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RESUMEN (en espafiol)

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia inflamatoria de caracter
autoinmune, que se produce tras la ingestion de gluten en individuos genéticamente
predispuestos. Actualmente representa una de las enfermedades genéticas mas
comunes a nivel mundial, con una prevalencia de 1:100 personas en todo el mundo.
Actualmente se conocen los principales péptidos del gluten responsables de la EC,
son péptidos con un elevado porcentaje de residuos de prolina que les confieren una
elevada resistencia a la protedlisis gastrointestinal, por lo que se acumulan en el
lumen intestinal desencadenando la respuesta inmune. Entre ellos destaca un
péptido de 33 aminodcidos (33-mer) proveniente de la a/B-gliadina, conocido por
ser el péptido mas inmunotoxico del gluten.

El tnico tratamiento disponible es seguir una estricta dieta libre de gluten
durante toda la vida del paciente, por lo que es necesario y urgente el desarrollo de
nuevas terapias alternativas o complementarias que mejoren la calidad de vida de los
pacientes celiacos. Durante los udltimos afios, se han propuesto distintos
tratamientos que se encuentran en diferentes fases de investigacion. Entre estos se
encuentra la terapia enzimatica oral, que se basa en la administracién de enzimas
especificos capaces de degradar los péptidos del gluten en el tracto gastrointestinal
(TGI). Se propuso el enzima prolil endopeptidasa de Myxococcus xanthus (PEP Mx) y
la de Sphingomonas capsulata (PEP S¢) como candidatas para la hidrolisis de los
péptidos, sin embargo estos microorganismos no pueden ser incluidos en alimentos.
Dado que las bacterias del acido lactico (BAL) son microorganismos reconocidos
como seguros, que forman parte de nuestra alimentaciéon y de nuestra microbiota
intestinal, junto al hecho de que poseen un sistema proteolitico muy extenso y
variado, en la presente Tesis Doctoral propusimos utilizar BAL que sean capaces de
hidrolizar los péptidos inmunotéxicos del gluten en el TGI, como terapia alternativa
de la EC. Con el fin de alcanzar dicho objetivo se han seguido dos estrategias
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diferentes, por un lado la bisqueda en nichos ecolégicos variados de BAL silvestres
capaces de hidrolizar el péptido 33-mer y por otro lado, la generacién de BAL
recombinantes que sinteticen enzimas especificos con capacidad demostrada de
hidrolizar los péptidos del gluten.

I. Busqueda de BAL capaces de degradar la gliadina y el péptido 33-mer

En primer lugar, se desarrollé un medio de cultivo que contiene gliadina
como unica fuente de nitrégeno (AHG-M), que permitié seleccionar en muestras
complejas bacterias capaces de hidrolizar la gliadina. A continuacién, con el objetivo
de obtener BAL con actividad gliadinasa, se realizaron cribados en 12 muestras
diferentes: 10 muestras de masas de harina fermentada y 2 muestras de contenido
ruminal bovino. Las muestras se homogeneizaron y se sembraron en medio AHG-
M, obteniendo un total de 325 colonias capaces de crecer en un medio que contiene
gliadina como tunica fuente de nitrégeno, de las cuales 65 producfan un halo claro
alrededor de la colonia debido a la degradacién de la gliadina. Estos 65 aislados se
identificaron y se tipificaron molecularmente obteniendo 29 cepas de BAL
diferentes capaces de crecer y formar halo en AHG-M, siendo 24 Lactobacillus casei, 1
Lactobacillus plantarum y 4 Leuconostoc mesenteroides. Se analizé la resistencia de las 29
cepas seleccionadas a varios antibiéticos mediante la técnica de microdilucién en
caldo, obteniendo que la cepa de L. plantarum y 4 L. casei eran sensibles a todos los
antibiéticos ensayados. De las 4 cepas de L. mesenteroides, 2 fueron resistentes a
clindamicina y otros 2 mostraron resistencia a ampicilina. Los 20 L. case/ restantes
fueron resistentes a cloranfenicol.

Con el objetivo identificar las posibles actividades enzimaticas implicadas en
la hidrolisis de la gliadina, se cuantificaron seis actividades peptidasa: prolil
endopeptidasa, prolidasa, endoproteasa, prolil iminopeptidasa y dipeptidil
aminopetidasa IV que son especificas para la hidrolisis de residuos de prolina, junto
con la aminopepidasa N. Todas las cepas analizadas presentaron actividad prolidasa,
prolil iminopeptidasa y dipeptidil aminopeptidasa IV. Toda las cepas excepto un L.
mesenteroides presentaron actividad aminopeptidasa N y en ninguna de las cepas se
detectaron las actividades prolil endopeptidasa ni prolidasa. A continuacién, se
evalué la capacidad de las cepas seleccionadas para hidrolizar el péptido 33-mer,
obteniendo que 5 de las 29 cepas seleccionadas fueron capaces de degradar
completamente el péptido en las condiciones ensayadas. Las cepas L. case/
IPLA12038 y L. casez IPLLA12046 degradaron, tras 8 horas de incubacion, el 80% y el
70% del péptido respectivamente, y ademas, fueron capaces de sobrevivir al paso
por las condiciones del TGI simuladas 7 vitro.

Con el fin de identificar aquellas actividades que pudieran estar implicadas en
la hidroélisis se secuencio el genoma de la cepa L. casez IPLA12038. A partir del
analisis del genoma se identificaron 25 secuencias codificadoras para ADN (CDS)




que codifican peptidasas y 22 que codifican proteasas. Ademas, se identificaron 366
CDS que no se encuentran en el genoma de la cepa de referencia L. case; BL23, 284
de las cuales estan anotadas como proteinas hipotéticas de funcién desconocida.

I1. Generacion de BAL recombinantes productoras de prolil endopeptidasa

La segunda estrategia se basé en el desarrollo de BAL recombinantes que
sinteticen PEP para hidrolizar los péptidos inmunotdxicos del gluten. A partir de la
secuencia aminoacidica de la PEP Mx y de la PEP S¢ se disefiaron genes sintéticos
con el uso de codones adaptado al género Lactobacillus.

En primer lugar se construyeron dos cepas recombinantes de Lactococcus lactis,
L. Jactis IPLA1509 y Le. lactis IPLLA1510, que expresan bajo el control del promotor
inducible de la nisina los genes que codifican la PEP Mx y la PEP JSq
respectivamente. La cepa L. lactis IPLA1510 presentd una actividad PEP 4,4 veces
mas elevada que Le /lactis IPLA1509, y fue capaz de hidrolizar, tras 24 horas de
incubacion, el 80% péptido 33-mer.

Por otro lado, mediante el uso de un sistema de integraciéon de grado
alimentario, se construyeron 4 cepas recombinantes de L. casez que poseen el gen
que codifica la PEP integrado establemente en el cromosoma, bajo el control del
promotor constitutivo del gen apf de Lactobacillus crispatus. Ademas, la fusion
traduccional del péptido sefial del gen apfen el extremo amino permiti6 la secrecion
de las proteinas al exterior celular. Mediante un proceso de depuracion se eliminaron
las marcas de resistencia y el ADN de grado no alimentario del plasmido,
manteniendo el estatus de grado alimentario de todas las cepas.

Dos de las cepas L. casei construidas sintetizan la PEP de . capsulata. L. casei
IPLLA1504 la produce en el interior celular mientras que L casez IPLA1507 la secreta
al sobrenadante. Se ha descrito que PEP S¢ es muy activa frente a los péptidos mas
pequenos del gluten, pero es incapaz de hidrolizar el péptido inmunotoéxico 33-mer.
La accién sinérgica de las actividades metabdlicas del L. case; junto con el enzima
PEP S¢ permitié degradar el péptido 33-mer en las condiciones ensayadas. Ademas,
la cepa L. casei IPLLA1507 sobrevivié al paso por las condiciones del TGI simuladas
in vitro y fue capaz de continuar secretando el enzima de manera activa.

Otras dos cepas de L. case: sintetizan la PEP de M. xantus. 1. casei IPLLA1503
la produce intracelularmente y L casez IPLLA1506 la secreta al exterior celular. Ambas
cepas fueron capaces de hidrolizar el péptido 33-mer. En concreto, la cepa L. casei
IPLA1506 degradé completamente el péptido 33-mer tras 12 horas de incubacion
sin generar productos de hidrolisis. Ademas, L. casez IPLA1506 sobrevivié al paso
por el TGI simulado iz vitro y fue capaz de continuar secretando el enzima de
manera activa. Por lo tanto, el L. casez actué como vector, protegiendo al enzima de
las condiciones gastricas que afectan a la estabilidad enzimatica (pH bajo y pepsina)
y asegurando su produccion en el lugar de accion, el duodeno.




