el control del promotor de CCL20 (Nempont et a/, 2008). CCL20 es una
quimoquina atractante de células dendriticas y en menor medida de macréfagos.
Este sistema permite evaluar de manera sencilla la respuesta proinflamatoria, ya que
la actividad del promotor de CCL20 es altamente inducible mediante estimulos
proinflamatorios como los agonistas de los receptores TLRs, por lo que resulta un
indicador muy sensible de la activacion de la respuesta innata (Romanin et al., 2010).

En el presente trabajo se utilizo el sistema Caco-2 ccl20:luc provista por el Dr.
Martin Rumbo del Instituto de Estudios Inmunolégicos y Fisiopataldgicos (Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas - Universidad Nacional de La Plata)

para evaluar el efecto de la incubacion de lactobacilos con enterocitos en presencia
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de estimulos proinflamatorios como flagelina (FIiC). La actividad luciferasa del sis-
tema es proporcional a la expresion del gen ccl20. Para su determinacion se utilizd
el kit comercial “Luciferase Assay System” (Promega, EEUU). La medida de la actividad
enzimatica se lleva a cabo mediante la reaccién descripta en la Figura 3.2 y es cuan-
tificada utilizando un luminémetro.

El cultivo y mantenimiento de la linea Caco-2 ccl20: luc se realizd de la misma

manera que para la linea Caco-2/TC7.

HO S N_ _COOH
> </
N/ sj/ + AP + 0

D- Luciferina

Luciferasa de
luciérnaga +
Mg2+

0 S N_ 0O
7
N/> <SJ/ + PPi + AMP + CO,

Oxiluciferina

Figura 3.2. Reaccion de la enzima luciferasa. Imagen modificada de Thermo Fisher Scien-
tific.

El ensayo se realiz6 partiendo de placas de cultivo de 24 fosas con células Caco-
2 ccl20: luc postconfluentes. Se ensayaron distintas condiciones utilizando FliC como
control positivo y suspensiones de lactobacilos en presencia o no de FliC. Los lacto-
bacilos se emplearon en una concentracion final de 1x108 UFC/ml y se incubaron
durante 45 min sobre las células. Trascurrido el tiempo de incubacion se agregd FliC
1,5ug/ml en las fosas correspondientes y se incubaron las monocapas durante 5 h
mas. Luego se retiro el sobrenadante de las fosas y se lisaron las células con el buffer
de lisis del kit comercial Luciferase Assay System (Promega, EEUU) (Tris-fosfato

25mM, DTT2mM, acido tetra acético 1,2-diaminociclohexano, 10% glicerol y 1% Tri-
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ton X-100). El lisado celular fue conservado a -20 °C hasta el momento de la deter-
minacion de la actividad de la enzima luciferasa. La cuantificacion se realizd con un
luminémetro Labsystems Luminoskan TL Plus (Thermo Scientific, EEUU), tomando 8
ul del lisado y agregandole 40 ul del sustrato luciferina, la medida se realizd dentro

de los 10 segundos de haber realizado la mezcla.

3.2.5 Analisis estadistico

Los analisis de la varianza (ANOVA) se realizaron usando el programa GraphPad
Prism 8 (GraphPad Software, EEUU). La comparacion de las medias se realizé por el
método de Tukey, considerando como estadisticamente significativa la diferencia

cuando p < 0,05.

3.3 Resultados
3.3.1 Expresion de beta defensina 2 (hBD2)

En este ensayo, se estudio la expresion de hBD2 en células Caco-2/TC7, en pre-
sencia de los lactobacilos CIDCA 133 y 331 utilizando la técnica gRT- PCR. Se utilizd
flagelina (FliC) como control positivo de la expresion de hBD2. A su vez se determiné
el efecto de la preincubacion de los lactobacilos en la expresion de hBD2 en presen-
cia de FliC.

En un primer paso se puso a punto el sistema enfrentando a las células con FLiC
y con una suspension de los lactobacilos. Se probd con un tiempo corto de estimulo
de 2 h y uno largo de 24 h.

Los resultados de estos ensayos demostraron que la respuesta a ambos tiem-
pos es casi equivalente excepto para el caso de la cepa CIDCA 331 donde la expresion

de hBD2 fue significativamente mayor con el estimulo de 24 h (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Expresion de mRNA de hBD2 en células caco2/TC7 con respecto al control basal. Las
células fueron estimuladas con suspensiones de lactobacilos (1x108 UFC/ml) o con flagelina (1,5
pg/ml). Durante 2 o 24 h. Cada resultado representa la media + la desviacidn estandar de un expe-
rimento representativo (n=3). Letras diferentes indican una diferencia significativa (P<0,05;Tukey)

Posteriormente se realizaron ensayos con la intencién de comprobar si la prein-
cubacion con las cepas bacterianas producia un efecto diferencial en la expresion de
hBD2 ante el estimulo con FIiC. Para este ensayo se realizd una preincubacion de 16
h con una suspension de lactobacilos seguida por un estimulo de 5 h con FliC. Los

resultados se muestran en la Figura 3.4.
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Figura 3.4. Expresién de mRNA de hBD2 en células Caco2/TC7 con respecto al control de expresién
en células no estimuladas. Las células fueron estimuladas durante 16 h con suspensiones de lacto-
bacilos (1x10® UFC/ml), sequido por un estimulo de 5 h con flagelina (1,5 pug/ml). Cada resultado
representa la media + la desviacién estandar de un experimento representativo (n=3). Letras dife-
rentes indican una diferencia significativa (P<0,05;Tukey).

Se observo que, las células pretratadas con las cepas CIDCA 133 y CIDCA 331y
luego estimuladas con FliC mostraron una mayor expresién de hBD2 con respecto a
las células que sélo fueron estimuladas con FliC. En efecto, la coincubacion de los
lactobacilos con FliC increment6 la expresion de hBD2 entre 6400 y 4600 veces (ce-
pas CIDCA133 y CIDCA 331 respectivamente) respecto al basal, frente a un incre-
mento de 1600 veces para las células que solo fueron estimuladas con FliC. Por otra
parte, se encontré que las cepas de lactobacilos por si solas pudieron estimular la
expresion de hBD2 aunque en menor magnitud que la flagelina. Estos ultimos resul-
tados concuerdan con los mostrados en la Figura 3.3 donde se evidencia que los
lactobacilos son inductores débiles de la expresion de hBD2.

Con el objeto de determinar si es necesaria la viabilidad de las bacterias para
estimular la expresion de la hBD2, se compararon los resultados utilizando bacterias

vivas o muertas por calor (HK, heat killed, en inglés).
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Como puede apreciarse en la Figura 3.5, no se observaron diferencias en la
expresion de la hBD2 entre las células tratadas con bacterias viables o bacterias inac-
tivadas por calor. Los lactobacilos inactivados por UV tuvieron un efecto semejante

que los inactivados por calor en la expresion de la hBD2 (no mostrado).
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Figura 3.5. Expresion de mRNA de hBD2 en células Caco2/TC7. Las células fueron estimuladas por
16 horas con suspensiones de Lactobacillus CIDCA 133, se utilizaron bacterias vivas, y bacterias
muertas por calor (CIDCA133HK). Luego de la incubacion con las bacterias, se estimulé las células
durante 5 h con flagelina. Cada resultado representa la media + la desviacion estandar de un ex-

perimento representativo (n=3). Letras diferentes indican una diferencia significativa (P<0,05; Tu-
key).

3.3.2 Modulacion del factor de transcripcion NF-«B en la linea reportera HT-29-
NF-«B-GFP

El factor de transcripcion NF-kB, juega un rol muy importante en la regulacion
de la respuesta inmune. La fosforilacion de su inhibidor (IkBa), permite la transloca-
cion del factor NF-kB al nucleo activando la transcripcion de diferentes genes invo-
lucrados especialmente en una respuesta proinflamatoria. Se sabe que la expresién
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de la hBD2 se encuentra en parte regulada por la activaciéon de NF-«kB (Vora et al,
2004; Froy, 2005).

Usando la linea celular reportera HT-29-NF-kB-GFP se evaluo la activacion de
esta via incubando las células con los lactobacilos y con un estimulo proinflamatorio,
como FIiC.

Los resultados de estos experimentos se pueden ver en la Figura 3.6.

80-

(% células GPF +)

activacion de la via de NF-«xB

Figura 3.6. Porcentaje de células HT-29- GFP FI1 positivas. Las células HT-29-NF-kB-GFP Se estimu-
laron durante 5 h con suspensiones de bacterias y luego durante 16 h con FliC. Cada resultado
representa la media + la desviacion estdndar de un experimento representativo n=3. Letras dife-
rentes indican una diferencia significativa (P<0,05; Tukey).

Estimulando las células solamente con las suspensiones de lactobacilos no se
observo expresion de la proteina GFP lo cual indica que no hubo activacion de la via
de NF-«B. El estimulo proinflamatorio (FIiC) aumentd significativamente el porcentaje
de células GFP positivas hasta alrededor de 60 %. La presencia de los lactobacilos en
las células tratadas con FliC origind una menor activacion de la via NF-kB evidenciada
por una reduccion significativa de las células GFP positivas respecto a las células que
no fueron incubadas con bacterias.
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3.3.3 Evaluacion de la activacion de ccl20 en Caco-2 ccl20: luc

Se utilizé6 como abordaje complementario relacionado con la via de NF-kB, el
sistema reportero Caco-2 ccl20: luc dado que la expresion de la quimoquina CCL20
también esta regulada por el factor de transcripcién NF-kB. La activaciéon del promo-
tor de CCL20 en este modelo produce la expresiéon de la enzima luciferasa indicando
una activacion de la via NF-kB.

Empleando este sistema se estudi6 el efecto inmunomodulatorio de las cepas
CIDCA 133 y CIDCA 331 sobre la activacion del promotor de ccl20. Se utilizé FliC

como control positivo. Los resultados se muestran en la Figura 3.7.
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Actividad luciferasa (UA)

Figura 3.7. Efecto de la preincubacion de células Caco-2 ccl20: luc con lactobacilos de la cepa CIDCA
133 o CIDCA 331 sobre la actividad luciferasa expresada en unidades arbitrarias (UA). Las células
fueron preincubadas durante 45 min con suspensiones de bacterias (1x 108 bacterias/ml) y cuando

fue necesario se afladié posteriormente flagelina 1.5 pg/ml durante 5 h. Cada resultado representa

la media * la desviacion estandar de un experimento representativo n=3. Letras diferentes indican
una diferencia significativa (P<0,05; Tukey).

La incubacion con FliC produjo un aumento significativo de la fluorescencia in-

dicando la expresion de ccl20 y la activacion de NF-kB. Los lactobacilos por si solos
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no fueron capaces de aumentar significativamente la fluorescencia respecto al con-
trol. Por otra parte, se observo una tendencia a la disminucion de la fluorescencia
cuando las células fueron preincubadas con la cepa CIDCA 133 seguido de la esti-
mulacion con FliC. Este resultado correlaciona con los obtenidos utilizando la linea
reportera HT-29 GFP (Figura 3.6) donde se observé una disminucién significativa de
la activacion de via NF-kB inducida por FliC cuando las células se preincubaron con
los lactobacilos.

Para evaluar si el efecto modulatorio encontrado en la linea Caco-2 ccl20 Luc
dependia de la viabilidad de la bacterias, se utilizaron suspensiones de bacterias
muertas por luz UV y se repitio el esquema de estimulacion utilizado anteriormente.
Los resultados mostrados en la Figura 3.8 evidencian que las bacterias inactivadas

por UV producen el mismo efecto que las viables (Figura 3.7).

b
3000
= 1 c
g 1 T
$ 20001 c
£ ]
3
3 ]
S 1000-
>
E -
b a a a
0-d—= . .
S RO P S\
< RS x x
Q Q
F ¥ S
& ® S
(S
&

Figura 3.8. Efecto de la viabilidad de los lactobacilos de las cepas CIDCA 133 y CIDCA 331 sobre la
actividad luciferasa inducida por flagelina en células Caco-2 ccl20: luc, expresada en unidades ar-
bitrarias (UA). Las células fueron preincubadas durante 45 min con suspensiones de bacterias muer-

tas por luz UV (1x10% UFC/ml) y luego durante 5 h con flagelina 1.5 ug/ml cuando fue necesario.

Cada resultado representa la media + la desviacion estandar de un experimento representativo
(n=3). Letras diferentes indican una diferencia significativa (P<0,05; Tukey).
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Las bacterias solas no produjeron un aumento en la activacién de CCL20 en las
células Caco-2 ccl20: luc. Se observé a su vez que, la preincubacion con lactobacilos
de células estimuladas con FliC disminuyeron la expresion de la via NF-kB en com-
paracion con la células estimuladas solamente con FliC. En efecto, la incubacion con
FIiC produjo una luminiscencia de 2880 UA en las células reporteras, mientras que
en las células preincubadas con lactobacilos y FIiC hubo una disminucion de la acti-
vidad lucifereasa del 49% (1490 ua de luminiscencia) para la cepa CIDCA 133y del
24% (2190 ua de luminiscencia) para la cepa CIDCA 331.

3.4 Discusion

En este capitulo se estudio la expresion de la hBD2 y la activacion de la via de
sefializacion de NF-kB de células del epitelio intestinal en interaccién con las cepas
de lactobacilos CIDCA 133 y CIDCA 331.

Los resultados de los experimentos realizados mostraron la capacidad de am-
bos lactobacilos (CIDCA 133 y CIDCA 331) de estimular la expresion de hBD-2 en
forma moderada. A su vez, se evidencio un efecto sinérgico en la expresion de hBD-
2 cuando se incubaron los enterocitos con los lactobacilos y la flagelina. Este efecto,
ademas, no dependio de la viabilidad de los lactobacilos indicando que la respuesta
se produce por factores estructurales de las bacterias como componentes de la pared
celular, motivos CpG o MVs (vesiculas extracelulares bacterianas) entre otros (Froy,
2005; Kaparakis et al, 2010; Gan et a/, 2014).