RESUMEN (en Inglés)

Celiac disease (CD) is an autoimmune inflaimmatory enteropathy caused by
the ingestion of gluten proteins in genetically predisposed individuals. Nowadays,
CD is one of the most common genetic diseases worldwide and its prevalence has
been estimated to be approximate 1%. The gluten proline-rich peptides are resistant
to gastrointestinal digestion and they persist in the gut lumen, where they can trigger
the immune response. The 33-residue gluten peptide (33-mer) derived from o/B-
gliadin is the most immunotoxic peptide of the gluten.

The only treatment currently available for CD is a strict long-life gluten-free
diet, therefore alternative treatments for CD are urgently needed to increase the
quality of life of these patients. In the last years, novel non-dietary therapies have
been proposed and they are in different stages of development. For instance, the
oral gluten detoxification aims to degrade the immunotoxic gluten peptides during
the digestive process by oral administration of specific enzymes. The prolyl
endopeptidase from Myxococcus xanthus (PEP Mx) and the PEP from Sphingomonas
capsutata (PEP S¢) have been proposed as candidates to hydrolyze the gluten
peptides, however those bacteria cannot be included in food. Since lactic acid
bacteria (LAB) are safe microorganisms, they are part of the human intestinal
microbiota and they have a broad and diverse proteolytic system, in this Thesis we
have proposed to use LAB that hydrolyze the immunotoxic gluten peptides into the
gastrointestinal tract, as an alternative therapy for CD. In order to achieve this goal
two different approaches have been followed: the screening of LAB strains able to
degrade the 33-mer peptide from diverse environments and the construction of
LAB strains harboring genes encoding enzymes, which are known to hydrolyze
these immunotoxic peptides.

I. Screening of LAB strains that degrade the gliadin and the 33-mer peptide

First, a minimal medium containing gliadin as nitrogenous source has been
developed (AHG-M). Then, in order to obtain LAB with gliadinase activity, ten
sourdough samples and two ruminal content samples were screened. A total of 325
colonies able to grow in a medium which contains gliadin as the only nitrogenous
source were obtained. Sixty five of them produced a clear halo around the colony
due to the gliadin degradation. Identification and typification of those 65 isolates
were carried out resulting in 29 different LAB strains: 24 Lactobacillus casei, 1
Lactobacillus plantarum and 4 Leuconostoc mesenteroides. The antibiotic resistance of these
29 LLAB strains was tested using 8 different antibiotics. The broth microdilution
technic showed that the L. plantarum and the 4 L. casei strains were sensitive to all
the antibiotics tested. Two L. mesenteroides were clindamycin resistant and the other
two were ampicillin resistant. The 20 remaining I.. casez were chloramphenicol




resistant.

In order to identify the enzymatic activities involved in the gliadin hydrolysis,
six peptidase activities were cuantified: prolyl endopeptidase, prolidase,
endoprotease, prolyl iminopeptidase, dipeptidyl peptidase IV and aminopeptidase
N. All the 29 assayed strains presented prolidase, prolyl iminopeptidase and
dipeptidyl aminopeptidase IV activities. All the strains showed aminopeptidase N
activity with the exception of one L. mesenteroides strain, and none of them showed
prolyl endopeptidase or prolidase activities. Then the ability to degrade the 33-mer
peptide was tested in the 29 selected strains. Five of them were able to fully
hydrolyze the peptide under the assayed conditions. The strains L. casez IPLLA12038
and L. casez IPLLA12046 degraded, after 8 hours of incubation, 80% and 70% of the
peptide respectively, and they were able to survive the iz wvitro simulation of
gastrointestinal conditions.

With the aim of identifying the potential activities involved in the peptide
hydrolysis, the genome of the L. cases IPLA12038 strain was sequenced. The
genome analysis revealed 25 coding DNA sequences (CDS) encoding peptidases
and 22 CDS encoding proteases. In addition 366 CDS non present in the reference
genome L. cases BL23 were identified. Among them, 284 CDS are annotated as
hypothetical protein of unknown function.

II. Generation of PEP producing recombinant LAB strains

The second approach to obtain LAB strains able to degrade the
immunotoxic gluten peptides was based on the use of synthetic biology techniques
to obtain recombinant strains. The genes encoding the PEP Mx and PEP S¢
proteins were synthetized based on the preferred codon usage of Lactobacillus. First,
two Lactococcus lactis strains were constructed, Le Jactzs IPLLA1509 and L lactis
IPLLA1510, expressing the genes codifying PEP S¢and PEP Mx respectively, under
the control of the inducible nisin promoter. The L. /actis IPLA1510 strain showed
4.4 times more PEP activity than L Jactis IPLA1509, and was able to hydrolyze
80% of the 33-mer peptide after 24 hours of incubation.

Another way to obtain recombinant strains was using a food-grade
integration system. Four recombinant I. case; strains were built carrying a
chromosome stable gene codifying the PEP protein, under the control of the
constitutive promoter of apf gene from Lactobacillus crispatus. Besides, the
translational fusion of the signal peptide of the apf gene allowed the secretion of the
proteins outside the cells. Through a depuration process the antibiotic resistance
marks and the non-food grade DNA of the vector were eliminated, maintaining the
food-grade status of the strains.

From these four Lactobacillus recombinant strains, two L. casei synthetize the
PEP Se. L. casei IPLLA1504 produces intracellular PEP S¢ whereas L. cases IPLA1507




secretes PEP S¢ outside the cell. PEP S¢ degrades the small gluten peptides but is
unable to hydrolyze the immunotoxic 33-mer peptide. The synergic action of several
L. casei metabolic activities and PEP S¢ enzyme were able to degrade the 33-mer
peptide under the experimental conditions. Moreover, the L. case; IPLA1507 strain
survived the 7z vitro simulation of gastrointestinal conditions and continued secreting
the active enzyme.

Two strains of L. case/ that synthetize the PEP Mx were constructed. L. casei
IPLA1503 produces intracellular PEP Mx whereas L. case IPLA1506 secretes PEP
M-x outside the cell. L. cases IPLA1506 degraded the whole 33-mer after 12 hours of
incubation, and no degradation intermediates products were detectable. L. case:
IPLA1506 survived the iz wvitro simulation of gastrointestinal conditions and
continued secreting the active enzyme. Therefore, L. casei worked as a vector,
protecting the enzyme from the gastric conditions that affect its stability (low pH
and pepsin) and assuring its production into the duodenum.

SR. DIRECTOR DE DEPARTAMENTO DE INGENIERIA QUIMICA Y TECNOLOGIA DEL MEDIO AMBIENTE/
SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO EN BIOTECNOLOGIA
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1. EL GLUTEN

1.1.Breve historia del trigo

Los primeros cultivos de trigo datan de hace 10.000 anos, durante la
revolucion neolitica, periodo en el que el hombre abandoné su estado némada para
formarse en las artes de la ganaderia y la agricultura. Las formas primitivas de trigo
eran especies diploides y tetraploides, y 1.000 afios después aparecié el primer
cultivo hexaploide de trigo (Feldman 2001). Mutaciones espontaneas, cruzamientos
y la seleccion empirica realizada por el hombre a lo largo de los afos nos
transportan hacia la especie de trigo mas popular que consumimos hoy en dia,

Triticum aestivum (Belderok, 2000).

En la actualidad, junto al arroz y al maiz, el trigo es uno de tres cultivos de
cereales mas importantes a nivel mundial. Anualmente se cosechan unos 600
millones de toneladas y se ha convertido en la base de la alimentacién de millones de
personas, calando en la cultura tradicional e incluso en la religién (Shewry, 2009). El
éxito de este alimento radica principalmente en la consistencia viscoelastica que
poseen las masas elaboradas con harina de trigo, debida a las estructuras que forma
la fraccién proteica del grano de trigo, que comuinmente denominamos gluten
(Shewry, 2009). Dicha consistencia permite elaborar multitud de alimentos

horneados.
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1.2.¢Qué es el gluten?

El gluten es un conjunto de proteinas que constituye la principal reserva
nutritiva que se encuentra en las células del endospermo del grano de trigo (Figura
1). Sin embargo, rigurosamente hablando, el gluten se define como la matriz de
componentes insolubles que permanece tras lavar con agua la masa de harina de
trigo. Durante el lavado se eliminan los restos de almidon y otros constituyentes
hidrosolubles. Dependiendo de la intensidad del lavado, la materia seca que
permanece esta constituida principalmente por proteinas (75-85%) y lipidos (5—

10%). El resto esta constituido principalmente por almidén y otros carbohidratos

(Wieser, 2007).

Su papel bioldgico es servir como reserva de carbono, nitrégeno y azufre
para sustentar el proceso de germinaciéon y el crecimiento de la planta. Hasta el
momento no se ha descrito otro papel biolégico para las proteinas del gluten. Parece
ser que sus propiedades viscoelasticas son totalmente fortuitas, fruto de la secuencia

de aminoacidos de sus proteinas (Shewry y cols., 2002).

\{‘ \ \
\\'.‘
\':~( { ’ \ \\
{ \
V', Salvado —— -
Gluten
¥ O
LY/
Endospermo ———
A Gérmen
Trigo Semilla de trigo

Figura 1. Representacion esquematica de la semilla de trigo. Se muestran las partes
principales que la componen, haciendo hincapié en las células del endospermo donde se

almacena el gluten.

1.3.Las proteinas del trigo

Las proteinas del trigo se clasifican en albuminas, globulinas y prolaminas

segun su solubilidad, basindose en una serie de extracciones consecutivas en agua,
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solucién salina, soluciéon de alcohol y solucion de acidos y bases diluidos (Osborne,

1924) (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de las proteinas de trigo seguin la teoria de Osborne (1924).

Fraccion Solubilidad Composicion Papel biolégico Funcién

Proteinas monoméricas, no  Proteinas estructurales
Albuminas Agua Variable
pertenecientes al gluten y metabdlicas

Proteinas monoméricas, no  Proteinas estructurales

Globulinas Sales diluidas Variable
pertenecientes al gluten y metabdlicas
Viscosidad,
Soluciones de Gliadinas monomeéricas y
Proteinas de reserva extensibilidad,
Prolaminas alcohol o de polimeros de glutenina
de la semilla resistencia y
acido acético pertenecientes al gluten
elasticidad

Las prolaminas son las proteinas del trigo que pertenecen al gluten.
Representan entre un 80-85% del total de las proteinas del trigo y se encuentran en
el endospermo del grano de trigo. Las albuminas y las globulinas no pertenecen al
gluten y por lo tanto no se profundizara en su estudio. Representan entre un 15 y un
20% del contenido de proteina total y se encuentran principalmente en las capas

externas del grano de trigo.

1.3.1. Las prolaminas

Las prolaminas, que como ya se ha indicado son las proteinas del trigo
pertenecientes al gluten, deben su nombre a la composicion aminoacidica tan
inusual que poseen, con un elevado contenido en residuos de prolina y glutamina.
Las prolaminas se dividen en dos grupos dependiendo de su solubilidad en etanol al
60%: Las gliadinas (solubles) y las gluteninas (insolubles). Ambos tipos de proteinas
se unen entre si mediante enlaces covalentes y no covalentes, formando una matriz
proteica que constituye el gluten. Normalmente se encuentra en una relaciéon 50/50,
siendo imprescindible obtener una mezcla adecuada de ambas para conseguir las
preciadas caracteristicas viscoelasticas de la masa de pan (Wieser, 2007; Shewry y

cols., 2002; Shewry y Halford, 2002).
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Las prolaminas no son exclusivas del trigo, se encuentran presentes en otros
cereales y reciben diferentes nombres segun el cereal de origen: Secalinas en el
centeno, hordeinas en la cebada y aveninas en la avena. Otras variedades de trigo
como la espelta o el kamut y los cereales hibridos como el triticale, también
contienen prolaminas (Shewry y Halford, 2002). Sin embargo, al ser el trigo el cereal
mas consumido por el hombre y con un mayor contenido en prolaminas, es
frecuente hablar de gliadinas al referirse a las prolaminas de otros cereales, aunque

estrictamente hablando sélo se encuentran gliadinas en el trigo.

1.3.1.1. Las gliadinas

Como ya se ha indicado previamente, las gliadinas constituyen la fraccion
proteica soluble en etanol al 60%. Cuando se encuentran hidratadas son las
responsables de proporcionar viscosidad y extensibilidad a la masa. Estan formadas
principalmente por mondémeros con masas moleculares (MM) entre los 22 y los 55
kDa. Se clasifican en cuatro grupos diferentes en base al analisis de la composicion y
la secuencia de aminoacidos y de su MM: w5-, wl,2-, /- y y-gliadinas (Wieser,
2007) (Tabla 2).

Las w-gliadinas se caracterizan por tener un mayor contenido en residuos de
glutamina, prolina y fenilalanina, que juntos forman el 80% de la proteina. Estos
aminoacidos forman secuencias, como por ejemplo PQQPFPQQ), que se repiten a
lo largo de la proteina. Apenas poseen cisteinas, por lo que no pueden formar
puentes disulfuro internos. Las w5 tienen una MM de aproximadamente 50 kDa,
mientras que las ©1,2 son mas pequefias, con una MM de 40 kDa. Las o/B- y y-
gliadinas tiene MM mas bajas, de 28-35 kDa y una proporcién de prolinas y
glutaminas menor. Contienen secuencias repetidas ricas en glutamina, prolina,
fenilalanina y tirosina en el dominio N—terminal (aproximadamente el 40-50% del
total de la proteina). Se diferencian principalmente en el tipo de repeticion, puesto
que las a/B-gliadinas suelen ser dodecapéptidos (QPQPFPQQPYP) repetidos cinco
veces mientras que las y-gliadinas son heptapéptidos (QPQQPFP) repetidos hasta
dieciséis veces (Wieser, 1996). La distribucion de las gliadinas depende tanto de la

variedad del trigo como de las condiciones de crecimiento del mismo, aunque
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generalmente las o/B- y y-gliadinas son los componentes principales, mientras que

las w-gliadinas se encuentran en menor proporcion (Wieser, 2007).

Tabla 2. Clasificaciéon de las gliadinas. El porcentaje de gliadina se representa de
acuerdo al contenido proteico total del gluten. MM, masa molecular; kDa, kilodaltons; Gln,
glutamina; Pro, prolina; Phe, fenilalanina; Tyr, tirosina; Gly, glicina. Modificado de Wieser

(2007).

] MM Porcentaje Composicion parcial de aminoacidos (%)
Tipo (kDa) (%) Gln Pro Phe Tyr Gly
w5-Gliadinas 49-55 3-6 56 20 9 1 1
w1,2-Gliadinas 39-44 4-7 44 26 8 1 1
o/B-Gliadinas 28-35 28-33 37 16 4 3 2
y-Gliadinas 31-35 23-31 35 17 5 1 3

1.3.1.2. Las gluteninas

Las gluteninas son agregaciones proteicas complejas insolubles en etanol al
60%, que estan unidas por puentes disulfuro y son responsables de la resistencia y la
elasticidad de la masa. Poseen tamafios muy variables, con MM que varfan desde los
50 hasta los 10 millones de kDa (Wieser, 2007). Por lo tanto, algunas gluteninas
estan entre las proteinas mas grandes de la naturaleza. Se clasifican segin su MM en
AMM (alta MM) y BMM (baja MM) (Tabla 3). Las BMM son las gluteninas
predominantes (20% del contenido total de gluten) y son muy similares a las a/B- y
y-gliadinas en su MM y composicién aminoacidica. En el extremo N-terminal
contienen repeticiones de secuencias tales como QQQPPES (Wellner y cols., 2000).
Las AMM son las proteinas minoritarias del gluten, se dividen en dos tipos: x-
gluteninas de 83-88 kDa e y-gluteninas de 67-74 kDa. Las gluteninas han sido
ampliamente estudiadas puesto que son las principales responsables de la calidad de
la masa, debido a la distribucién de los puentes disulfuro y de las interacciones de

los dominios repetidos (Wieser, 2007).
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Tabla 3. Clasificacion de las gluteninas. El porcentaje de glutenina se representa de
acuerdo al contenido proteico total del gluten. MM, masa molecular; kDa, kilodaltons; Gln,
glutamina; Pro, prolina; Phe, fenilalanina; Tyr, tirosina; Gly, glicina. Modificado de Wieser
(2007).