El aumento de la expresiéon de hBD2 podria afectar la viabilidad de microorga-
nismos con distinta sensibilidad a péptidos antimicrobianos. De esta manera, cepas
mas resistentes como la cepa CIDCA133 podrian sobrevivir a mayores concentracio-
nes de hBD2 mientras que cepas mas sensibles como la cepa CIDCA 331, no. En este
ultimo caso, la estimulacion de hBD2 por parte de la cepa CIDCA 331 tendria un
efecto suicida o perjudicial para la bacteria. El efecto sinérgico observado con el es-
timulo conjunto de lactobacilos y flagelina sobre la expresion de hBD2 indicaria que
la presencia de los lactobacilos en el intestino estaria potenciando, al menos transi-

toriamente, la produccién de hBD2 frente a estimulos proinflamatorios lo cual podria
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ser altamente relevante para la respuesta del hospedador a microorganismos pre-
sentes en el entorno intestinal.

La regulacion de la expresion de la hBD2 en células epiteliales es compleja e
involucra gran cantidad de vias de sefalizacion intracelular que modifican su expre-
sion a nivel transcripcional y epigenético (Froy, 2005; Chen et a/, 2020). Una de las
principales vias involucradas en la expresion de hBD2 es la via de NF-kB cuya activa-
cion esta asociada también a la expresion de citoquinas proinflamatorias como IL1 y
CCI20. En este trabajo se utilizaron dos lineas celulares reporteras para la evaluaciéon
de la via de NF-kB, observandose que no existio activacién en presencia de los lac-
tobacilos y que ante un estimulo proinflamatorio como la flagelina los lactobacilos
disminuyen su expresion. Estos resultados plantearon el interrogante sobre la via uti-
lizada por los lactobacilos para inducir la expresién de la hBD2, ya que si bien las
bacterias fueron inductores débiles de la defensina; la via de sefializacion de NF-kB
pareceria no estar implicada. Analizando los componentes involucrados en el disefio
experimental tanto la flagelina como los lactobacilos estarian utilizando receptores
Toll para inducir la expresion de hBD2. En efecto, la flagelina es un agonista de TLR5
que estimula la expresion de hBD2 activando NF-kB por una cascada de sefalizacion
que incluye a la proteina adaptadora MyD88, las quinasas IRAK1, IRAK4, el factor
TRAF®6, y las quinasas TAK1, IKKa e IKKB. Por otra parte, las bacterias Gram positivas,
como los lactobacilos, podrian inducir la expresion de hBD2 por activacién del re-
ceptor TLR2 a través de la unién con el peptidoglicano de la pared celular. El hecho
de que tanto las bacterias viables como las inactivadas produjeran un efecto equiva-
lente en la induccion de hBD2 apoya la hipotesis de que un componente estructural
como el peptidoglicano estaria actuando como estimulo de TLR2. El TLR2 también
utiliza una via de sefializacion intracelular similar a TLR5 para concluir en la activacién
de NF-kB para estimular respuestas. Sin embargo, teniendo en cuenta lo antes ex-
puesto, los lactobacilos parecen no estar utilizando la via del NF-kB para aumentar
la expresion de la hBD2, mas aun disminuyen la activacion de NF-kB inducida por
FliC. Otros trabajos también han reportado una modulacion independiente de NF-
kB en la expresién de hBD2 por microorganismos comensales (Chung y Dale, 2008).

Estos autores demostraron que usando inhibidores de la via de activacion de NF-kB
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no se observaba disminucién en la expresién de hBD2 cuando se estimulaba las cé-
lulas con bacterias comensales. En nuestros resultados se observa también un con-
traste entre el efecto modulatorio que los lactobacilos produjeron en la activacion
de NF-kB inducida por flagelina, y el aumento sinérgico en la expresién de hBD2 que
produjo la coincubacion de lactobacilos con flagelina. Estas evidencian avalan nue-
vamente que la regulacion de la expresion de la hBD2 en enterocitos por los lacto-
bacilos involucra vias de sefalizacion diferentes de la via de NF-kB. En este contexto,
las vias de MAPK o la induccién de genes por la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) podrian ser vias alternativas para considerar. Al respecto, se encuentra
descripto que algunos lactobacilos pueden estimular la produccion de ROS en ente-
rocitos por medio de la enzima NADPH oxidasa1l (NOX-1) y que bajos niveles de ROS
pueden aumentar la actividad del factor de transcripcion Nrf-2, que regula la induc-
cion de genes como la hBD2(Gloire, Legrand-Poels y Piette, 2006; Jones et a/, 2013,
2015; Houghton, Fassett y Coombes, 2016). Asimismo, se sabe que la induccion de
ROS en enterocitos produce una disminucion de la activacion de NF-kB al inhibir la
ubiquitinacion del inhibidor IkB (Neish y Naumann, 2011).

Es importante remarcar que, en estudios realizados en nuestro laboratorio, la
cepa CIDCA133 mostré tener capacidad para inducir la produccion de ROS en ma-
crofagos murinos y que tanto la cepa CIDCA 133 como la cepa CIDCA 331 fueron
inductores de ROS en las células Caco-2/TC7 (Hugo et al, 2017; Romanin, 2013).
Estas evidencias nos llevan a pensar que la sefializacién por especies reactivas del
oxigeno podria ser una via alternativa a NF-«B para inducir la expresion de hBD-2 en
células Caco-2/TC7.

Al considerar en conjunto los resultados observamos que la interaccion de los
lactobacilos con las células epiteliales produjo un aumento de la expresién de hBD2
y también modifico la respuesta de estas células frente a estimulos proinflamatorios
como la flagelina reafirmando el potencial uso probiotico de las cepas CIDCA133 y
CIDCA 331. Si bien los efectos producidos por ambas cepas sobre los enterocitos
fueron similares, no podemos descartar que exista una diferencia en contextos mas
complejos como un sistema /n vivo, donde la sensibilidad de las cepas a péptidos

antimicrobianos podria cobrar mayor relevancia.
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En el ambiente intestinal, la presencia de mucus y gradientes de péptidos anti-
microbianos (de concentracidon decreciente hacia el lumen) actuaria como barrera
limitando la interaccidn de las bacterias con las células del epitelio intestinal (Dupont
et al, 2015). En este escenario, bacterias de mayor resistencia a los AMPs como la
cepa CIDCA 133, podria mantenerse viables e interactuar con los enterocitos; mien-
tras que bacterias mas sensibles como la cepa CIDCA 331 serian inactivadas. Esto
daria una ventaja a microorganismos como la cepa CIDCA 133 para interactuar con

las células del hospedador.
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Capitulo 4:

Interaccion de las cepas CIDCA133y
CIDCA 331 con celulas fagociticas en
un modelo /n vitro.
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4.1 Introduccion

Las células fagociticas cumplen un papel principal en mantener la homeostasis
intestinal, desencadenando y regulando la respuesta inmune. En el entorno intesti-
nal, macrofagos y células dendriticas desempefian funciones diferentes pero a la vez
complementarias.

Los macrofagos se ubican en la /amina propria del intestino actuando como
efectores de la inmunidad innata, ejerciendo un papel central en la respuesta infla-
matoria intestinal. Ademas de desempefiar funciones fagociticas y de presentacion
de antigenos, asumen un rol importante tanto en la activaciéon como en la resolucion
de la respuesta inflamatoria, secretando diferentes citoquinas pro y anti inflamatorias
(Chanput et al.,, 2013; Porcheray et al., 2005). Por su parte, las células dendriticas fa-
gocitan y procesan antigenos actuando principalmente como células presentadoras
de antigenos integrando asi la inmunidad innata con la inmunidad adaptativa
(Cerovic et al, 2014).

Tanto en el entorno intestinal como /n vitro, los macréfagos se polarizan hacia
distintos fenotipos de diferenciacion frente a diversos estimulos externos. Los feno-
tipos pueden ser de tipo proinflamatorio M1 (también llamado tipo | o clasico), hasta
macrofagos M2 (también llamados de tipo Il o alternativos) que presentan caracte-
risticas regulatorias. Los macrofagos M1 pueden inducirse cuando las células son
estimuladas por lipopolisacarido (LPS) o interferon y (IFN- y). Este fenotipo se asocia
a macréfagos con elevada actividad fagocitica y con un perfil de secrecion de cito-
quinas proinflamatorias como IL12, IL1 y TNF-a. Los macréfagos M2, en general de
tipo regulatorio, intervienen en la resolucion del estado inflamatorio y el la repara-

cion del dano tisular. Estos macrofagos, pueden clasificarse a su vez en: M2a, feno-
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tipo que se genera por estimulacion por IL-4 e IL-13, M2c, fenotipo regulatorio acti-
vado por IL10 y el factor de crecimiento tumoral B1 (TGF-B1) y el fenotipo M2b, in-
termedio entre los anteriores y que puede obtenerse por ejemplo, por estimulacion
con LPS + IL1-B (Mantovani et a/, 2004; Mosser y Edwards, 2009).

La clasificacién de los macréfagos en perfiles M1/M2, se utiliza para describir
los dos extremos de un espectro de fenotipos que presentan en la realidad diferen-
cias graduales. La diferenciacion de los macréfagos ha mostrado tener una gran plas-
ticidad, pudiendo modificarse en el tiempo en respuesta a cambios en el microam-
biente donde se encuentran. De esta manera, un mismo macréfago con un fenotipo
de activacion clasica M1 puede cambiar a un perfil regulatorio M2 ayudando en la
resolucion de un proceso inflamatorio cuando aumentan las sefiales anti-inflamato-
rias (Benoit, Desnues y Mege, 2008; Murray, 2017).

La actividad fagocitica tanto de los macréfagos como de las células dendriticas
es crucial para disminuir la carga bacteriana en el sitio de infeccion y para el proce-
samiento-presentacion de antigenos (Lim, Grinstein y Roth, 2017). La fagocitosis
como se menciono en el capitulo 2 es un mecanismo de endocitosis activo propio
de las células de la linea mieloide del sistema inmune. La fagocitosis comienza con
la unién de los microorganismos o particulas a fagocitar a receptores de membrana
de la célula fagocitica. Los microorganismos son reconocidos directamente por los
receptores de reconocimiento de patrones moleculares (PRRs, descriptos en el capi-
tulo 3) o de forma indirecta a través de receptores de opsoninas (Mosser y Zhang,
2011).

La union de los microorganismos a los receptores activa sefiales intracelulares
que producen una restructuracion de la actina formando seudépodos que envuelven
e internalizan a los microorganismos constituyendo una vesicula denominada fago-
soma temprano. El fagosoma atraviesa por un proceso de maduracion uniéndose de
manera secuencial a diferentes endosomas: tempranos, tardios y por ultimo a liso-
somas para pasar a formar el fagolisosoma. A lo largo del proceso de maduracion se
van produciendo cambios en la composicién de las proteinas de la membrana del
endosoma, como asi también cambios en la composicion en el interior de endosoma

que se va acidificando y se va volviendo mas oxidativo y degradativo.
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La mayor parte de la actividad destructiva y antimicrobiana se genera dentro
del fagolisosoma. En su interior se produce la acidificacion del medio, la formacién
de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno y se desarrolla la actividad litica de
proteinas, péptidos antimicrobianos y enzimas como son las defensinas, catelicidi-
nas, lipasas y proteasas (Flannagan, Jaumouillé y Grinstein, 2012).

Reconocer la influencia de las bacterias comensales en la capacidad fagocitica,
asi como el destino propio de las mismas al ser fagocitadas es esencial para com-
prender el rol de los probidticos en la respuesta inmune intestinal. En este sentido,
se ha demostrado que las bacterias probidticas tienen la capacidad de aumentar la
actividad fagocitica en macrofagos (Kaushal y Kansal, 2014). También se ha descripto
que pueden inducir su diferenciacion o modificar su fenotipo de activacion tanto en
modelos /n vivo como in vitro (Christoffersen et al, 2014; Jang et al, 2014; Ohue-
Kitano et al, 2018; Wang, Liu y Zhao, 2019).

Muchos de los efectos encontrados mostraron ser dependientes de la cepas
utilizadas, indicando distintas capacidades para interactuar con las células del hos-
pedador (Christoffersen et al., 2014; Jang et al., 2014; Lebeer, Vanderleyden, & De
Keersmaecker, 2008). Por ejemplo, Jang y col (Jang et al. 2013) encontraron que la
cepa Lactobacillus brevis G-101 modificaba la polarizacién de macrofagos peritonea-
les de raton de M1 hacia un perfil M2 . También se ha descripto el efecto inverso
(desde perfil M2 a M1) debido a la administracion de un coctel probidtico conte-
niendo Lactobacillus delbrueckii subp. bulgaricus DWT1 y Streptococcus thermo-
philus DWT4 (Guha et al, 2019). Incluso se observaron otros cambios en la polariza-
cion de macrofagos por accion de los probidticos como de macréfagos M1 o sin
inactivar hacia un fenotipo mixto o hacia perfiles M1 (Ji et a/, 2013; Isidro, 2014).

Los probidticos modifican la polarizacion de los macrofagos por intermedio de
diferentes vias de sefalizacion intracelular. La polarizacién hacia perfiles M2 ha sido
asociada a la regulacion de la activacion de la vias de NF-kB , MAPK, PI3K/Akt y STAT;
la polarizacion hacia perfiles M1 depende de la activacion de la via de NF-kB y STATT,
pero no se conocen con certeza los mecanismos moleculares que explican las dife-

rencias encontradas entre las diferentes cepas bacterianas (Wang, Liu, y Zhao 2019).
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En este capitulo se estudiaron diferentes aspectos de la interaccién de las cepas
de lactobacilos CIDCA 133 y CIDCA 331 con macrofagos derivados de la linea celular
monocitica THP-1. En primer lugar, se estudiaron la asociacion y fagocitosis de los
lactobacilos utilizando células THP-1 diferenciadas. Por otro lado, se evalu¢ la in-

fluencia de las bacterias en la diferenciacién de los de los monocitos.