) MM Porcentaje Composicion parcial de aminoacidos (%)
Tieo (kDa) (%) Gin Pro Phe Tyr Gly
x-AMM 83-88 4-9 37 13 0 6 19
y-AMM 67-74 3-4 36 11 0 5 18
BMM 32-39 19-25 38 13 4 1 3

1.4.Importancia y presencia del gluten en alimentos

Los cereales constituyen una parte fundamental de nuestra dieta, situandose
en la base de la piramide alimentaria. Entre ellos, el trigo es uno los cereales mas
importantes del mundo (Shewry, 2009). La harina de trigo esta compuesta por
almidén (70-75%), agua (14%), lipidos (2%) y proteinas (10-15%), pero sus
caracteristicas nutritivas van mas alla. Es un compuesto altamente energético debido
a la elevada cantidad de carbohidratos que posee, ademas es una fuente de fibra,
aminoacidos esenciales, minerales y vitaminas que ayudan a cubrir gran parte de las
necesidades nutricionales basicas. Entre los componentes de la harina de trigo, el
gluten, debido a sus caracteristicas nutritivas, su moderado coste y su capacidad para
provocar saciedad inmediata, junto a las propiedades viscoelasticas de sus proteinas,
se ha convertido en un ingrediente esencial en la mayor parte de alimentos que
consumimos (Shewry y Halford, 2002). Ademas de ser un componente principal en
alimentos como el pan, pastas, galletas y productos de reposteria en general, también
se encuentra como aditivo en salsas, cervezas, sopas, helados, conservas, embutidos,
patés, dulces e incluso en medicamentos y suplementos vitaminicos, estando
presente en un 80% de los alimentos que consumimos. Por lo tanto, se estima que la
ingestion de gluten de un individuo que sigue una dieta occidental es de

aproximadamente 10-20 g al dia (van Overbeek y cols., 1997).
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1.5.Toxicidad del gluten

Llegados a este punto, es dificil de imaginar que un alimento tan completo y
extendido a nivel mundial pueda ser perjudicial para la salud. Pero no todo en el
trigo son beneficios. Las proteinas del gluten, las mismas que confieren
caracteristicas unicas a la masa, tienen un efecto nocivo para la salud de

determinados individuos (Wieser, 2007; Wieser, 1996; Shewry y cols., 2002).

Existe una serie de trastornos relacionados con la exposicion directa al
gluten: la alergia (mediada por inmunoglobulina E), la intolerancia (enfermedad
autoinmune) y un tercer grupo menos conocido que se denomina sensibilidad al

gluten no celiaca (Figura 2).

Trastornos relacionados
con el gluten

Niautoinmune,

Autoinmune Alérgico ni alérgico
Enfermedad Atdxia por Alergia Sensibilidad
Celiaca gluten al gluten al gluten

Dermatitis
herpetiforme

Alergia Alergia Urticaria por
- . . . AIEDT
respiratoria alimentaria contacto

Figura 2. Clasificaciéon de los trastornos relacionados con el gluten. Modificado de

Sapone y cols. (2012).

La alergia al gluten se define como una reacciéon inmunologica a las proteinas
del gluten. Dependiendo de la ruta de exposicion al alérgeno se distinguen cuatro
tipos diferentes: la alergia alimentaria que afecta a la piel y al tracto gastrointestinal o
respiratorio, mas frecuente en nifos (Poole, 2000), el sindrome de anafilaxia
inducida por ejercicio dependiente de trigo (AIEDT), la urticaria por contacto y la
alergia respiratoria o asma del panadero, una de las alergias ocupacionales mas
comunes causada por la inhalacién diaria de harina de trigo (Shewry, 2002; Sapone y

cols., 2012).
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La intolerancia al gluten consiste en trastornos autoinmunes relacionados con
la ingesta de gluten. En algunos pacientes causa un trastorno neurolégico conocido
como ataxia por gluten, en el que se dafian las células de Purkinje del cerebelo,
provocando descoordinacién corporal y dificultad para moverse con normalidad
(Sapone y cols., 2012). En otros casos provoca una enteropatia inflamatoria
denominada enfermedad celfaca (EC) que se desarrollara a continuacién en un
apartado independiente. La dermatitis herpetiforme es una manifestacion

inflamatoria cutanea que exhiben algunos pacientes afectados por la EC.

La sensibilidad al gluten no celiaca se caracteriza por presentar los sintomas
de la EC, observandose una mejoria al retirar el gluten de la dieta. Sin embargo, no

se producen procesos autoinmunes ni alergias (Verdu y cols., 2009).

2. ENFERMEDAD CELIACA (EC)

De todos los trastornos mencionados en el apartado anterior, la EC es el
trastorno relacionado con el gluten que presenta una mayor prevalencia. De hecho,
la EC es en la actualidad una de las enfermedades genéticas mas comunes a nivel
mundial, afectando a personas de todas las edades y sexos. Sus sintomas son muy
variados y pueden complicarse llegando incluso a amenazar la vida del paciente.
Ademas, el unico tratamiento que existe es seguir una estricta dieta libre de gluten,
lo que conlleva una gran pérdida de calidad de vida. Por todo ello, a continuacién

describiremos con mas detalle la EC.

2.1. Definicion: ¢Qué es la EC?

La EC es una enteropatia inflamatoria cronica de caracter autoinmune, que se
produce tras la ingestion de gluten en individuos genéticamente predispuestos (Shan
y cols., 2002). Produce una inflamacién de la zona proximal del intestino delgado
(yeyuno), una atrofia de las vellosidades intestinales e hiperplasia de las criptas,
provocando una drastica reduccion de la superficie de la pared intestinal. Esta
alteracion de la superficie intestinal impide la correcta absorciéon de nutrientes,
causando complicaciones clinicas y funcionales variables, dependiendo del grado de

lesion de la mucosa (Sollid, 2002). La sintomatologia tipica esta asociada a
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alteraciones intestinales (malabsorcion, diarrea, anemia, fatiga, pérdida de peso,
distensién abdominal, etc.), aunque en la mayoria de los casos se dan también
sintomas extra intestinales (osteoporosis, depresion, infertilidad, etc.). Ademas, la
ingesta de gluten y la EC se encuentran estrechamente asociadas con otros
desérdenes como diabetes mellitus tipo I, sindrome de Down, esclerosis multiple,
dermatitis herpetiforme, miopatia, artritis, autismo, esquizofrenia, linfomas etc.

(Green y Cellier, 2007).

2.2.Historia de la EC

La primera descripcion de la EC procede de la segunda mitad del siglo 11
a.C., cuando el médico griego Arateo de Capadocia utiliz6 la palabra “koiliakos”,
cuyo significado era “que sufren del intestino”, para referirse a los pacientes que
presentaban problemas digestivos acompafiados de diarreas y pérdidas de peso
(Dowd y Walker-Smith, 1974). Pero no fue hasta 21 siglos después, en 1888, cuando
el doctor Samuel Gee escribié el primer informe clinico detallado de la EC
(Losowsky, 2008). A partir de este momento, investigadores y clinicos comenzaron
a interesarse por dicha enfermedad, observando la posible relacion existente entre la
dieta y los sintomas de la EC. En 1941 el pediatra holandés Willem-Karel Dicke
demostré con todo detalle como los pacientes mejoraban de forma extraordinaria
cuando se excluia de su dieta las harinas de trigo, centeno y avena (Van Berge-
Henegouwen y Mulder, 1993). Desde entonces, el avance en el conocimiento de la
enfermedad, asi como en nuevos métodos de diagnéstico, ha ido aumentado a lo
largo de los afios. Sin embargo desde las observaciones de Dicke en los anos 50
hasta la actualidad, el Gnico tratamiento disponible para los enfermos celiacos es una
dieta exenta de gluten para toda la vida, con las complicaciones que ello conlleva y

que trataremos mas adelante.

2.3.Epidemiologia de la EC

Durante afios, la EC se considerd una patologia poco frecuente que afectaba
casi exclusivamente a nifilos de origen caucasico del norte de Europa (Gujral y cols.,

2012). Hoy en dia se sabe que la EC es una de las enfermedades genéticas mas
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comunes, con una prevalencia entre el 0,5 y el 1% de la poblacién mundial (Green y
Cellier, 2007). Ademas, se estima que existen un elevado nimero de pacientes sin
diagnosticar (Ludvigsson y cols., 2013; Lionetti y Catassi, 2011; Fassano y Catassi,
2001).

En la Figura 3 se muestra la distribucion de la prevalencia mundial de la EC
en diferentes continentes y naciones. Se debe de tener en cuenta que son datos
medios recopilados de muchos estudios diferentes, algunos informan de la
prevalencia basandose en la serologia de los pacientes, otros se apoyan en los

resultados de biopsias intestinales y unos pocos se basan en los datos de la serologia

y la biopsia.
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Figura 3. Prevalencia mundial de la EC. Rango estimado de prevalencia de EC en
continentes y naciones a lo largo de todo el globo tetriqueo. N/D, no determinado.

Modificado de Gujral y cols. (2012).