4.2 Materiales y métodos
4.2.1 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Para los ensayos se utilizaron las cepas Lactobacillus delbrueckii subsp. bulga-
ricus CIDCA 331y L. delbrueckiisubsp. /actis CIDCA 133. Las cepas fueron reactivadas
dos veces en caldo MRS e incubadas a 37 °C en aerobiosis por 16 h antes de los
experimentos. Las bacterias se cosecharon por centrifugacién a 10000 g por 5 miny
a continuacion se lavaron dos veces con PBS. Los pellets obtenidos fueron luego
suspendidos en diferentes medios y llevados a la concentracién adecuada para los

diferentes ensayos, a través de la medicion de su densidad optica.

4.2.2 Marcacion de bacterias con isotiocianato de fluoresceina (FITC)

Suspensiones de lactobacilos en PBS de concentracién 1x 108 UFC/ml se centri-
fugaron y se marcaron con una solucion de FITC 0,3 mg/ml en buffer pH=7 (50 mM
de NaHCOs3 y 100 mM de NaCl) durante 1 h a temperatura ambiente. Luego de la
incubacion, las bacterias se lavaron dos veces con PBS para eliminar el exceso de

colorante y mantuvieron en la oscuridad hasta su uso.

4.2.3 Mantenimiento de la linea THP-1

Se utilizé la linea THP-1 humanas como modelo de monocitos-macréfagos. Las
células THP-1 son células leucémicas no adherentes que presentan caracteristicas

similares a los monocitos primarios. Esta linea fue mantenida en medio DMEM con
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agregado de 2 gr/l NaHCOs, 10 % v/v SFB (Gibco) inactivado por calor y 4 mM Glu-
taMAX. Cada 2 o 3 dias se evalud la concentracion de células y se agregé medio
fresco ajustando la concentracién a 5,5 x10° células /ml. Los cultivos se mantuvieron
en estufa gaseada con atmédsfera humidificada con 5% v/v CO, -95% aire.

Los monocitos de la linea THP-1 pueden diferenciarse a macrofagos con el uso
de distintos estimulos como son la vitamina D o los ésteres de forbol (Auwerx, 1991)
Durante los ensayos se utilizo el acetato de forbol miristato (PMA) como agente de
diferenciacion. El PMA es un analogo del diacil glicerol, que puede activar la protein-
quinasa C (PKC) promoviendo asi la diferenciacion de los monocitos hacia macréfa-
gos (Liu y Heckman, 1998).

La diferenciacion de los monocitos THP-1 se realizd de dos formas distintas.
Para realizar los ensayos de fagocitosis se utilizé una alta concentracion de PMA (200
ng/ml durante 48 h) induciendo un perfil de activacién M1 (Daigneault et a/, 2010).
Por otro lado, en los ensayos de polarizacion de macréfagos, se utilizé una concen-
tracion de PMA 40 veces menor (5 ng/ml), a fin de evitar una marcada polarizacion
hacia un perfil M1 (Park et a/, 2007). Los macréfagos diferenciados con baja concen-
tracion de PMA se encuentran en un estado no activado (M0O) que permite estudiar
el efecto de estimulos débiles sobre su activacion, siendo pasibles de diferenciacion

tanto hacia un perfil M1 como a M2.

4.2 4 Evaluacion de la fagocitosis por citometria de flujo

Para los ensayos de fagocitosis se utilizaron células THP1 diferenciadas a ma-
crofagos con PMA en alta concentracion (200 ng/ml x 48 h) y suspensiones de bac-
terias marcadas con FITC como se describié anteriormente. Las células se lavaron dos
veces con PBS para retirar el medio DMEM con suero que se remplazo luego por
medio DMEM base. Las células se incubaron durante 1 hora a 37 °C con las bacterias
en diferentes multiplicidades de infeccidén (100:1, 50:1 y 25:1 bacterias por célula).
Pasado el tiempo de incubacién se retiré el medio de cultivo de la placa y se lavo

dos veces con buffer PBS helado para detener la fagocitosis y retirar las bacterias que
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no estuvieran adheridas. Luego de los lavados se desprendieron las células de la
placa mecanicamente con scraper colocandolas en tubos de citometria.

Cada muestra fue analizada en el citometro dos veces. La primera adquisicion
cuantifico la fluorescencia total de los eventos dada por las bacterias asociadas a las
células (bacterias adheridas + bacterias internalizadas). En la segunda adquisicion, se
ahadid a los tubos una solucion de azul tripan 0,4 % v/v pH=4 (concentracién final
0,2% p/v) permitiendo la cuantificacion de la fluorescencia solo de las bacterias in-
ternalizadas. El azul tripan es un colorante que no penetra en las células vivas y apan-
talla la fluorescencia de las bacterias marcadas adheridas por fuera de éstas. El pH
bajo también contribuye a disminuir la fluorescencia del FITC (Voyich y DelLeo, 2002).
Los resultados se expresaron como porcentaje de células positivas en el canal de

fluorescencia verde (FL1).

425 Determinacion del destino intracelular por microscopia confocal.

Se diferenciaron células THP-1 sobre vidrios siguiendo el protocolo descripto
para fagocitosis en placas de cultivo de 24 fosas. El ensayo de fagocitosis se realizd
utilizando los lactobacilos marcados con FITC en una multiplicidad de infeccidn
100:1. Bacterias y células se incubaron durante 45 min en medio DMEM base y luego
se lavaron las fosas con PBS para desprender las bacterias no adheridas. Con el fin
de evidenciar los compartimentos intracelulares acidos se afiadié sobre las células
THP-1 la sonda fluorescente LysoTracker® Red DND-99 (200 nM) durante 5 min a 37
°C (Molecular Probes, Oregon, EEUU). La sonda atraviesa las membranas de células
vivas a pH neutro y queda retenida en su forma acida en organelas con pH bajo.
Luego de la incubacién las células se lavaron dos veces con PBS para retirar el exceso
de colorante. Posteriormente se fijaron con paraformaldehido al 3 % (p/v) en PBS
durante 1 h a 4°C. Una vez fijadas las células se colocaron los vidrios sobre un por-
taobjetos con medio de montaje para muestras fluorescentes (SlowFade Gold Anti-
fade Mountant Thermofisher, EEUU). Las observaciones microscopicas se realizaron

en un microscopio confocal (Leica TCS SP5 Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) y
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para el procesamiento de imagenes se utilizo el programa Leica LAS AF Lite software

(Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania).

4.2.6 Ensayo de supervivencia intracelular

La capacidad de asociacion e internalizacion de los lactobacilos por parte de
los macréfagos en cultivo, se determiné también mediante recuento de bacterias
viables en placa. Para ello las células THP-1 se diferenciaron con PMA siguiendo el
protocolo descripto para fagocitosis. Se infectaron las células con suspensiones de
lactobacilos con una multiplicidad de infeccién de 100:1 (bacterias por célula) y se
incubaron durante 45 min a 37 °C en estufa con atmdsfera de CO». Luego de la in-
cubacioén se lavaron las células 3 veces con PBS helado, y se dividieron las fosas en
dos grupos para determinar por un lado bacterias a asociadas (bacterias adheridas a
la superficie mas bacterias internalizadas) y por el otro lado las bacterias internaliza-
das.

Al primer grupo (bacterias asociadas) se le agreg6 una solucion 0,1% de Triton
X100 en agua destilada y se lo incubd por 30 min a 37 °C a fin de lisar las células.
Para asegurar la ruptura celular el contenido de cada fosa se disgregd mecanica-
mente pasandolo 6 veces por una jeringa con aguja 22G. Posteriormente se realiza-
ron diluciones seriadas de cada muestra en solucion fisioldgica que se sembraron en
placas con agar MRS. Las placas se incubaron 48 h a 37°C en aerobiosis. Al segundo
grupo se lo incubd durante 60 min con nisina y neomicina 100 pug/ml con el fin de
matar las bacterias adheridas por fuera de las células conservando las bacterias vivas
intracelulares. Luego de incubar con el antibidtico las células fueron lavadas dos ve-
ces con PBS. A continuacién, se lisaron las células y se continud el protocolo de la

misma manera que con el primer grupo.

4.2.7 Ensayo de polarizacion de células THP-1

El estudio de la polarizaciéon de los macréfagos se realizé por gRT-PCR mi-

diendo la expresion de marcadores caracteristicos M1y M2 en las células THP-1.
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Tal como se indic6 anteriormente, a fin de obtener macréfagos MO a partir de
células monociticas, se incubaron células THP-1, con una baja concentracion de PMA
(5 ng/ml) durante 48 h. Con el objetivo de estudiar la influencia de los lactobacilos
en la polarizacion de macréfagos estos macrofagos MO se incubaron durante 1 h con
una suspension de bacterias a una multiplicidad de infeccién de 100:1. Posterior-
mente, las células fueron lavadas con PBS y se incubaron durante 6 horas con medio
fresco. Finalizado el tiempo de incubacion se extrajo el RNA de los macréfagos para

su posterior analisis por qRT-PCR.

4.2.7.1 Extraccion y purificacion de RNA con Trizol®

El Trizol (Invitrogen, Eugene OR, EEUU) es una solucion monofasica compuesta
principalmente por fenol e isotiocianato de guanidina que permite la precipitacién
secuencial del RNA, DNA y proteinas de una muestra. Se utilizd segun las indicacio-
nes del fabricante. Brevemente, se lisaron las células agregando 1 ml de Trizol por
fosa y se transfirio el contenido a tubos tipo Eppendorf incubandolos 5 min a tem-
peratura ambiente. Luego se afiadi6 cloroformo (0,2 ml de cloroformo frio por cada
mililitro de Trizol) a fin de obtener 2 fases: una fase inferior organica, conteniendo el
fenol y el cloroformo, y una fase acuosa superior que contiene el RNA. La fase acuosa
se transfirié a tubos nuevos y se le agrego isopropanol frio a fin de precipitar el RNA
(0,5 ml por cada ml de Trizol utilizado). Luego de incubar 10 min a temperatura am-
biente se centrifugd a 11.000 g durante 10 min a 4 °C. Se conservo el pellet formado
que fue luego lavado con etanol 75 %. Para eliminar el etanol se centrifugd a 7.500
g a 4 °C durante 5 minutos. El pellet obtenido se resuspendié en 25 pl de agua bi-

destilada y se separo¢ en dos tubos que fueron conservados a -80 °C hasta su analisis.

4.2.7.2 Retrotranscripcion y qRT-PCR
La retrotranscripcion y la qRT-PCR se realizaron de la forma descripta en el ca-

pitulo 3, los primers utilizados de detallan en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Secuencia de los primers utilizados para qRT-PCR

Marcador Secuencia 5’-3’ (fwrd - rev) *
Marcadores CCR7 (receptor de quimo- CAG CCT TCCTGT GTG GTTTT
M1 quina C-C tipo 7) AAA TGA CAA GGA GAG CCA CC
CXCL10 (quimoquina GCT GAT ATG GGG ATATAG GTT C
CXCL10) GCA GGT ACA GCG TAC AGT TC
Marcadores MRC1 (receptor de manosa) TAC CCCTGCTCCTGG TTTTT
M2 CAG CGCTTG TGATCT TCATT
TCCTTG TCC TCG TCT GCA C

CCL18 (quimoquina CCLT8) v GAA TCT GCC AGG AGG TA

GTG ATG CCC CAA GCT GAG A
CAC GGC CTT GCT CTT GTT TT
Gen de refe- . . TCT CTG CTG GAT GAC GTG AG
rencia B2M (microglobulina B2) 1\ 16 16 TG CGC TAC T

* las secuencias fueron tomadas de qPrimerDepot database (Cui, Taub y Gardner, 2007).

IL10 (interleuquina 10)

4.2.8 Analisis estadistico

Los analisis de la varianza (ANOVA) y de regresion lineal se realizaron usando
el programa GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, EEUU). La comparacion de las
medias se realizd por el método t de Student, considerando como estadisticamente

significativa la diferencia cuando p < 0,05.

4.3 Resultados
4.3.1 Ensayos de fagocitosis por citometria de flujo

En la Figura 4.1 se muestran los resultados de los ensayos de asociacién y fa-
gocitosis de lactobacilos realizados con células THP-1 diferenciadas a macréfagos.
Las células se incubaron con los lactobacilos marcados con FITC y los resultados se
cuantificaron por citometria de flujo. Se observo un efecto dosis-respuesta en ambas
cepas con respecto a la multiplicidad de infeccién, aumentando la cantidad de célu-
las positivas cuando aumentaba la multiplicidad de infeccion lo que indica un incre-

mento de la fagocitosis a medida que se incrementa el nimero de bacterias. Los

131



porcentajes de bacterias asociadas fueron 3 veces mayores para la cepa CIDCA 133
con respecto a la cepa CIDCA 331 para todas las MOI estudiadas. Al considerar los
porcentajes de bacterias internalizadas (luego del apantallamiento con azul tripan),
éstos fueron 10 veces mas altos para la cepa CIDCA 133 respecto a la cepa CIDCA
331. Los resultados sugieren una mayor capacidad de asociacion a los macréfagos
de la cepa CIDCA 133 que en parte explica una mayor internalizacién de la bacteria

respecto a la cepa CIDCA 331.
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Figura 4.1. Porcentaje de células THP-1 FITC positivas luego de la incubacién con lactobacilos mar-
cados. Las células se incubaron con suspensiones de bacterias a diferentes multiplicidades de in-
feccion (bacterias:células). Las barras negras representan células fluorescentes sin azul tripan la
fluorescencia corresponde a las bacterias asociadas, las barras grises representan células fluores-
centes con luego del agregados de azul tripan la fluorescencia corresponde a las bacterias interna-
lizadas. Cada resultado representa la media * la desviacién estandar de un experimento represen-

tativo (n=2)
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4.3.2 Determinacion del destino intracelular por microscopia confocal

Con el fin de determinar el destino intracelular de los lactobacilos fagocitados,
se realizaron estudios de microscopia confocal con las bacterias marcadas con FITC
junto con la sonda LysoTracker para identificar los compartimentos acidos intracelu-
lares. En la Figura 4.2 se pueden observar micrografias que muestran imagenes com-
puestas de los canales verde (bacterias marcadas con FITC) y rojo (LysoTracker). Las
regiones en amarillo representan la colocalizacion de las marcas verde y roja.