La prevalencia de la EC depende de los genes asociados a la EC y del tipo de
dieta que presente cada poblacién (Setty y cols., 2008; Fasano y Catassi 2001; Gujral
y cols., 2012). Por ejemplo, en la poblaciéon Saharaui de Argelia, se ha detectado la
mayor prevalencia de EC de todo el mundo, un 5,6% de la poblacién se encuentra
afectada. Esto se debe a razones genéticas (elevada frecuencia de los alelos HLA-
DQ2, que estudiaremos posteriormente) y a los nuevos habitos alimenticios que han
adoptado en las dltimas décadas. Se ha disminuido el tiempo de amamantamiento y

se ha introducido el trigo como dieta basica en edades mas tempranas, caracteristicas
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que han podido jugar un papel importante en el desarrollo de esta enfermedad

(Lionetti y cols., 1999; Catassi y cols., 2001).

Ademas, como ocurre en otras intolerancias alimentarias, la EC es mayor en
mujeres que en hombres, con un ratio de 1:2,8. Aunque puede ser diagnosticada a
cualquier edad, es frecuente detectarla en nifios entre 1-3 afios y en adultos entre los

30-50 anos (Green y Cellier, 2007).

2.4.Clinicade la EC
Las manifestaciones clinicas de la EC se clasifican en:

~ EC clasica: Se caracteriza por presentar una sintomatologia gastrointestinal
tipica junto a una serologfa positiva y una biopsia duodenal caracteristica de la
EC. Los sintomas gastrointestinales incluyen dolor abdominal, diarrea,
flatulencia, vomitos, pérdida de peso, irritabilidad y fatiga. Sin embargo, hay
ocasiones en las que se incluyen sintomas extra-intestinales como osteoporosis,
infertilidad, anemia ferropénica, dolores articulares, desérdenes psiquiatricos y
neurolégicos, problemas hepaticos, etc. (Ludvigsson y cols., 2013).

~ EC silente: Se trata de pacientes asintomaticos, pero que tienen la mucosa
intestinal dafiada y presentan una serologfa positiva (Di Sabatino y Corazza,
2009, Ludvigsson y cols., 2013).

~ EC latente: No existe una sintomatologia aparente y tampoco presentan las
lesiones tipicas en la mucosa intestinal ni contienen marcadores serologicos,
pero existe una predisposicion genética, pudiendo desarrollarse la enfermedad
repentinamente (Holmes, 2001; Ludvigsson y cols., 2013).

~ EC potencial: En este caso los pacientes nunca han presentado sintomas

tipicos de EC, ni alteraciones histologicas en la biopsia duodenal, pero poseen
algunos marcadores serologicos positivos, una fuerte predisposiciéon genética y
en ocasiones linfocitos intraepiteliales (Holmes, 2001; Ludvigsson y cols.,
2013).

Las manifestaciones clinicas de la EC, pueden ser conceptualizadas utilizando

el modelo del iceberg (Figura 4) (Ludvigsson y cols., 2013). En este modelo, el
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tamano total del iceberg simboliza el nimero total de enfermos celiacos y la parte
visible representa aquellos pacientes que exhiben la sintomatologia tipica de la EC y
son diagnosticados. Por lo tanto, la mayor parte de los enfermos, representados por
la parte sumergida, se encuentran aun sin diagnosticar. Se estima que por cada
paciente diagnosticado hay entre 5 y 7 sin diagnosticar (Lionetti y Catassi, 2011;
Fassano y Catassi, 2001). Estos pacientes no son tratados y con el paso del tiempo

pueden sufrir complicaciones como infertilidad, osteoporosis e incluso cancer.

Sintomas Biopsia
Zona Serologia
visible clinicos duodenal
EC Clasica
EC clasica + + +
/ ECsilente \
Zona
sumergida EC silente - + +
EC latente
EC latente -/+ - -
EC potencial - -/+ -/+

Figura 4. Modelo del iceberg de la EC. Se clasifican las diferentes manifestaciones

clinicas que presenta la enfermedad.

2.5. Etiologia

Actualmente se sabe que el gluten es el principal desencadenante de la EC y
que se necesita una predisposicion genética para padecer la enfermedad. Sin
embargo, el hecho de que numerosos individuos portadores de los alelos implicados
no desarrollen la EC tras la ingestion de gluten, impulsa a pensar que existen otros

factores genéticos o ambientales atn desconocidos (Kagnoff, 2007).

2.5.1. Factores genéticos

Es logico pensar que si el gluten no afecta a toda la poblacién es porque
existe una susceptibilidad individual a desarrollar la EC. Por lo tanto, debe de existir
un componente genético importante. Entre los factores genéticos se encuentra el
complejo principal de histocompatibilidad humano que es un conjunto de genes

(clase I, clase II y clase III) que forman el sistema HLA (buman lenkocyte antigen), que
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esta implicado en el reconocimiento inmunolégico y en la senalizacion entre células
del sistema inmunitario. Este conjunto de genes esta localizado en el brazo corto del
cromosoma seis y presenta un gran polimorfismo en forma de variantes alélicas
entre diferentes individuos (The MHC sequencing consortium, 1999). Actualmente,

hay descritos mas de 3.000 alelos distintos (Robinson y cols., 2009).

La asociacién de la EC con los genes HLA de clase II es muy fuerte e
incuestionable (Louka y Sollid, 2003; Sollid y cols., 1989). El 95% de los pacientes
celiacos portan el heterodimero HLA-DQ2, codificado por los alelos DQA1*05 y
DQB1*02. El 5% restante de los pacientes portan el heterodimero HLA-DQS8
DQA1*03 y DQB1*0302), o son portadores de uno de los dos alelos del HLA-
DQ2. Estas moléculas se encuentran en la superficie de las células presentadoras de
antigenos y juegan un papel muy importante en la patogenia de la EC, ya que poseen
una elevada afinidad por los péptidos del gluten, siendo responsables de su

presentacion a los linfocitos T (Arranz y Garrote, 2010).

Sin embargo, aunque la presencia de los heterodimeros HLA DQ2/DQ8 es
necesaria para el desarrollo de la EC, no es suficiente. Estudios realizados con
gemelos han demostrado que el riesgo genético asociado al HLLA no supera el 40%,
por lo tanto el 60% restante debe de estar asociado a otras regiones no-HLA
(Nistico y cols., 2006). De hecho, se han identificado regiones no-HLA implicadas
en el desarrollo de la EC, sin embargo representan menos del 5% del riesgo genético

de padecer la enfermedad, sugiriendo la existencia de otros genes aun sin identificar

(Hunt y cols., 2009).

2.5.2. Factor ambiental desencadenante: El gluten

Durante el proceso digestivo, las proteinas ingeridas en la dieta son
hidrolizadas en productos de menor tamafio que pueden ser absorbidos en el
intestino delgado. Las proteinas a lo largo del tracto gastrointestinal (T'GI) sufren
una degradacién por los enzimas presentes en el estbmago, como la pepsina; en el
duodeno, como la quimiotripsina, la carboxipeptidasa, la tripsina y la elastasa; y

finalmente por las peptidasas ancladas al borde en cepillo del epitelio intestinal.

13
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Como consecuencia, los aminoacidos y péptidos resultantes son absorbidos por los
enterocitos y enviados al torrente sanguineo donde se transportarin por todo el

cuerpo (Shan y cols., 2002).

Sin embargo, la hidrdlisis de las prolaminas del gluten genera unos péptidos
con un elevado porcentaje de residuos de prolina y glutamina, que les confieren
resistencia a la degradacion proteolitica en el intestino humano. La prolina juega un
papel critico en la resistencia a la protedlisis gastrointestinal, debido a la falta en el
intestino humano de enzimas especificos para hidrolizar residuos internos de este
aminoacido. Ademas, promueve una conformacion helicoidal dextrégira que
fortalece la uniéon de los péptidos con las moléculas HLA-DQ2 y HLA-DQS8
durante la presentacion de antigenos (Gujral y cols., 2012). Por lo tanto, los péptidos
resultantes de la hidrolisis del gluten se acumulan en el lumen intestinal y
desencadenan una respuesta inmune en individuos genéticamente predispuestos,
contribuyendo al desarrollo de la EC (Shan y cols., 2002; Shan y cols., 2005; Quiao y
cols., 2004; Hausch y cols., 2002). Se denominan péptidos inmunotoéxicos a todos
aquellos péptidos capaces de alterar el sistema inmune, y a su vez, los péptidos del
gluten se clasifican en péptidos toxicos o inmunogénicos en funciéon del tipo de
respuesta inmune que desencadenan. Los péptidos toxicos son aquellos capaces de
producir un dafio en la mucosa intestinal, activando el sistema de inmunidad innata.
En cambio, se denominan inmunogénicos a aquellos péptidos capaces de estimular
los linfocitos T CD4+, induciendo la respuesta adaptativa (Ciccocioppo y cols.,

2005).

Durante los ultimos afios se han identificado numerosos péptidos téxicos e
inmunogénicos provenientes de las prolaminas, principalmente de las y- y o/fB-
gliadinas (Ciccocioppo y cols., 2005; Shan y cols., 2005) (Tabla 4). Entre ellos, se
identific6 un péptido de 33 aminoacidos, al que se denomina 33-mer
(LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF) proveniente de la o/B-
gliadina (alfa 2 gliadina 56-88), que muestra una inusual resistencia a la actividad
proteolitica gastrointestinal y una elevada afinidad por las moléculas HLA-DQ2 y
HLA-DQ8 (Shan y cols.,, 2002). Actualmente, es el péptido conocido mas

inmunogénico del gluten, debido a la presencia de seis copias de tres epitopos
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diferentes, que se encuentran solapados en su secuencia aminoacidica (Figura 5)

(Quiao y cols., 2004).

Tabla 4. Principales péptidos toxicos e inmunogénicos de la gliadina. Adaptado de

Ciccocioppo y cols., 2005.

Secuencia aminoacidica Posicion

Péptidos toxicos

PGQQQPFPPQQPY a31-43
PGQQQPFPPQQPYPQPQPF a 31-49
PGQQQPFPPQQPYPQPQPFPSQQPY a 31-55
PQPQPFPSQQPY a 44-55
SQQPYLQLQPFPQPQLPY a 51-70
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPY a 56-75
LGQGSFRPSQQN o- 206-217
Péptidos inmunogénicos

PQPQLPYPQPQLPY a-: 62-75
QLQPFPQPQLPY a-: 57-68
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF a-: 57-89
QLQPFPQPQLPY a-: 58-69
PQPQLPYPQPQLPY a-: 63-76
PSGQGSFQPSQQ a-: 205-216
SGQGSFQPSQQN a-: 206-217
0QPQQSFQPSQQ y-: 134-153

Figura 5. El péptido inmunogénico 33-mer. Se muestran las seis copias solapadas de los
tres epitopos inmunoestimuladores de los linfocitos T. Se sefialan en rojo los tres residuos
de glutamina preferidos por el enzima transglutaminasa tisular, para desaminatlos y

convertirlos en acido glutaimico (Modificado de Quiao y cols, 2004).

2.5.3. Otros factores ambientales

La predisposicion genética y el consumo de gluten son factores necesarios

para el desarrollo de la EC, pero tampoco son suficientes. No todos los individuos

15
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con ambas caracteristicas desarrollan la enteropatia, por lo tanto, deben de existir
otros factores desconocidos involucrados en el proceso. Se ha sugerido que factores
como la lactancia materna, el momento de introduccién del gluten en la infancia,
infecciones virales, dafio tisular e incluso la microbiota intestinal pueden jugar un
papel importante en el desarrollo de la EC (Stepniak y Koning, 2006; Sanz y cols.,
2011; Sanz y cols., 2011; Nistal y cols., 2012).

2.5.4. Bases moleculares de la EC

El modelo de patogenia mas aceptado para la EC considera que el gluten
tiene un efecto tanto en el epitelio como en la lamina propia intestinales, activando

la respuesta inmune innata y adaptativa respectivamente (Arranz y Garrote, 2010)

(Figura 6).

Cuando la digestion incompleta de las proteinas del gluten a lo largo del TGI
genera péptidos toxicos que se acumulan en el lumen intestinal, se activa la
respuesta innata. Estos péptidos causan un dafio directo sobre el epitelio intestinal
y los enterocitos comienzan a secretar elevadas cantidades de interleucina 15 (IL-15).
IL-15 induce la expresiéon de los receptores NKG2D en la superficie de los
linfocitos T'y de las células asesinas naturales (NK, natural killers). Estos receptores
son ligandos de las moléculas MICA (MHC class 1 Chain related Antigen), antigenos
expresados por los enterocitos en situaciones de estrés (Sollid y Khosla, 2005;
Mention y cols., 2003). La unién NKG2D-MICA provoca una reaccién de toxicidad
en el epitelio, induciendo la apoptosis de los enterocitos (Arranz y Garrote, 2010).
Ademas, los enterocitos sobre-expresan el gen que codifica la zonulina, una proteina
que modula la permeabilidad de las uniones estrechas, generando un aumento de
permeabilidad intestinal y permitiendo el acceso de los péptidos inmunogénicos del
gluten a la lamina propia (p. ¢j. El péptido 33-mer) (Fasano, 2012; Drago y cols.,
2000).
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Figura 6. Representacion esquematica de los mecanismos moleculares de la EC.
CD, célula dendritica; LT, linfocito T; LB, linfocito B; LIE; linfocito intraepitelial; TG2,
transglutaminasa tisular 2; NK, célula asesina natural; MMP, proteasa metalodependiente.

Adaptado de Schuppan y cols., (2009).

Cuando los péptidos inmunogénicos llegan a la lamina propia se activa la
respuesta adaptativa. En primer lugar, estos péptidos son desaminados por el
enzima transglutaminasa tisular 2 (T'G2) de la lamina propia, de forma que los
residuos de glutamina se convierten en acido glutamico, aumentando asi su afinidad
por las moléculas HLA-DQ2 y HLA-DQS8 presentes en la superficie de las células
presentadoras de antigeno o células dendriticas (CD) (Klock y cols., 2012). Las CD
actian como intermediarios, presentando los péptidos desaminados y/o el complejo
péptido-TG2 a los linfocitos T CD4+ de la lamina propia. Estos ultimos se activan
induciendo la respuesta inmune a través de dos vias diferentes: Th1l y Th2. Durante

la reaccion Thl los linfocitos T CD4+ producen citocinas pro-inflamatorias como el

17
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interferon gamma (IFN-y), el factor de necrosis tumoral (TNF) y otras como la IL-
12, IL-15, IL-18, IL-27, provocando una destruccién de la mucosa y apoptosis de las
células epiteliales (Leon y cols., 2005). En la reaccién Th2 se producen citocinas IL-
4, IL-6, 11-10, activando a los linfocitos B, que se diferencian en células plasmaticas
con la consiguiente generacion de anticuerpos frente a los péptidos de la gliadina y a
la TG2. Estos anticuerpos impiden la correcta maduracién de los enterocitos y se
piensa que pueden inhibir la formacion del factor de crecimiento @ (Arranz y

Garrote, 2010).

2.6.Diagnostico de la EC

En 1990 1a Sociedad Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricion
Pediatrica propuso un protocolo a seguir para obtener un correcto diagnéstico de la
EC (Informe de la WGESPGN, 1990; Troncone y cols., 2008). El diagnostico se
basaba en detectar los sintomas tipicos gastrointestinales, realizar una biopsia
duodenal y a continuacién observar la respuesta clinica e histologica que se produce
tras la exclusion del gluten de la dieta. Este método suponia la realizacion de varias
biopsias intestinales, un método invasivo que conlleva riesgos y es dificil de realizar

en nifios.

Actualmente, el diagnostico de la EC se basa en la sintomatologia clinica, los
marcadores genéticos (haplotipo HLA), los marcadores serolégicos [anticuerpos
antigliadina ~ (AAG), anticuerpos antiendomisio (EmA) y anticuerpos
antitransglutaminasa tisular (ATGt)] y los resultados de las biopsias duodenales, asi
como la respuesta a una dieta libre de gluten (Green y Cellier, 2007; Lundin y Sollid,
2014). Los EmA y ATGt en conjunto alcanzan una especificidad del 99%, siendo
una de las pruebas de diagnéstico mas sensibles y fiables (Lewis y Scott, 2006). Sin
embargo, siempre pueden existir falsos positivos, por lo que a dia de hoy, la biopsia
duodenal sigue siendo la prueba de oro obligatoria en todos los casos para finalizar

un diagnostico correcto de la EC (Gujral y cols., 2012).
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2.7. Tratamiento de la EC

2.7.1. Tratamiento actual

El tnico tratamiento que existe actualmente para la enfermedad celiaca es
seguir una estricta dieta sin gluten (DSG) durante toda la vida de paciente. El
cumplimiento de esta dieta no es una tarea sencilla debido a la ubicuidad de estas
proteinas, la contaminacién cruzada de alimentos y la falta de un etiquetado correcto
en muchos paises (Chand y cols., 2006). Ademas, la DSG provoca una reduccion de
la calidad de vida del paciente celiaco. La poca diversidad y el elevado coste de los
productos libres de gluten disponibles en el mercado, su falta de palatabilidad, la
pérdida de practicas culturales y religiosas, asi como la carga social que conlleva
seguir una DSG, pueden llegar a producir un estrés psicologico, econémico y social
importante (Lionetti y Catassi, 2011). No debemos olvidar las deficiencias
nutricionales que acarrea esta dieta, tales como falta de hierro, magnesio, calcio,
cinc, vitamina D, vitamina B12, acido félico, etc., que deben de solventarse con la

administracion de suplementos dietéticos (Kupper, 2005).