Luego del analisis de las micrografias se observé en varios casos la colocaliza-
cion de los lactobacilos con LysoTracker, lo que indicaria la presencia de las bacterias
en compartimentos acidos, implicando un trafico hacia compartimentos degradati-
vos. Se pudo observar también que la cepa CIDCA 133 (Figura 4.2, A) se adhirio e
internalizd en mayor cantidad que la cepa CIDCA 331 (Figura 4.2 B). Estos resultados
se corresponden con los observados en los ensayos de citometria (Figura 4.1). La
Figura 4.3 muestra en mayor detalle la colocalizacion de los lactobacilos de la cepa
CIDCA 331 con la sonda LysoTracker.
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A. CIDCA 133

B. CIDCA 331
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Figura 4.2. Micrografias
confocales de células THP1.
Las células THP1 fueron incu-
badas con lactobacilos mar-
cados con FITC durante 45
min y luego marcadas con
LysoTracker. El panel A co-
rresponde a células incuba-
das con la cepa CIDCA 133 y
el B a células incubadas con
la cepa CIDCA 331. Arriba
izg. proyeccion canales rojo y
verde; Arriba derecha canal
rojo corresponde al LysoTra-
cker; Abajo izq. canal verde
corresponde a las bacterias
marcadas con FITC, Abajo
derecha canal visible. Las re-
giones encuadradas en ama-
rillo contienen bacterias co-
localizando con comparti-
mentos acidos. Se muestra la
proyeccién en z (0,3 ym de
plano confocal). Pinhole 1
AU.



Figura 4.3. Colocalizacién de lactobacilos CIDCA 331 marcados con FITC con la sonda LysoTracker
en celulas THP1. Las células THP1 fueron incubadas con lactobacilos marcados con FITC durante 45
min y luego marcadas con LysoTracker. El canal verde corresponde a las bacterias marcadas con

FITC y el canal rojo corresponde al LysoTracker. La cruz amarilla marca la localizacién. Se muestra la
proyeccion en z (0,3 um de plano confocal). Pinhole 1 A.U.

4.3.3 Ensayo de supervivencia intracelular

Con el objetivo de indagar sobre la supervivencia de las bacterias dentro de los
macréfagos derivados de las células THP-1, se realizaron recuentos de lactobacilos
viables asociados e internalizados (Tabla 4.2). Los resultados obtenidos se condijeron
con los obtenidos por citometria y microscopia mostrando una mayor asociacion
para cepa CIDCA 133 que para la cepa CIDCA 331. La supervivencia intracelular de
las bacterias fue muy baja para ambas cepas. Sin embargo, se encontrd que la super-
vivencia de la cepa CIDCA 133 en proporcién a las bacterias asociadas, fue el doble

que la de la cepa CIDCA 331 a los tiempos estudiados.
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Tabla 4.2. Supervivencia intracelular de lactobacilos en células THP-1

CIDCA 133 CIDCA 331
(UFC/ml) (UFC/ml)
Bacterias asociadas 2,27 + 0,75 (x 10°) 2,85 + 0,78 (x 10%
Bacterias internalizadas 690 + 296 40 + 16
viables
Bacterias internalizadas
viables por cada 10 304 142

bacterias asociadas

Las células THP-1 se incubaron durante 40 min con una suspension de bacterias conteniendo
1x108 UFC/m, la determinacién de bacterias asociadas (adheridas + internalizadas) e interna-
lizadas se realizd por recuento de bacterias viables. En caso de las bacterias internalizadas, las
células se incubaron previamente con antibidtico para inactivar las bacterias asociadas.

4.3 .4 Polarizacion de macréfagos

A fin de estudiar la influencia de los lactobacilos en la polarizacion de los ma-
crofagos se incubaron células THP-1 en estado MO con suspensiones de la cepa
CIDCA 133 y CIDCA 331. La polarizacion de los macréfagos se evalué midiendo la
expresion de marcadores caracteristicos de los fenotipos M1y M2 por qRT-PCR.

En la Figura 4.4 se resumen los resultados obtenidos. Al estimular las células
con las cepas CIDCA 133 y CIDCA 133 se observo el aumento de la expresion de los
marcadores M1: CCR7 (receptor de quimoquinas C-C tipo 7) y la quimoquina CXCL10.
En cuanto a los marcadores M2 se observo una disminucion en la expresion del re-
ceptor de manosa y no se observé cambio en la expresion de la quimoquina CCL18
y de la interleuquina 10 con respecto a las células sin estimular. Estos resultados in-
dicarian que las cepas CIDCA 133 y CIDCA 331 llevan a los macréfagos a un perfil de

activacién con un mayor componente M1.
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Figura 4.4. Expresién de genes representativos de polarizacion de macréfagos. En rojo se muestran
genes asociados a un fenotipo proinflamatorio M1: CCR7 Y CXCL10; en azul se muestran genes aso-
ciados a un fenotipo regulatorio o antinflamatorio M2: MR (receptor de manosa), CCL18 e IL10. Cé-
lulas THP-1 diferenciadas a MO, fueron incubadas con una suspension de bacterias conteniendo
1x108 UFC/ml durante 1h, luego de la preincubacién se lavaron las células con PBS y se las incubd
por otras 6 h en medio fresco. Cada resultado representa la media + la desviacién estandar de un
experimento representativo (n=2). Los asteriscos (**) representan una diferencia significativa P<0.01
con respecto a la expresion basal (test t).
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4.4 Discusion

En este capitulo se estudio la interaccion de las cepas CIDCA 133 y CIDCA 331
con macréfagos dado que son actores claves en la mucosa intestinal para la regula-
cion de la respuesta inmune.

Los ensayos de fagocitosis mostraron una mayor capacidad de la cepa CIDCA
133 para interactuar con los macréfagos, observandose una mayor adhesion e inter-
nalizacidn respecto a la cepa CIDCA 331. Esta diferencia se pudo registrar tanto en
los ensayos realizados por citometria de flujo, en los de microscopia confocal y tam-
bién en el recuento de bacterias viables. La mayor capacidad de adhesion de la cepa
CIDCA 133 podria explicarse en base las diferencias en la composicién de las envol-
turas celulares de las cepas tal como se discutié en el capitulo 1.

La adhesion de la bacterias a las células se produce en primer lugar por inter-
acciones fisicas inespecificas (hidrofobicidad, densidad de carga) y luego a distancias
cercanas entran en juego uniones especificas entre diferentes moléculas de la pared
celular (proteinas de superficie, peptidoglicano, acidos teicoicos y lipoteicoicos, po-
lisacaridos) y receptores o moléculas de la superficie de la célula eucariota (TLRs,
CLRs, mucus) (Pérez et al, 1998; Kos et al, 2003; Deepika y Charalampopoulos, 2010;
Alp y Kuleasan, 2019). Como se menciond, la cepa CIDCA 133 tiene una menor den-
sidad de carga superficial negativa que la cepa CIDCA 331 (Hugo 2007; Tymczyszyn
et al. 2007b). Esta menor carga negativa disminuiria la repulsion entre la superficie
de la bacteria y las membranas eucariotas favoreciendo su interaccion. La menor
carga superficial negativa de la cepa CIDCA 133 podria explicarse por diferencias a
nivel de la composicion de la pared celular como pueden ser diferentes grados de
D-alanilacion de los acidos teicoicos de las distintas (Koprivnjak y Peschel, 2011)Dada
la diferente relacion de glicolipidos /fosfolipidos en la composicién lipidica de la
membrana celular de las cepas, podria pensarse que esta podria también, de forma
indirecta, influir en la carga superficial de las bacterias, explicando en parte las dife-
rencias encontradas en los potenciales zeta.

En las dos cepas estudiadas la sobrevida de las bacterias dentro de los macroé-
fagos fue muy baja, siendo menor al 1% de las bacterias adheridas a las células. Estos
resultados son esperables para microorganismos comensales que no cuentan con
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mecanismos de persistencia intracelular como pueden ser la inhibicién de la acidifi-
cacion de las vesiculas, el bloqueo de los mecanismos de trafico intracelular o resis-
tencia a algunos de los efectores microbicidas del fagolisosoma (Uribe-Quero y
Rosales, 2017). Cabe destacar que, aun asi, se observd una diferencia entre las cepas,
siendo la cepa CIDCA 133 mas resistente que la cepa CIDCA 331. La mayor supervi-
vencia intracelular de la cepa CIDCA 133 se corresponde con lo observado en el ca-
pitulo 1, donde la cepa presenta una gran resistencia a la accién microbicida tanto
de los péptidos de anfibios como de la beta defensina 2 humana. Los resultados
obtenidos en los ensayos con células fagociticas podrian indicar una variacién entre
las cepas en cuanto a la cinética de muerte intracelular. Esto podria, en parte, estar
relacionado con las diferencias de susceptibilidad a péptidos antimicrobianos entre
los microorganismos.

En los ensayos de polarizacion de macréfagos se observo que tanto la cepa
CIDCA 133 como CIDCA 331 activaron los macréfagos MO hacia un perfil de marca-
dores de caracter M1. El mecanismo por el cual las cepas de lactobacilos ejercerian
este efecto podria ser la activacion de la via de NF-kB por interaccion con receptores
TLR2 o NOD2. Se sabe que, los macréfagos activados hacia perfil M1 muestran una
gran capacidad fagocitica y de presentacion de antigenos; a su vez producen cito-
quinas proinflamatorias como IL12, IL6, IL23 y TNF-a, y muestran un incremento en
la produccidn de especies reactivas de nitrégeno (RNS) y oxigeno (ROS) (Mantovani
et al, 2004; Benoit, Desnues y Mege, 2008). Este tipo de respuesta de los macrofagos
por interaccidn con microorganismos potencialmente probioticos ha sido correlacio-
nado en diferentes estudios con una mayor resistencia a infecciones por microorga-
nismos, como por ejemplo Candida albicans o Salmonella typhimurium (Salva,
Villena y Alvarez, 2010; Marranzino et al, 2012). Estudios anteriores en nuestro labo-
ratorio también demostraron que la cepa CIDCA133 posee la capacidad de aumentar
la respuesta de macréfagos murinos frente a infecciones con Citrobacter rodentium,
polarizandolos hacia un perfil del tipo M1, aumentando tanto la capacidad fagocitica
de los macréfagos como su actividad microbicida por aumento de la produccién de
ROS (Hugo et al. 2017).
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Cabe mencionar que el perfil de activacion de los macrofagos obtenido por
interaccion con los lactobacilos podria ser diferente si se utilizan macréfagos con
distinto estado de activacion inicial, sea M1 o M2. De hecho, se sabe que macréfagos
con distinto perfil de diferenciacion presentan una diferente ubicacion y niveles de
expresion de los receptores celulares, principalmente TLR2 y NOD2, que determina-
rian en parte el efecto ejercido por los lactobacilos. Al respecto, Habil y col encon-
traron que una misma cepa probidtica podia tener tanto un efecto inmunoestimula-
dor como inmunomodulador sobre macréfagos M1y M2 debido a que presentaban
diferente expresion del correceptor CD14 (Habil et a/, 2011). Es posible también que
el perfil de activacion de los macréfagos por la interaccion con los lactobacilos varie
si se le suma otro estimulo proinflamatorio mas fuerte como la presencia de un pa-
tdégeno. Este efecto fue observado en el capitulo anterior donde la respuesta de los
enterocitos fue distinta si se incubaban sélo con los lactobacilos o se afiadia la fla-
gelina.

Considerando en conjunto los resultados obtenidos en este capitulo, las cepas
CIDCA 133 y CIDCA 331 mostraron diferencias al momento de interactuar con ma-
crofagos en lo que respecta a la adhesion de las bacterias y su fagocitosis. Sin em-
bargo, esto no influyd en la respuesta de los macréfagos que mostraron una polari-
zacion hacia un perfil de activacion M1 al ser incubadas con ambas cepas. Al igual
que con los ensayos realizados con células epiteliales en el capitulo 3, no podemos
descartar un efecto distinto entre las cepas sobre la polarizacion de los macrofagos
en un contexto mas complejo como es la mucosa intestinal, ya que la respuesta de
otros tipos celulares (enterocitos, células dendriticas, células T) podrian afectar de
forma directa o indirecta la polarizacion de los macrofagos intestinales.

La presencia de macréfagos M1 a nivel intestinal por efecto de la interaccion
del hospedador con las cepas CIDCA133 y CIDCA 331 podria tener un efecto bene-
ficioso aumentando la resistencia frente a infecciones con microrganismos patége-
nos, acelerando los mecanismos de destruccion y desencadenando una respuesta

proinflamatoria moderada transitoria.