En realidad, la eliminaciéon total del gluten de la dieta es practicamente
imposible debido a la elevada contaminacién oculta que hay en la mayor parte de los
productos alimenticios. En consecuencia, en el afio 2008 la Comisiéon del Codex
Alimentarius estableci6 las directrices a seguir para el etiquetado de los alimentos
destinados a personas con EC (CODEX STAN 118 - 1979). A partir de este
informe, la Comisién Europea dictaminé en el Reglamento (CE) N°41/2009 (CCE,
2009) que los alimentos seran etiquetados como “contenido muy reducido de
gluten” cuando contengan menos de 100 partes por millén (ppm), y como
“exento/libre de gluten” cuando tengan menos de 20 ppm. Con el propésito de
cuantificar la dosis maxima tolerada por los pacientes celiacos, Catassi y cols. (2007)
publicaron un estudio en el que demuestran que la ingesta de 50 mg de gluten al dia
durante tres meses consecutivos es suficiente para alterar la mucosa intestinal del
enfermo. Este tipo de estudios mantiene los limites del etiquetado de alimentos en

continua revisién. Por dltimo, cabe destacar que existe un pequefio porcentaje de
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enfermos celiacos (1-2%) que no presentan una respuesta clinica ni histolégica a la

DSG, esta complicacion se conoce como EC refractaria (Walter y Murray, 2011).

Por lo tanto, es necesario y urgente el desarrollo de nuevas terapias

alternativas a la DSG que mejoren la calidad de vida de los pacientes celiacos.

2.7.2. Terapias alternativas en desarrollo

En los ultimos afios, el avance en el conocimiento de los mecanismos
moleculares, celulares y genéticos de la EC ha permitido el disefio de nuevos
tratamientos que se encuentran en diferentes fases de estudio (Figura 7). Los
podemos clasificar en dos grupos principales: 1) Terapias que tratan de eliminar la
toxicidad del gluten en el propio alimento y 2) terapias que una vez ingerido el

gluten, impiden el desarrollo de la enfermedad o palian sus efectos.

Dentro del primer grupo, se encuentra la selecciéon y modificacion genética

de diferentes variedades de trigo y el tratamiento previo de la harina.

Las variedades de trigo no téxicas, ademas de ser una opcion terapéutica
para la EC, permitirfa mantener la calidad panaria tan deseada en los productos
alimenticios sin gluten. Se han desarrollado variedades de trigo menos toxicas
mediante técnicas clasicas (Frisoni y cols., 1995). Ademas, se ha demostrado que la
eliminacién mediante ingenierfa genética del locus de la o/fB-gliadina en el
cromosoma 6 de T. aestivum, provoca una eliminaciéon total de los epitopos
inmunoestimuladores de los linfocitos T, pero también se pierden las propiedades

viscoelasticas de la masa (van den Broeck y cols., 2009).

Elaboracion de masas fermentadas sin los péptidos inmunotoéxicos. La
adicién de lactobacilos capaces de degradar los péptidos ricos en prolina y glutamina
del gluten a la masa en fermentacion, disminuye la inmunotoxicidad de la muestra.
Posteriormente se afiaden harinas de avena, mijo y alforfén obteniendo una buena
textura de la masa (D1 cagno y cols., 2002; De Angelis y cols., 2006; Rizzello y cols.,
2007). Otros autores han propuesto elaborar la harina con la semilla en fase de
germinacion, cuando comienza la degradacion de las proteinas de almacenamiento

(Schupan y cols., 2009).
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El segundo tipo de terapias tiene como objetivo evitar el desarrollo de la EC
una vez ingerido el gluten, y pueden ser clasificadas como : i) intraluminales, aquellas
que se centran en disminuir la inmunotoxicidad del gluten o en secuestrar el gluten,
para evitar su absorcién a través del epitelio intestinal; ii) de absorcion transepitelial,
que tratan de inhibir la permeabilidad intestinal; iii) amortiguadoras de la respuesta

inmune adaptativa e iv) inductoras de tolerancia e inmuno-moduladoras (Schupan y

cols., 2009; Rashtak y Murray, 2012; Sanz, 2009; Sollid y Khosla, 2011).
Dentro de las terapias intraluminales se diferencian varios tipos:

-La terapia enzimatica oral se basa en la eliminaciéon de los péptidos del

gluten en el lumen intestinal mediante la administracién oral de enzimas con
actividades endopeptidasa especificas de prolina y glutamina, para degradar el gluten
durante el paso por el TGIL Se han seleccionado distintos tipos de enzimas para
llevar a cabo esta hidrolisis, por ejemplo la prolil endopeptidasa de Flavobacterium
meningosepticum, Myxococcus xanthus y Sphingomonas capsulata (Shan y cols., 2004), la
endoproteasa de cebada EP-B2 (Gass y cols., 2006) y la prolil endoproteasa de
Aspergillus niger (Tack y cols., 2013). La aplicaciéon de estos enzimas se describe con

mas detalle en el apartado 3.4.

-El secuestro intraluminal de los péptidos del gluten, consiste en utilizar

polimeros que secuestran los péptidos de la gliadina, atenuando la activacion de las

moléculas HLA-DQ2/DQ8 (Pinier y cols., 2009).

-La neutralizacién del gluten con anticuerpos, propone administrar oralmente
anticuerpos IgG anti-gluten de vaca producidos a gran escala, que resistan el paso

por el TGI y mantengan su capacidad neutralizadora (Schupan y cols., 2009).

Las terapias de absorcion transepitelial consisten en inhibir Ia
permeabilidad intestinal utilizando inhibidores de zonulina como el AT-1001
(Paterson y cols., 2007).
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Figura 7. Representacion esquematica de nuevas terapias alternativas para la EC.
CD, célula dendritica; LB, linfocito B; LT, linfocito T, LIE, linfocito intraepitelial; MMP,
proteasa metalodependiente. Adaptado de Schuppan y cols., (2009).

Las terapias amortiguadoras de la respuesta inmunolégica bloquean la
presentacion de los péptidos, como por ejemplo la administracion de inhibidores de
la TG2. Al evitar la desaminaciéon de los péptidos del gluten, estos pierden la
afinidad por las moléculas HLA-DQ2/DQ8 y por lo tanto se pierde la capacidad
estimuladora de los linfocitos T. Algo parecido ocurre con los inhibidores de HILA-
DQ2, que evitan el reconocimiento de los péptidos del gluten y por lo tanto no
desencadenan la respuesta inmune (Schupan y cols., 2009; Sollid y Khosla, 2011).

Otra terapia en estudio es la utilizacién de péptidos que regulan la respuesta inmune,
como el decapéptido QQPQDAVQPF del trigo Triticum durum, que cambia de la
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respuesta inmune Thl a Th2, evitando algunos sintomas de la EC (Capozzi y cols.,
2013). O la administracién de bacterias que modulan la respuesta inmune, como dos
cepas de Bifidobacterinm que suprimen la respuesta pro-inflamatoria y mejoran la
defensa inmune (Medina y cols., 2008). También existen terapias bloqueadoras del
reclutamiento de linfocitos, como los inhibidores de la unién CCR9-CCI.25, de la

integrina «437-MAdCam-1 y de CXCIL10-CXCR3. Todos ellos son parejas de

quimiocina-receptor, implicadas en la captacion de linfocitos (Schupan y cols., 2009;
Rashtak y Murray, 2012; Sollid y Khosla, 2011). Otros estudios se basan en la
modulacién de las citocinas como la 11.-15; IL.-10 o el TNF-a (Rashtak y Murray,
2012).

Las terapias inductoras de tolerancia e inmunomoduladoras tratan de
restaurar la tolerancia oral al gluten mediante la exposicion del sistema inmune a
diferentes dosis de gluten. Por ejemplo, mediante la administracién intranasal de
gliadina (Senger y cols., 2003). Otro enfoque distinto es el uso de una cepa
probiotica de Lactococcus lactis modificada genéticamente, que secreta un péptido
desaminado de la gliadina especifico para HLA-DQS8. Cuando se administra la
bacteria en un ratén transgénico HLA-DQ8, previamente sensibilizado, se obtiene

una disminucién de la respuesta inmune (Huibregtse y cols., 2009).