140



4.5 Bibliografia

Alp, D., & Kuleasan, H. (2019). Adhesion mechanisms of lactic acid bacteria: conventional and novel
approaches for testing. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 35(10), 1-9.
https://doi.org/10.1007/s11274-019-2730-x

Auwerx, J. (1991). The human leukemia cell line, THP-1: A multifacetted model for the study of
monocyte-macrophage differentiation. Experientia, 47(1), 22-31.
https://doi.org/10.1007/BF02041244

Benoit, M., Desnues, B., & Mege, J.-L. (2008). Macrophage Polarization in Bacterial Infections. The
Journal of Immunology, 181(6), 3733-3739. https://doi.org/10.4049/jimmunol.181.6.3733

Cerovic, V, Bain, C. C,, Mowat, A. M., & Milling, S. W. F. (2014). Intestinal macrophages and dendritic
cells: What's the difference? Trends in Immunology, 35(6), 270-277.
https://doi.org/10.1016/].it.2014.04.003

Chanput, W.,, Mes, J. J,, Savelkoul, H. F. J., & Wichers, H. J. (2013). Characterization of polarized THP-1
macrophages and polarizing ability of LPS and food compounds. Food Funct., 4(2), 266-276.
https://doi.org/10.1039/C2FO30156C

Christoffersen, T. E., Hult, L. T. O., Kuczkowska, K., Moe, K. M., Skeie, S., Lea, T., & Kleiveland, C. R. (2014).
In Vitro Comparison of the Effects of Probioticc Commensal and Pathogenic Strains on

Macrophage  Polarization.  Probiotics and  Antimicrobial ~ Proteins,  6(1), 1-10.
https://doi.org/10.1007/s12602-013-9152-0

Cui, W,, Taub, D. D., & Gardner, K. (2007). gPrimerDepot: A primer database for quantitative real time
PCR. Nucleic Acids Research, 35(SUPPL. 1), 805-809. https://doi.org/10.1093/nar/gkl767

Daigneault, M., Preston, J. A,, Marriott, H. M., Whyte, M. K. B., & Dockrell, D. H. (2010). The identification
of markers of macrophage differentiation in PMA-stimulated THP-1 cells and monocyte-derived
macrophages. PLoS ONE, 5(1). Recuperado de http://www.scopus.com/inward/record.url?eid=2-
s2.0-77649267205&partnerID=40&md5=a6de306e600b865950f2e8b094fb6a7c

Deepika, G., & Charalampopoulos, D. (2010). Surface and adhesion properties of lactobacilli. En
Advances in applied microbiology (1a ed. Vol. 70). https://doi.org/10.1016/S0065-
2164(10)70004-6

Flannagan, R. S., Jaumouillé, V., & Grinstein, S. (2012). The cell biology of phagocytosis. Annual review
of pathology, 7, 61-98. https://doi.org/10.1146/annurev-pathol-011811-132445

Guha, D, Banerjee, A., Mukherjee, R, Pradhan, B., Peneva, M., Aleksandrov, G, ... Aich, P. (2019). A
probiotic formulation containing Lactobacillus bulgaricus DWT1 inhibits tumor growth by
activating pro-inflammatory responses in macrophages. Journal of Functional Foods, 56(March),

141



232-245. https://doi.org/10.1016/}jff.2019.03.030

Habil, N., Al-Murrani, W., Beal, J., & Foey, A. D. (2011). Probiotic bacterial strains differentially modulate
macrophage cytokine production in a strain-dependent and cell subset-specific manner.
Beneficial Microbes, 2(4), 283-293. https://doi.org/10.3920/BM2011.0027

Hugo, A. A. (2007). Capacidad probidtica de la cepa CIDCA 133 (Lactobacillus delbrueckii subsp lactis):
un recorrido desde modelos in vitro a in vivo (Universidad Nacional de La Plata).
https://doi.org/10.35537/10915/2360

Hugo, A. A, Rolny, I. S., Romanin, D., & Pérez, P. F. (2017). Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (strain
CIDCA 133) stimulates murine macrophages infected with Citrobacter rodentium. World Journal
of Microbiology and Biotechnology, 33(3), 0. https://doi.org/10.1007/s11274-017-2219-4

Isidro, R. A. (2014). The Probiotic Mixture VSL#3 Alters the Morphology and Secretion Profile of Both
Polarized and Unpolarized Human Macrophages in a Polarization-Dependent Manner. Journal
of Clinical & Cellular Immunology, 05(03). https://doi.org/10.4172/2155-9899.1000227

Jang, S. E, Hyam, S. R, Han, M. J,, Kim, S. Y, Lee, B. G., & Kim, D. H. (2013). Lactobacillus brevis G-101
ameliorates colitis in mice by inhibiting NF- £ B, MAPK and AKT pathways and by polarizing M1
macrophages to M2-like macrophages. Journal of Applied Microbiology, 115(3), 888-896.
https://doi.org/10.1111/jam.12273

Jang, Se Eun, Han, M. J,, Kim, S. Y., & Kim, D. H. (2014). Lactobacillus plantarum CLP-0611 ameliorates
colitis in mice by polarizing M1 to M2-like macrophages. International Immunopharmacology,
21(1), 186-192. https://doi.org/10.1016/j.intimp.2014.04.021

Ji, )., Hu, S. L, Cui, Z. W., & Li, W. F. (2013). Probiotic Bacillus amyloliquefaciens mediate M1 macrophage
polarization in mouse bone marrow-derived macrophages. Archives of microbiology, 195(5),
349-356. https://doi.org/10.1007/s00203-013-0877-7

Kaushal, D, & Kansal, V. K. (2014). Dahi containing lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium
bifidum improves phagocytic potential of macrophages in aged mice. Journal of Food Science
and Technology, 51(6), 1147-1153. https://doi.org/10.1007/s13197-012-0637-8

Koprivnjak, T., & Peschel, A. (2011). Bacterial resistance mechanisms against host defense peptides.
Cellular and Molecular Life Sciences, 68(13), 2243-2254. https://doi.org/10.1007/s00018-011-
0716-4

Kos, B., Suékovi¢, J., Vukovig, S., Simpraga, M., Frece, J., & Matosi¢, S. (2003). Adhesion and aggregation
ability of probiotic strain Lactobacillus acidophilus M92. Journal of Applied Microbiology, 94(6),
981-987. https://doi.org/10.1046/j.1365-2672.2003.01915.x

Lebeer, S., Vanderleyden, J., & De Keersmaecker, S. C. J. (2008). Genes and Molecules of Lactobacilli

142



Supporting Probiotic Action. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 72(4), 728-764.
https://doi.org/10.1128/mmbr.00017-08

Lim, J. J, Grinstein, S., & Roth, Z. (2017). Diversity and versatility of phagocytosis: Roles in innate
immunity, tissue remodeling, and homeostasis. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology,
7(MAY), 1-12. https://doi.org/10.3389/fcimb.2017.00191

Liu, W. S., & Heckman, C. A. (1998). The sevenfold way of PKC regulation. Cellular Signalling, 10(8),
529-542. https://doi.org/10.1016/S0898-6568(98)00012-6

Mantovani, A, Sica, A., Sozzani, S., Allavena, P, Vecchi, A., & Locati, M. (2004). The chemokine system
in diverse forms of macrophage activation and polarization. Trends in Immunology, 25(12), 677-
686. https://doi.org/10.1016/].it.2004.09.015

Marranzino, G., Villena, J., Salva, S., & Alvarez, S. (2012). Stimulation of macrophages by immunobiotic
Lactobacillus strains: Influence beyond the intestinal tract. Microbiology and Immunology,
56(11), 771-781. https://doi.org/10.1111/j.1348-0421.2012.00495.x

Mosser, D. M., & Edwards, J. P. (2009). the Full Specter Os Macrophage Activaton. 8(12), 958-9609.
https://doi.org/10.1038/nri2448.Exploring

Mosser, D. M., & Zhang, X. (2011). Measuring opsonic phagocytosis via Fcr receptors and
complement receptors on macrophages. Current Protocols in Immunology, (SUPPL. 95), 1-12.
https://doi.org/10.1002/0471142735.im1427s95

Murray, P. J. (2017). Macrophage Polarization. Annual Review of Physiology, 79(1), 541-566.
https://doi.org/10.1146/annurev-physiol-022516-034339

Ohue-Kitano, R, Yasuoka, Y. Goto, T, Kitamura, N., Park, S. B, Kishino, S., ... Kawada, T. (2018). A-
Linolenic acid—derived metabolites from gut lactic acid bacteria induce differentiation of anti-
inflammatory M2 macrophages through G protein-coupled receptor 40. FASEB Journal, 32(1),
304-318. https://doi.org/10.1096/fj.201700273R

Park, E. K., Jung, H. S, Yang, H. |, Yoo, M. C,, Kim, C., & Kim, K. S. (2007). Optimized THP-1 differentiation
is required for the detection of responses to weak stimuli. Inflammation Research, 56(1), 45-50.
https://doi.org/10.1007/s00011-007-6115-5

Pérez, P. F, Minnaard, Y., Disalvo, E. A., & De Antoni, G. L. (1998). Surface properties of bifidobacterial
strains of human origin. Applied and environmental microbiology, 64(1), 21-26.

Porcheray, F, Viaud, S., Rimaniol, A. C,, Léone, C., Samah, B., Dereuddre-Bosquet, N., ... Gras, G. (2005).
Macrophage activation switching: An asset for the resolution of inflammation. Clinical and
Experimental Immunology, 142(3), 481-489. https://doi.org/10.1111/j.1365-2249.2005.02934.x

143



Salva, S., Villena, J., & Alvarez, S. (2010). Immunomodulatory activity of Lactobacillus rhamnosus strains
isolated from goat milk: Impact on intestinal and respiratory infections. International Journal of
Food Microbiology, 141(1-2), 82-89. https://doi.org/10.1016/j.ijffoodmicro.2010.03.013

Tymczyszyn, E. E., Del Rosario Diaz, M., Gbmez-Zavaglia, A., & Disalvo, E. A. (2007). Volume recovery,
surface properties and membrane integrity of Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
dehydrated in the presence of trehalose or sucrose. Journal of Applied Microbiology, 103(6),
2410-2419. https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2007.03482.x

Uribe-Quero, E., & Rosales, C. (2017). Control of phagocytosis by microbial pathogens. Frontiers in
Immunology, 8(OCT), 1-23. https://doi.org/10.3389/fimmu.2017.01368

Voyich, J. M., & Deleo, F. R. (2002). Host-pathogen interactions: Leukocyte phagocytosis and
associated sequelae. Methods in Cell Science, 24(1-3), 79-90.
https://doi.org/10.1023/A:1024154200702

Wang, VY., Liu, H.,, & Zhao, J. (2019). Macrophage Polarization Induced by Probiotic Bacteria: a Concise
Review. Probiotics and Antimicrobial Proteins. https://doi.org/10.1007/s12602-019-09612-y

144



Capitulo 5:

Efecto de las cepas CIDCA 133 y CIDCA 331
en un modelo murino.
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5.1 Introduccion

En los capitulos anteriores se estudid, mediante distintos ensayos /n vitro, la
interaccion de las cepas de lactobacilos CIDCA 133 y CIDCA 331 con diferentes com-
ponentes presentes a nivel intestinal: péptidos antimicrobianos (AMPs), células epi-
teliales intestinales y células fagociticas. Estas aproximaciones arrojaron resultados
que permitieron explicar algunos mecanismos de interaccion entre los distintos ac-
tores de la relacion bacteria-célula epitelial o fagocitica y AMPs. Sin embargo, una
vision completa de las interacciones sélo puede obtenerse desde los estudios /n vivo.

Los animales de experimentacién constituyen un sistema biolégico complejo
que permite evaluar todas las interacciones de los sistemas bioldgicos y sus respues-
tas. En especial para los modelos a nivel gastrointestinal, los estudios /n vivo permiten
determinar la presencia de signos clinicos de desorden intestinal, cambios a nivel
histoldgico de orden inflamatorio, modificaciones en la microbiota y fundamental-
mente la respuesta inmune del hospedador tanto adaptativa como innata de manera
integral. Los modelos murinos han sido ampliamente utilizados para estudiar los
efectos de los microorganismos probidticos. Estos ensayos han demostrado que la
ingesta de probidticos puede proteger al hospedador frente a enteropatogenos
(Claes et al, 2011; Martin et al, 2017), Ademas son capaces de modificar la micro-
biota intestinal y producir un efecto sobre el tejido adiposo en ratones obesos (Alard
et al, 2016; Park et al, 2017); mejorar la biodisponibilidad de nutrientes(Dudonné
et al, 2015), o de generar una respuesta inmune local o a distancia (Bonet et a/, 2006;
Dogi, Galdeano y Perdigon, 2008; Bereswill et a/, 2017). Los modelos murinos han
sido también utilizados para estudiar los efectos psicolégicos del consumo de pro-
bidticos indagando en la relacién entre los cambios en la microbiota y el comporta-

miento y estado de ansiedad de los ratones (Emge et a/, 2016; Huang et al, 2018).
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En nuestro laboratorio, se han utilizado diferentes modelos de ratones y meriones
para estudiar el efecto probiotico de distintas cepas bacterianas sobre la interaccion
parasito-hospedador en infecciones por Giardia intestinalis (Humen et al, 2005;
Teijeiro, 2019) observando un efecto protector del probiético frente a la infeccion
con Giardia. El modelo de ratones BALB/c ha sido utilizado también por Hamet y col.
para estudiar la influencia del exopolisacarido producido por los microorganismos el
kéfir (kefiran) sobre la microbiota de los ratones (Hamet et al. 2016), encontrando
que la administracion kefiran modificaba la composicion de la microbiota intestinal
propiciando el aumento de las poblaciones de bacterias del genero Bifidobacterium.

Con el objetivo de estudiar el efecto global de la administracion oral de las
cepas CIDCA 133 y CIDCA 331 se realizé un ensayo /n vivo en un modelo murino. Es
importante destacar que la cepa CIDCA133 en particular, ha demostrado tener pro-
piedades protectoras frente a la infeccién con £ coli enterohemorragica, mejorando
la sobrevida de los ratones y protegiéndolos del dafio intestinal y renal producido
por el patégeno (Hugo 2007). En el presente trabajo se focalizé en evaluar la influen-
cia de estas cepas sobre la microbiota del ratdén y la respuesta inmune mediante la

evaluacion de marcadores relevantes en el entorno intestinal.

5.2 Materiales y métodos
5.2.1 Cepas bacterianas

Se utilizaron las cepas Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (CIDCA 331)
y L. delbrueckii subsp. /actis (CIDCA133). Las cepas se cultivaron a 37 °C en medio
MRS durante 16 h.

Los indculos utilizados para la administracion oral se prepararon a partir de
suspensiones de bacterias provenientes de cultivos frescos que fueron centrifugados
y posteriormente lavados con PBS y conservados a -80 °C en una solucion de saca-
rosa al 20 % p/v hasta el momento de su uso. Durante los ensayos las suspensiones
bacterianas se diluyeron en el agua de bebida. La concentracion final de lactobacilos
en el agua de bebida fue de 1x10® UFC/ml.
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5.2.2 Animales utilizados y condiciones de mantenimiento

Se utilizaron ratones hembra libres de patdégenos especificos (SPF) de 6 a 8
semanas de edad de la cepa BALB/c AnNLAE cuyos progenitores proceden del Na-
tional Institute of Health (EEUU), obtenidos del bioterio de la Facultad de Ciencias
Veterinarias, UNLP. Una vez trasladados al bioterio de la Catedra de Microbiologia de
la Facultad de Ciencias Exactas, se realizé una semana de adaptacién a las nuevas
condiciones de alojamiento. Los ratones fueron mantenidos en cajas con entre 9y
12 individuos, con un lecho de viruta esterilizada y con ciclos de 12 h luz/oscuridad.
Durante los experimentos los ratones fueron alimentados con una dieta normal en
forma de pellets y agua ad /ibitum. Los procedimientos fueron realizados bajo nor-
mas internacionales de trabajo con animales de experimentacion y aprobados por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de
la Facultad de Ciencias Exactas (UNLP) (Protocolo nimero: 003-23-16)

5.2.3 Disefo experimental

Los ratones fueron separados en tres grupos segun el tratamiento: Control,
Grupo CIDCA 133 y Grupo CIDCA 331. Estos dos ultimos recibieron en el agua de
bebida diariamente durante 7 dias las suspensiones de los respectivos lactobacilos,
mientras que el grupo control sélo recibid la solucién de sacarosa utilizada como
crioprotector (Tabla 5.1). Se realizaron dos muestreos: a las 24 h de la primera admi-
nistracion de las bacterias y a los 7 dias (Figura 5.1). El sacrificio fue realizado por
inhalacion de CO..

Inmediatamente luego del sacrificio, se procedid a la toma de muestras. De
cada ratdn se tomaron muestras de materia fecal y de placas de Peyer, bazo y n6du-
los linfaticos mesentéricos (MLN). Las muestras de materia fecal se conservaron a -
80 °C hasta el momento de su utilizacion. Las muestras de placas de Peyer destinadas
a histologia se fijaron en etanol 96 % y se conservaron a temperatura ambiente; las
muestras para el estudio de expresion de citoquinas y defensinas por gRT-PCR se
conservaron en buffer de preservacion RNA/ater RNA Stabilization Reagent (QIAGEN
GmbH, Alemania) a -20 °C.
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Tabla 5.1. Numero de ratones por grupo experimental

Control CIDCA 133 CIDCA331
Sacrificio dia 1 5 6 6
Sacrificiodia7 4 6 6
Total 9 12 12

Dias de admini;tracién 0 1 2 3 A 5 6 7
de los lactobacilos

Sacrificio Sacrificio
dia 1 dia7

Figura 5.1. Esquema de los tratamientos administrados: las cepas CIDCA 133 y CIDCA 331 fueron
administradas en el agua de bebida, al dia 1y 7 se realizaron los sacrificios correspondientes.

5.2.4 Analisis histologicos

Las muestras para histologia fueron deshidratadas utilizando concentraciones
crecientes de etanol para ser luego incluidas en parafina. Se realizaron cortes finos
(5 pm de espesor) de los tejidos incluidos utilizando un microtomo. Finalmente, las
muestras fueron desparafinadas, rehidratadas y tefiidas con hematoxilina y eosina
(H/E) para evaluar la estructura tisular.

Las células productoras de mucus en el intestino delgado se evidenciaron me-
diante tincion con azul de Alcian. Los protocolos se detallan en el Anexo. Se efectué
un registro fotografico de los cortes utilizando un microscopio DMLB acoplado a una
camara digital DC 100 (Leica Mycroscope Systems Ltd., Heerbrugg, Suiza). Durante
el analisis de las muestras se observo tanto la macromorfologia tisular como la mi-

cromorfologia celular.
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5.2.5 Estudio de la microbiota intestinal por electroforesis en gel de gradiente
desnaturalizante (DGGE)

Se realizaron analisis por electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante
(DGGE) con el fin de estudiar el efecto de la administracion de los lactobacilos sobre
las poblaciones bacterianas de la microbiota intestinal de los ratones, a partir de
muestras de materia fecal,

La técnica de DGGE se puede emplear para el estudio de comunidades bacte-
rianas aprovechando la gran variabilidad interespecie de regiones del genoma bac-
teriano (Wang et al. 2008). La técnica DGGE permite la separacién de fragmentos de
DNA del mismo tamano, pero con diferente secuencia de nucleétidos en funcién de
su contenido de GC mediante el uso de un gradiente desnaturalizante de urea/for-
mamida en un gel de poliacrilamida. Con este fin, se amplifica una regién de DNA
bacteriano con mucha variabilidad entre especies, como puede ser la sub unidad 16s
del rRNA los cuales se separan de menor a mayor contenido de GC en el gel (Muyzer
y Smalla, 1998).

5.2.5.1 Purificacion de DNA.

La purificaciéon del DNA de las muestras de materia fecal de raton se realizo
utilizando el kit de purificacion QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit (QIAGEN GmbH,
Alemania) siguiendo las indicaciones del fabricante. Luego de la purificacion de las
muestras se cuantificé el DNA obtenido utilizando espectrémetro NanoDrop™ 2000
(Thermofisher) y se evalud la calidad de la purificacién mediante electroforesis en gel

de agarosa.

5.2.5.2 Amplificacion rDNA 16s bacteriano.

Para analizar la comunidad bacteriana de las muestras se amplificd la region
variable V8 del gen del rRNA 16s utilizando los primers para eubacterias GC-341f y
907r (Wang y col., 2008) las secuencias se detallan en la Tabla 5.2.

Para las reacciones de PCR se usaron 3 pl de molde, 15 ul de master mix

DREAMtaq (invitrogen), 3 pl de cada primer (concentracién final 5 uM), 5 ul de agua
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para completar un volumen final de reaccién de 30 pl. La amplificacién se realizd en
un termociclador Biorad T100 Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc. EEUU).

El programa utilizado fue el siguiente: Paso 1: un 1 ciclo de 4 min a 94 °C 4 min;
Paso 2: 10 ciclos de (94 °C 30 seg, 62 °C 45 seg, 72 °C 1 min). Paso 3: 25 ciclos de (94
°C 30 seg, 57 °C 45 seg, 72 °C Tmin); Paso 4: un ciclo de 72 °C 10 min. Luego del

ciclado se chequeo el éxito de la reaccién corriendo un gel de agarosa al 1%.

Tabla 5.2. Secuencia de los primers de eubacterias para DGGE.

Primer Secuencia 5'-3' Referencia

CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GGC CCG CCG CCC
GC341F oG cCC CCT CCT ACG GGA GGC AGC AG (Wang e al, 2008)
907r CCG TCA ATT CCT TTG AGT TT (Wang et a/, 2008)

5.2.5.3 Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante

Los productos PCR fueron analizados por DGGE en un equipo DGGE-2401
(C.B.S. Scientific Co., Del Mar, CA, USA) utilizando geles de poliacrilamida 8% p/v en
buffer TAE (detalle en apéndice). La puesta a punto de las condiciones de la electro-
foresis fue realizada previamente en nuestro laboratorio por Hamet (Hamet, 2012).
Se utilizé un gradiente desnaturalizante urea/formamida 40-60% (100% corresponde
a 7 M de urea y 40% v/v de formamida). La electroforesis se llevo a cabo a voltaje
constante 100 V durante 16 h a 60 °C. Los geles se tifieron con SYBR Gold (Invitrogen,
Oregon, USA) 0,2 pl/ml en buffer TAE durante 30 min y se visualizaron bajo luz UV
en un transiluminador GelDoc XR (BioRad, EEUU). El analisis de las fotografias de los
geles se realizd con el software GelCompar Il (AppliedMaths, bioMérieux, Francia). El
analisis de agrupamiento se realizd por el método UPGMA (unweighted pair group

method with arithmetic mean) utilizando el coeficiente similitud de Jaccard.

5.2.6 Expresion de citoquinas y defensinas

Con el fin de evaluar la influencia de los tratamientos con lactobacilos sobre la

respuesta inmune intestinal se midid la expresién de citoquinas y B defensina 3
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(mBD3) en placa de Peyer por gRT-PCR. Las muestras de placa de Peyer conservadas
en RNAlater fueron retiradas del mismo y colocadas en un tubo conteniendo el buf-
fer de lisis del kit comercial RNAspin mini (GE Healthcare UK), las muestras fueron
luego homogeneizadas utilizando un equipo de disgregacion (IKA T 10 basic, ULTRA-
TURRAX). EI RNA contenido en las muestras homogeneizadas fue purificado si-
guiendo el protocolo indicado en el kit comercial RNAspin mini (GE Healthcare UK).
Una vez obtenido el RNA purificado fue cuantificado utilizando un espectrometro
NanoDrop™ 2000 (Thermofisher). Las muestras se conservaron a —-80°C hasta el mo-
mento de la retrotranscripcion. Se estandarizd la cantidad de RNA a utilizar en la

reaccion de PCR en 1 pg por reaccion.

5.2.6.1 RT PCRy qRT-PCR.
La retrotranscripcion de RNA y las reacciones de PCR cuantitativas en tiempo
real se realizaron de la manera descripta en el capitulo 3. Los primers utilizados se

describen en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3. Secuencia de los primers utilizados para qRT-PCR.

Primer Secuencia 5'-3’ (fwrd -rev) referencia

B-Actina CGT CAT CCATGG CGAACT G (Rumbo et al,
GCT TCTTTG CAG CTC CTT CGT 2004)

TNF-o CAT CTT CTC AAA ATT CGA GTG ACA A (Roberts et al,
CCT CCACTT GGT GGT TTG CT 2008)
CAC ATG TCA CTG CCC GAG AGT

IL12 (Rolny, 2013)

GCA AAG AAA CAT GGA CTT CAACTT C
CAT TTG AAT TCC CTG GGT GAG A

IL10 TGC TCC ACT GCC TTG CTC TT (Rolny, 2013)
. GCA TTG GCA ACA CTC GTC AGA (Manko et al,
m CGG GAT CTT GGT CTT CTC TA 2017)

5.2.7 Analisis estadistico

Los analisis de la varianza (ANOVA) se realizaron usando el programa GraphPad

Prism 8 (GraphPad Software, EEUU). La comparacion de las medias se realizé por el
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test t de Student, considerando como estadisticamente significativa la diferencia

cuando p < 0,05.

5.3 Resultados
5.3.1 Histologia

El analisis microscépico de las tinciones con azul de Alcian de las muestras de
intestino mostré una morfologia normal tanto en las vellosidades como en las criptas
sin evidencia de procesos inflamatorios o dafio debido a la ingesta de los lactobaci-
los. El azul de Alcian permite evidenciar las células productoras de mucus. Los pre-
parados presentaron una cantidad similar de células caliciformes sin observarse di-
ferencias en numero entre las muestras de los diferentes grupos de ratones; esto se
repitié tanto en las muestras pertenecientes al sacrificio del dia 1 como para las del
dia 7 (Figura 5.2).

A B

Figura 5.2. Tinciones con azul de Alcian. Las microfotografias muestran cortes de intestino delgado
de raton tefidas con azul de Alcian, La fotografia A corresponde a una muestra del grupo de rato-
nes que consumioé la cepa CIDCA 133 durante 1 dia. La fotografia B corresponde a una muestra del
grupo de ratones que consumid la cepa CIDCA 331 durante 7 dias.
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Las tinciones de hematoxilina y eosina de nédulos linfaticos mesentéricos y
bazo, al igual que las muestras de intestino no mostraron evidencia de procesos in-
flamatorios a causa los diferentes tratamientos. En la Figura 5.3 se pueden ver cortes
de bazo de ratones representativos de los diferentes grupos. En la Figura 5.4 se
muestran cortes representativos de los nédulos linfaticos mesentéricos de los dife-
rentes grupos de ratones. La estructura de ambos tejidos es normal sin infiltrados

inflamatorios ni edemas para todos los tratamientos y tiempos analizados.
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Bazo

Control

CIDCA 133

CIDCA 331

Figura 5.3. Tinciones de Hematoxilina-Eosina de cortes de bazo. Las micrografias corresponden a
imagenes representativas de los diferentes grupos de ratones segun indican las filas y las columnas.
La primer columna corresponde a ratones sacrificados el dial y la segunda a ratones sacrificados

el dia 7.
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Nodulos linfaticos mesentéricos

Dial Dia7

CIDCA 133

CIDCA 331

Figura 5.4. Tinciones de Hematoxilina-Eosina de cortes nddulos linfaticos mesentéricos. Las micro-
grafias corresponden a imagenes representativas de los diferentes grupos de ratones segun indican
las filas y las columnas. La primer columna corresponde a ratones sacrificados el dial y la segunda

a ratones sacrificados el dia 7.
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5.3.2 Analisis de la microbiota intestinal por DGGE

Se evalu6 mediante DGGE la diversidad de Eubacterias en heces de ratén, em-
pleando primers universales (GC-341f /907r). Se extrajo y amplifico el rDNA bacte-
riano de muestras de materia fecal de tres individuos de cada grupo de ratones. Los
geles obtenidos se analizaron con el software GelCompar Il y se obtuvieron los den-
drogramas que se observan en las Figura 5.5. Se observd que los perfiles de las
muestras obtenidas en el dia 1 no se agruparon en clusters definidos que separen
los distintos grupos experimentales. Este resultado podria deberse al corto tiempo
de administracion de los lactobacilos prevaleciendo en este punto la variabilidad en-
tre los individuos mas que el efecto de los diferentes tratamientos.

En contraste, los perfiles de las muestras correspondientes a los animales sacri-
ficados al dia 7 comenzaron a mostrar una divergencia entre los diferentes grupos
experimentales. Se registraron diferencias en los patrones de bandas de las muestras
correspondientes a los ratones de los grupos CIDCA 133 y CIDCA 311 (recuadros
rojos, Figura 5B). Esto evidenciaria cambios en la composicion de la microbiota de
los ratones tratados con los probioticos. Los cambios en las bandas ocurridos a los
7 dias se reflejaron en distintos agrupamientos respecto al dia 1. De hecho, las mues-
tras correspondientes a los animales tratados con la cepa CIDCA133 se agruparon
en un cluster definido con una similitud de 68% mientras que las muestras corres-
pondientes a los animales tratados con la cepa CIDCA 331 se agruparon en un cluster

junto con los controles.
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Figura 5.5. Agrupamiento segun los patrones de bandas de los perfiles de DGGE de las muestras
de heces de ratones. La Figura A corresponde a las muestras de los ratones del sacrificio del dia 1,
la Figura B corresponde a las muestras del sacrificio del dia 7. Los recuadros rojos sefialan zonas
modificadas por el tratamiento. El analisis de agrupamiento se realizdé por el método UPGMA utili-
zando el coeficiente similitud de Jaccard.
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5.3.3 Expresion de defensinas en intestino de raton

Se estudié la expresidon de la beta defensina 3 de raton (mBD3) que es homo-
loga a la hBD2 humana en muestras de placas de Peyer. Al dia 1 se pudo observar
una tendencia al aumento de la expresion de mBD3 en los grupos tratados con bac-
terias con respecto al grupo control, la expresion para el grupo CIDCA 133 fue 3.5
veces mayor que el control mientras que para grupo CIDCA 331 fue 2 veces mayor
que el control (Figura 5.6). Al dia 7 los niveles de expresion de mBD3 en los grupos
tratados con los lactobacilos disminuyeron con respecto al dia 1, para la cepa
CIDCA133 la expresion fue 0.3 veces la del grupo control del dia 7 mientras que la

expresion en el grupo CIDCA 331 fue igual a la del grupo control (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Expresion de mRNA de beta defensina 3 de raton. Se muestran la expresion relativa de
mBD3 en placa de Peyer. D1 grupos correspondientes al sacrificio del dia1; D7 grupos de ratones
correspondientes al sacrificio del dia 7. Cada resultado representa la media + la desviacion estandar
(n=3). Los asteriscos representan una diferencia con respecto al control del dia correspondiente de
p< 0.05 en t test.
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5.3.4 Expresion de citoquinas en placas de Peyer

Se estudiaron los niveles de expresion de genes de citoquinas en las muestras
obtenidas de placas de Peyer. Los valores encontrados se muestran en la Figura 5.7.
Al dia 1 los grupos de ratones que consumieron los lactobacilos mostraron una ten-
dencia al aumento de los niveles de citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-12 con
respecto al grupo control. Al dia 7 los niveles de TNF e IL-12 bajaron para los grupos
que consumieron lactobacilos en referencia al grupo control. Por otro lado, hubo una
disminucion de los niveles de expresion de IL-10 en los grupos que recibieron los
lactobacilos tanto al dia 1 como al dia 7.

Los resultados indicarian que, la ingesta de lactobacilos induce transitoria-
mente, a tiempos tempranos, un perfil de citoquinas de caracter proinflamatorio a

nivel intestinal, que se atenda a los 7 dias de consumo.
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Figura 5.7. Expresion de mRNA de citoquinas en placas de Peyer de ratén. Se muestra la expre-
sion de mRNA de citoquinas con respecto a la expresién de las mismas en el grupo control del dia
correspondiente. D1 grupos correspondientes al sacrificio del dia1; D7 grupos de ratones corres-
pondientes al sacrificio del dia 7. Cada resultado representa la media * la desviacion estandar (n=3).

Los asteriscos representan una diferencia con respecto al control del dia correspondiente de p< 0.1
en t test.

5.4 Discusion

Si bien los lactobacilos en general cuentan con un status GRAS (generally re-
cognized as safe) su inocuidad para adicionarlos en alimentos para consumo hu-
mano debe ser demostrada (Adams y Marteau, 1995; FAO/WHO, 2002). En nuestro

caso, las cepas no ocasionaron signos de desorden intestinal observandose que
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tanto las mucosas de los ratones control como de los tratados presentaban un as-
pecto normal. Tampoco se registraron cambios en el comportamiento y la salud de
los ratones. En general se observo una respuesta de moderada intensidad del hos-
pedador frente al tratamiento con el probiético la cual produjo efectos mas sutiles
respecto a los que provocarian microorganismos patdgenos. Aun asi, se pudieron
registrar respuestas del hospedador que se encontraron en sintonia con las obteni-
das en los modelos /n vitro evaluados en los capitulos anteriores.

La presencia de los lactobacilos tuvo un impacto en el perfil de la microbiota
intestinal. Los analisis de DGGE mostraron cambios en la agrupacion de los clusters
entre los ratones que recibieron lactobacilos y los ratones control a los 7 dias. En
efecto, al inicio los clusters contienen individuos de los distintos tratamientos mien-
tras que a los 7 dias se distinguen 3 grupos relacionados entre si: los ratones que
recibieron la cepa CIDCA 133, los que recibieron la cepa CIDCA 331, entremezclado
con un control y mas distante el resto de los individuos correspondientes al grupo
control. La dispersién inicial de los clusters observada al dia 1 posiblemente implique
que la administracién durante un dia de los probioticos no fue suficiente para su-
perar la contribucion de la variabilidad biologica de la microbiota intestinal sobre los
agrupamientos. Este tipo de variaciones inter individuos inicial han sido documenta-
das ampliamente utilizando la técnica de DGGE tanto en modelos animales como en
humanos (Zoetendal, Akkermans y De Vos, 1998; Montesi et a/, 2005; Snart et al,
2006).

Los cambios en los perfiles observados al dia 7 debido al tratamiento con lac-
tobacilos, pueden deberse a la aparicién de bandas correspondientes a los microor-
ganismos administrados asi como también a cambios concomitantes en otras po-
blaciones bacterianas (Sui et a/, 2002; Larsen et a/, 2011). Un estudio preliminar por
RT-gPCR realizado sobre estas mismas muestras mostré indicios de un aumento de
las poblaciones del filo firmicutes en los grupos tratados con lactobacilos (datos no
mostrados). En el filo firmicutes se encuentran agrupadas bacterias grampositivas de
bajo contenido CG como los géneros Clostridium, Bacillus también Lactobacillus; |o
cual sugeriria que serian todas o algunas de éstas poblaciones las que estarian in-

crementandose (Galperin, 2013).
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En ensayos similares, Teijeiro (Teijeiro, 2019), en su trabajo de tesis doctoral,
observé una disminucion en los géneros Clostridiumy un aumento en los géneros
Lactobacillus (pertenecientes al filo firmicutes) en los grupos de ratones a los cuales
se les administro la cepa Lactobacillus plantarum CIDCA 83114. Si bien las técnicas
de DGGE y RT-gPCR realizadas en este trabajo no permiten distinguir entre los dife-
rentes géneros bacterianos, si comparamos nuestros resultados con los obtenidos
por Teijeiro podriamos especular que los cambios observados podrian deberse a un
aumento de la proporcion de microorganismos pertenecientes al género Lactobaci-
llus, lo que conllevaria un efecto beneficioso para el hospedador.

Al analizar la respuesta inmune intestinal pudo observarse que en tiempos cor-
tos (1 dia) los lactobacilos aumentan en forma moderada el nivel de las citoquinas
proinflamatorias estudiadas y al cabo de 7 dias estos valores descienden a niveles
aun menores que el control. En el caso de las citoquinas antinflamatorias a tiempos
cortos no se observan cambios en la expresion de IL-10 pero luego de 7 dias los
niveles caen por debajo del control. Ambas cepas de lactobacilos produjeron un per-
fil de respuesta de citoquinas semejante en los ratones. Los resultados indicarian que
la ingesta de cantidades elevadas de lactobacilos induce a nivel intestinal una res-
puesta de tipo proinflamatoria de baja intensidad en forma temprana y transitoria.
Este tipo de respuesta inflamatoria moderada por efecto de las bacterias lacticas ha
sido documentada en otros trabajos y se la ha vinculado con los varios mecanismos
presentes en la mucosa intestinal para mantener la homeostasis y no desencadenar
respuestas inflamatorias exageradas ante los microorganismos comensales (Honda
y Takeda, 2009; Chiba et a/, 2010). En los ensayos realizados in vitro en el capitulo 4
también se observo una respuesta proinflamatoria donde observamos una polariza-
cion de macrédfagos hacia un perfil de activacién con de tipo M1.

Cuando se estudié la induccion de B defensinas en las muestras de placas de
Peyer se registré que a tiempos cortos ambos lactobacilos podrian aumentar la ex-
presion de la mBD3 y que la expresion cae a niveles basales luego de 7 dias. Estos
resultados condicen con lo evaluado in vitro respecto a la expresion de la hBD2 en
células Caco-2/TC7 (capitulo 3), donde se observé que los lactobacilos fueron induc-

tores moderados de la defensina. En conjunto podriamos afirmar que los lactobacilos
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fueron capaces de aumentar la expresion de las B defensinas inducibles intestinales
tanto /n vitro como in vivo. Al igual que en los ensayos de expresidn de citoquinas
los niveles de sobrexpresion de defensinas no son muy elevados. Esto indicaria que
la administracion de lactobacilos genera un aumento de los niveles de B defensina'y
de “alerta” temprana del sistema inmune cuya respuesta determina en parte la su-
pervivencia y/o permanencia de estos lactobacilos a nivel intestinal.

Los resultados de este capitulo mostraron que la administracion de las cepas
CIDCA 133 y CIDCA 331 tuvo un efecto sobre la microbiota intestinal del raton y
produjeron una respuesta inmune que podria ser beneficiosa para proteger al hos-
pedador. El analisis de la respuesta de los ratones ante la ingesta de los lactobacilos
fue coincidente con los resultados obtenidos utilizando modelos /n vitro, poniendo
de manifiesto efectos de la interaccion bacteria-hospedador en un sistema mas com-

plejo como es un modelo murino.
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Discusion General

En este trabajo de tesis doctoral se buscé profundizar en el conocimiento de la
potencialidad probidtica de las cepas de lactobacilos CIDCA 133 y CIDCA 331 focali-
zando en la relevancia de la resistencia de las cepas a péptidos antimicrobianos. Los
péptidos antimicrobianos cumplen un rol importante en el mantenimiento de la ho-
meostasis intestinal y su interaccion con los distintos microorganismos probidticos
resulta de particular interés.

Se utilizaron diferentes modelos que permitieron estudiar la interaccion bacte-
ria/péptido y bacteria/hospedador a diferentes niveles.

Los modelos de interaccion entre bacterias y péptidos permitieron indagar mas
profundamente sobre la resistencia diferencial a las B defensinas de la cepa CIDCA
133 respecto a la cepa CIDCA 331, observandose que el patron de sensibilidad de
las cepas se conservaba con péptidos de estructura y origen distintos, como son los
a péptidos de anuros aureina, maculatina y citropina. Los resultados sugieren que las
diferencias presentes principalmente en la membrana de las cepas condicionarian su
resistencia frente a péptidos cationicos de forma mas general y por mecanismos
conservados que se mantuvieron a lo largo de la evolucién de las bacterias en dis-
tintas especies de hospedadores.

Los modelos de interaccién de liposomas y monocapas utilizando lipidos ex-
traidos de las cepas de los lactobacilos, con los péptidos antimicrobianos, aportaron
resultados semejantes a los obtenidos con bacterias enteras mostrando una mayor
afinidad de los AMPs por los lipidos de la cepa CIDCA 331. Es importante mencionar,
que estudios recientes /n silico utilizando la técnica de dinamica molecular también
confirman nuestras observaciones (Balatti, 2020). La diferente susceptibilidad a los

AMPs de las cepas de lactobacilos podria atribuirse en parte, a la mayor proporcion
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de fosfolipidos en la membrana celular de la cepa CIDCA 331 lo que le daria una
mayor densidad de carga negativa comparada con la de la cepa CIDCA 133.

Los resultados obtenidos demostraron por otra parte que la composicion de la
membrana no solo influye en la susceptibilidad a los AMPs sino también en los me-
canismos de accion. En efecto, se pudo comprobar que en las membranas formadas
con lipidos bacterianos los péptidos aureina 1.2 y citropina 1.1 que suelen presentar
un mecanismo de accion del tipo alfombra actuaron por un mecanismo formador de
poros. Este ultimo resultado, también tuvo su correlato en las simulaciones hechas
in silico por Balatti que demostraron la formacion de un poro estable de aureina en
la membrana modelo de la cepa CIDCA 331 que no fue observado en los modelos
de membrana de la cepa CIDCA 133 (Balatti, 2020).

Cuando se evaluo la estabilidad /n vitro de liposomas formulados con los lipi-
dos de la cepa CIDCA 133 se observo que fueron mas resistentes con respecto a los
formulados con lecitina tanto en presencia de los componentes del suero como du-
rante procesos de congelacion/descongelacion y deshidratacion/rehidratacion resal-
tando asi la importancia que tiene la composicién de los liposomas sobre sus pro-
piedades fisicoquimicas.

Este hecho se evidencia también al evaluar los resultados obtenidos con las
formulaciones de liposomas a los que se les agrego el polimero PDMAEMA. El agre-
gado del polimero permitié obtener liposomas sensibles al pH que liberan su conte-
nido a pH levemente acido y que pueden ser incorporados por células eucariotas.
Las formulaciones de liposomas con PDMAEMA fueron internalizas por las células
epiteliales por un mecanismo endocitico dependiente de caveolas direccionando las
vesiculas a compartimentos no degradativos.

Para abordar el estudio de la interaccién bacteria/hospedador se utilizaron dis-
tintos modelos celulares como enterocitos y macréfagos.

Las cepas estudiadas mostraron la capacidad de estimular una secrecién mo-
derada de hBD2 en enterocitos y al mismo tiempo pudieron modular la respuesta
celular en presencia de un agonista TLR5 tal como la flagelina. Se observé un efecto

sinérgico en la expresion de hBD2 junto a la flagelina, asi como una disminucion en
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la expresion de NF-kB. Los lactobacilos tendrian entonces un efecto dual, promo-
viendo la accion de un estimulo proinflamatorio como la flagelina en el caso de la
expresion de hBD-2 pero a su vez modulando otras de sus respuestas al disminuir la
cascada de sefializacion via NF-kB.

En los modelos de células fagociticas las cepas CIDCA 133 y CIDCA 331 dife-
renciaron a los macréfagos hacia un perfil de tipo M1 que se caracterizan por una
activa capacidad fagocitica y la secrecion de citoquinas proinflamatorias. Los ensayos
de fagocitosis realizados en macrofagos permitieron encontrar que tanto la adhesion
a las células como la internalizacién de las cepas CIDCA 133 y CIDCA 331 son dife-
rentes. Si bien estas diferencias no se vieron reflejadas en la respuesta celular de los
macrofagos, la mayor internalizacién y sobrevida intracelular de la cepa CIDCA 133
sostiene la hipdtesis planteada en el presente trabajo, que plantea que una sensibi-
lidad distinta de las bacterias frente a péptidos antimicrobianos podria determinar
un diferente destino intracelular en macréfagos y, por consiguiente, una diferente
respuesta.

El estudio del efecto de la cepas en un modelo /n vivo mostré que la adminis-
tracion de las cepas CIDCA 133 y CIDCA 331 produjo cambios en la microbiota in-
testinal de los ratones y tuvo un efecto sobre la respuesta inmune, provocando un
aumento en la expresién de mBD3 (B defensina de raton analoga a la hBD2) y pre-
sentando a tiempos cortos un perfil de citoquinas proinflamatorias compatible con
un perfil de activacion M1 de macréfagos.

El conjunto de los resultados es compatible con un modelo donde la composi-
cion de la membrana plasmatica de los lactobacilos afecta la susceptibilidad a los
diferentes AMPs y signa en parte su posibilidad de permanecer viables en el ambito
intestinal. En este caso la cepa CIDCA 133 presentaria una ventaja adaptativa res-
pecto a la cepa CIDCA 331. De hecho, otras propiedades que favorecen la coloniza-
cion intestinal como son la tolerancia al pH acido y a la bilis o la adhesion a entero-
citos estan presentes también en la cepa CIDCA 133. Los lactobacilos por otra parte
se mostraron como inductores moderados de una respuesta transitoria de tipo
proinflamatorio tanto /n vitro como a nivel intestinal siendo inductores de  defensi-

nas y de citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL12, llevando a los macréfagos
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hacia un perfil M1. Esto generaria un estado de alerta temprana del sistema inmune
que favoreceria la respuesta frente a microorganismos que presenten la potenciali-
dad de generar situaciones adversas para el hospedador. Sin embargo, los lactoba-
cilos fueron capaces también de modular una sefial de activacion proinflamatoria
generada por un inductor fuerte como flagelina disminuyendo la sefalizacion a tra-
vés de NF-kB. Este hecho junto a la sinergia observada en la induccion de la expre-
sion de hBD2 en presencia de flagelina, nos muestra que los lactobacilos pueden
actuar tanto como inmunoestimuladores o supresores dependiendo de la presencia
o no de otros factores luminales. Esta dualidad en su rol de agonistas de la respuesta
inmune presente en las bacterias con potencialidad probidtica, ha sido demostrada
también para las bifidobacterias en otros sistemas experimentales (Assad, 2019).

Dado que la cepa CIDCA 133 presenta varias caracteristicas que favorecerian su
supervivencia y colonizacion a nivel intestinal seria posible que /n vivo su impacto en
la respuesta del hospedador sea diferente a cepas con caracteristicas opuestas tales
como la cepa CIDCA 331. De hecho, los estudios llevados a cabo mediante DGGE,
mostraron que la administracion de la cepa CIDCA 133 produjo cambios apreciables
en la microbiota lo cual se evidencié por el agrupamiento de los animales en un
cluster bien definido.

El presente trabajo de tesis amplia el panorama sobre las interacciones que se
verifican entre el hospedador y los microorganismos benéficos en el tracto digestivo.
Se introduce la susceptibilidad diferencial a péptidos antimicrobianos de origen eu-
caridtico como variable relevante en el estudio de los mecanismos que explican el
efecto de microorganismos probidticos y se asigna un rol fundamental a la compo-
sicion de las membranas bacterianas para entender, cOmo microorganismos que pre-
sentan capacidad moderada como agonistas de la respuesta inmune, ejercen un
efecto en diferentes escenarios de estimulacion.

El trabajo se enmarca en la busqueda de los factores claves que determinan las
interacciones de los microorganismos intestinales con el hospedador lo cual es de

fundamental relevancia para el disefio racional de alimentos funcionales.
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Perspectivas

Concluido este trabajo se abren nuevas perspectivas de estudio. Los resultados
obtenidos con los modelos de membrana lipidica de lactobacilos llevan a pensar en
profundizar el estudio de la interaccion de péptidos antimicrobianos con membranas
bacterianas a nivel molecular e identificar las interacciones fisicoquimicas que pue-
den determinar la susceptibilidad de las cepas de lactobacilos ante la accion de un
determinado péptido antimicrobiano

A partir de los experimentos realizados con liposomas bacterianos también se
abre el panorama para indagar si las cepas CIDCA 133 y CIDCA 331 forman natural-
mente vesiculas extracelulares (MVs) y de ser asi, qué rol cumplen éstas en los efectos
producidos por las bacterias en células eucariotas. En este sentido los modelos de
liposomas bacterianos utilizados en este trabajo podrian ser una buena herramienta
para evaluar la interaccién de las células eucariotas con las MVs.

Otro perspectiva que se desprende de los estudios realizados con liposomas
funcionales con PDMAEMA, luego de caracterizar sus propiedades fisicoquimicas y
su mecanismo de internalizacion celular, es la de evaluar la factibilidad del uso de los
liposomas formulados con lipidos bacterianos y el polimero como sistema de de//-
very de sustancias activas.

Los estudios sobre el efecto de las cepas bacterianas sobre la regulacion de la
expresion de defensinas abren interrogantes sobre los mecanismos a través de los
cuales se produce esta induccién y las vias de sefializacion que intervienen en su
regulacion. En este contexto, los ensayos realizados permitieron determinar que la
expresion de hBD2 se produce de manera independiente de la activacion de NF-kB
pero resta identificar los receptores y las vias que intervienen, en este punto existen
varios candidatos a evaluar como son las vias de MAPK, mecanismos relacionados
con la induccion de ROS asi como también mecanismos epigenéticos. Estos estudios
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permitirian entender mejor los factores que determinan la interaccién de diferentes
microorganismos con el hospedador.

En el mismo sentido, los resultados obtenidos en los ensayos de polarizacion
de macréfagos nos impulsan a estudiar con mayor detalle los perfiles de activacion
de los mismos en contacto con los microorganismos. En este punto se realizaron
ensayos con macréfagos diferenciados con PMA, como siguiente paso se podrian
estudiar el efecto de los lactobacilos sobre macréfagos en diferentes estados de ac-
tivacion. Estos ensayos nos podrian dar informacién del efecto de estas bacterias
cuando interaccionan con subpoblaciones celulares presentes naturalmente en la
mucosa intestinal.

A raiz de los efectos producidos por las cepas estudiadas sobre la microbiota
de los ratones, resulta interesante realizar estudios mas exhaustivos utilizando técni-
cas mas poderosas, como la secuenciacion de la subunidad 16S, que permitan obte-
ner informacion mas detallada de los cambios que se producen en la microbiota.

Las perspectivas desarrolladas en esta parte evidencian las proyecciones del
trabajo que ha efectuado un recorrido desde aproximaciones experimentales con
modelos simplificados de interaccion hasta la complejidad de las interacciones que

se verifican en modelos /n vivo de mamiferos.
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Medios de cultivo

Medio deMan, Rogosa, Sharpe (MRS)

Componente para 1000ml|
Peptona 109
Extracto de carne 5¢g
Extracto de levadura 5¢
D (+) glucosa 20 g
K2HPO4 29
Tween 80 19
Citrato acido de amonio 29
Acetato de sodio 5¢g
MgSO4 01g
MnSO4 0,05¢g
H.O c.s.p. 1000 ml
pH=6,4-6,6

El agar MRS se preparo adicionado 1,5 g/l de agar-agar al medio MRS

Medio Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) completo

Componente Para 1000 ml
DMEM (Gibco, EEUU) 1 sobre
Suero Fetal Bovino 180 ml
Aminoacidos no esenciales (100X) 13 ml
Penicilina / Estreptomicina (1000 Ul, 1000 pug/ml) 13 ml
Gentamicina (50 mg/ml) 10 ml
NaHCO3 29
H.O c.s.p. 1000 ml
pH=6,9-7,2

El suero fetal bovino se inactivdo 30 min a 60 © C. Una vez preparado, el medio
se esterilizd por filtracion a través de una membrana de 0,22 pm.

DMEM Adhesion

Componente Para 1000 ml
DMEM 1 sobre
NaHCO3 29
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H20 c.s.p 1000 ml
pH=6,9-7,2
Una vez preparado, el medio se esterilizo por filtracion a través de una membrana
de 0,22pm.

Buffer fosfato salino (PBS)

Componente Para 1000 ml
NaCl 8,02¢g
KCl 0,231g
NazHPO4 1,17 g
KH2PO4 02g
H>O c.s.p 1000 ml
pH=7,2-74

Procesamiento de las muestras histologia
Las muestras fijadas en etanol 96°, fueron deshidratadas e incluidas en parafina.
Posteriormente, los 6rganos incluidos en parafina fueron cortados con un microtomo

y los cortes presentados sobre porta objetos para su posterior tincion.

Desparafinizacion de los cortes

Xileno (3 veces durante 5 min cada vez)

Etanol absoluto (2 veces durante 2 min cada vez)
Etanol 96° (2 veces durante 2 min cada vez)
Etanol 80° — 70° (2 min)

Agua destilada (1 min)

s N =

178



Tincion de Hematoxilina - Eosina

1. Colocar en solucién de Hematoxilina durante 5 min

2. Lavar con agua corriente, luego agua acida (pH=6) durante 3 min. aprox. (el
preparado adquiere un color morado), agua corriente y finalmente agua
destilada para terminar de lavarlo

3. Colocar en solucion de Eosina durante 30 segundos

4. Lavar con etanol 70° una vez rapidamente

5. Deshidratar en etanol 96° (2 veces durante 2 min.), etanol absoluto (2 veces
durante 2 min.), xilol (2 veces durante 2 min.)

6. Montar en portaobjeto usando balsamo de Canada.

Tincion de azul de Alcian

1. colocar en acético 3% durante 3 min

2. Luego en una solucién de azul de Alcian (azul de Alcian 0,5 g/l en acido acé-
tico 3 % (v/v), pH=2,5).

3. Lavar con agua

4. Colocar en solucién de Eosina durante 30 segundos

5. Lavar con etanol 70° una vez rapidamente

6. Deshidratar en etanol 96° (2 veces durante 2 min.), etanol absoluto (2 veces

durante 2 min.), xilol (2 veces durante 2 min.)
7. Montar en portaobjeto usando balsamo de Canada.

Preparacion de los geles y siembra de las muestras para DGGE

Los geles de DGGE se armaron entre dos vidrios separados por dos lenglietas
plasticas que sirven de borde lateral del gel. Para el armado de los geles con el gra-
diente desnaturalizante, se utilizé un sistema de dos vasos comunicantes conectado
a una bomba peristaltica. Se prepararon las soluciones desnaturalizantes de trabajo
(Tabla 1) a partir de soluciones desnaturalizantes 0 y 80 % y se generd un gradiente
de 40 % a 60% (Tabla 2).
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Tabla 1. Soluciones de trabajo para el armado de los geles de DGGE.

Concentracion Solucion 0 % Solucion 80 %
desnaturalizante desnaturalizante desnaturalizante
40% 575 ml 5,75 ml

60% 2,87 ml 8,63 ml

Tabla 2. Composicion de las soluciones desnaturalizantes 0% y 80% para DGGE

Componente 0% 80 % desnaturalizante
desnaturalizante

Acrilamida-Bis 40% 20 ml 20 ml

Buffer TAE 50X 2 ml 2ml

Urea - 33,69

Formamida deionizada - 32 ml

Agua destilada c.s.p. 100 ml c.s.p. 100 ml

Inmediatamente antes de su uso, se le agrego6 a cada una de estas soluciones
de trabajo 4.4 ul de Tetrametiletilendiamina (TEMED) y 44 ul de persulfato de amonio
10 % p/v; iniciando la reaccion de polimerizacion del gel. Las soluciones se colocaron
en el sistema de vasos comunicantes, colocando aquella con mayor concentracion
de urea/formamida en el vaso mas cercano al conducto de salida y agitando durante
la preparacién del gel con un agitador magnético. Una vez polimerizado el gel se
ahadié una solucion de stacking (solucion desnaturalizante 0%, TEMED, persulfato
de amonio) con el objetivo de completar el volumen perdido y para permitir ademas
que la muestra ingrese en una banda bien definida al gel desnaturalizante. Una vez
formado el gel, los vidrios conteniendo el mismo se montaron sobre el soporte co-
rrespondiente y se colocaron en la cuba con buffer TAE (Tris, acido acético, EDTA) a

60 °C. Luego se sembraron en cada fosa 20 pl de muestra con 5 pl de buffer siembra.
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Tincién y analisis de los geles de DGGE

Los geles fueron tefiidos con una solucién de Sybr Gold 0,2 pl/ml en buffer TAE
durante 30 min. Finalizada la tincion, la visualizacién de las bandas se realizd en un
transiluminador UV con camara fotografica acoplada GelDoc XR (BioRad, EEUU). Las
fotografias obtenidas se analizaron posteriormente utilizando el software GelCompar
Il (AppliedMaths, bioMérieux, Francia). El analisis de agrupamiento se realizo por el
método UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean) utilizando el

coeficiente similitud de Jaccard
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