3. PROLIL ENDOPEPTIDASAS
3.1.Definicion y concepto

Las prolil endopeptidasas (PEP), también conocidas como prolil
oligopeptidasas, son una subfamilia de enzimas capaces de hidrolizar los enlaces
peptidicos de residuos de prolina internos (Gass y Khosla, 2007). La prolina es un
aminoacido ciclico que debido a su conformacién impone restricciones estructurales
a los péptidos en los que se encuentra, otorgando asi ciertas propiedades biolégicas
particulares como por ejemplo la resistencia a la degradacién proteolitica. La prolina
se encuentra presente en péptidos biolégicamente activos implicados en un amplio
rango de enfermedades como depresion, Parkinson y EC (Polgar, 2002). Por lo

tanto, el interés en poder hidrolizar residuos de prolina tiene una especial relevancia
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y no se restringe solo a la EC, sino que ha sido también estudiado para tratar

enfermedades neurolégicas (Polgar, 2002b).

Las peptidasas se agrupan en familias en base a la similitud de su secuencia, y
las familias se agrupan en clanes cuando poseen un ancestro comun y una estructura
terciaria similar. Las PEP pertenecen a la familia S9 y al clan de las peptidasas SC. La
PEP humana fue la primera enzima descubierta, purificada y caracterizada de la
familia S9 (Walter y cols., 1971; Koida y Walter, 1976). Se descubtié en 1971 al
observar la hidrélisis del enlace peptidico de la oxitocina en el ttero humano (Walter
y cols., 1971) y se denominé “enzima que corta detras de la prolina”. Afios después
se cambi6 el nombre a prolil endopeptidasa (PEP) y en 1992 se sugirié denominarla
prolil-oligopeptidasa debido al tamafio tan pequefio de sus sustratos (IUBMB,
1992). Desde entonces las PEP han sido aisladas de fuentes muy wvariadas

(Venalainen y cols. 2004).

3.2.Caracteristicas generales

Las PEP hidrolizan el enlace carboxilo de residuos de prolina internos sin
falta de una secuencia sefal (Yn-Pro-Xn). Su actividad esta fuertemente influenciada
por el pH. El perfil de pH forma una curva sigmoidea doble, con dos picos de
actividad a pH 6 y a pH 8 respectivamente, mostrando una actividad minima fuera
del rango de pH 5-9. Esto se debe a que las PEP poseen dos formas cataliticas
diferentes en funcién del pH, siendo la forma de pH mas elevado la predominante
fisiolégicamente (Polgar, 1991). Su actividad también se encuentra influenciada por
la fuerza id6nica. Se ha demostrado que un aumento en la concentraciéon de NaCl
hasta 0,2 M resulta en un incremento lineal de la actividad enzimatica. Resultados
similares han sido observados con iones potasio, fosfato y nitrato (Polgar, 1991,

Gass y Khosla, 2007).

La estabilidad termal de las PEP es muy variable. Por ejemplo, la PEP de
Pyrococcus furiosus tiene un 6ptimo de actividad entre los 85°C y 90°C, y es estable a
4°C y 37°C. Mientras que otras PEP tienen 6ptimos de temperatura a los 40°C (Gass

y Khosla, 2007). En referencia a su estabilidad proteolitica, se ha observado que la
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tripsina realiza un corte entre los residuos Lys196-Ser197 de la PEP porcina, justo
en la zona flexible del dominio B-hélice enrollada que interacciona con el dominio
catalitico. Sorprendentemente, esta forma corta de la PEP porcina muestra mayor
actividad a pH bajo que su forma nativa. Este experimento abrié la posibilidad de
modificar mediante biologfa sintética estas enzimas para mejorar su actividad (Polgar

y Patthy, 1992).

3.3. Distribucion

Se han aislado PEP de organismos tan diversos como eucariotas, eubacterias
y archaeas (Venalainen y cols., 2004). En el caso de los eucariotas, las PEP de origen
humano y de roedores, son las mas estudiadas. La actividad PEP se ha detectado en
todos los 6rganos de los mamiferos, siendo especialmente elevada en el cerebro,
donde se ha detectado actividad PEP hasta dos y tres veces mas alta que en el resto
de organos (Goossens y cols., 1996; Gass y khosla 2007). El papel fisiologico
especifico de la PEP en mamiferos es ain desconocido (Garcia-Horsman y cols,

2007).

En procariotas no es una actividad muy frecuente. Hasta el momento se han
aislado y caracterizado PEP de diferentes bacterias, siendo muy conocidas las de
Flavobacterinm — meningosepticum  (Yoshimoto y cols., 1991), _Aeromonas hydrophila
(Kanatani y cols., 1993) y Xhantomonas sp. (Szwajcer-dey y cols., 1992), todos ellos
microorganismos patdégenos. En los ultimos afios se ha avanzado en la
caracterizacion de la PEP de Sphingomonas capsulata (PEP S¢) (Kabashima y cols.,
1998) v de Myxococcus xanthus (PEP Mx) (Gass y cols., 2005) por tratarse de

microorganismos no patdgenos.

3.4.Aplicacion terapéutica en la EC

Tal como se indic6 anteriormente, la elevada proporcion de residuos de
prolina que contiene el gluten le proporciona resistencia frente a los enzimas del
TGI (Wieser y cols., 2006). En consecuencia, los péptidos téxicos e inmunogénicos
resultantes de la digestiéon parcial del gluten, se acumulan en el lumen intestinal y

desencadenan la EC (Shan y cols, 2002). En los tltimos afios se ha propuesto que
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una degradacion 7 situ de estos péptidos utilizando la actividad PEP, evitarfa su
acumulacién en el duodeno y por lo tanto el desarrollo de la enfermedad (Gass y
Khosla, 2007). Concretamente, se han sugerido la PEP S¢ y la PEP Mx como
candidatas ideales para la terapia enzimatica oral de la EC (Gass y cols., 2005; Gass y

cols., 2007).

Se demostré que la PEP Mx es capaz de degradar el péptido inmunogénico
33-mer, tanto iz vitro como en el lumen intestinal de ratas, generando fragmentos no
toxicos de entre 4 y 7 aminoacidos (Shan y cols., 2004), siendo el sitio de hidrdlisis
preferente en el extremo carboxilo de la prolina en posiciéon Ya-Pro-Tyr-X,. Su pH
optimo es 7, ideal para actuar en las condiciones duodenales donde se desencadena
la EC. Ademas, posee una resistencia relativa a los enzimas gastricos y pancreaticos
(Shan y cols., 2004). Sin embargo, PEP Mx es muy sensible a las condiciones
gastricas (pH bajo y presencia de pepsina), por lo que pierde su actividad a su paso
por el estbmago (Shan y cols., 2004; Gass y cols., 2005; Fuhrmann y Leroux, 2011).
Con la intencién de solventar dicha inconveniencia Gass y cols. (2005) disefiaron un
sistema de transporte utilizando capsulas de recubrimiento entérico en las que
introducen elevadas cantidades del enzima y comprueban su resistencia al paso por

el TGI (Gass y cols., 2005).

PEP S¢es activa a unos rangos de temperatura y pH muy amplios, aunque las
condiciones 6ptimas son 43°C y pH 7-8 (Kabashima y cols., 1998). PEP S¢ es mas
resistente a las condiciones gastricas (pH y pepsina) que el resto de PEP descritas
(Shan y cols., 2004; Ehren y cols., 2008; Kabashima y cols., 1998; Gass y cols.,
2007). Sin embargo, aunque posee una elevada especificidad por los péptidos mas
pequenos del gluten, es incapaz de degradar el péptido 33-mer debido a su elevado
tamafio (Gass y cols., 2005). Gass y cols. (2007) realizaron una combinacién de PEP
S¢ con la endoproteasa EP-B2 que fue capaz de degradar el gluten en condiciones
gastrointestinales demostrando su potencial sinérgico. EP-B2 hidroliza los péptidos

mas grandes, mientras que PEP S¢ degrada lo mas pequenos (Gass y cols., 2007).
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4. BACTERIAS DEL ACIDO LACTICO (BAL)

Las BAL son un grupo microbiano imprescindible en la industria alimentaria
debido a su uso como cultivos iniciadores en la elaboracién de una gran variedad de
alimentos y bebidas fermentados (de Vos, 2011), siendo responsables de sus
propiedades organolépticas y actuando como conservantes naturales (Leroy y de
Vuyst, 2004). Ademas, en los dltimos afios se ha atribuido a algunas cepas efectos
beneficiosos para la salud del hospedador, adquiriendo especial relevancia como

probidticos.

4.1.Caracteristicas generales y clasificacion taxondmica

Las BAL son un grupo heterogéneo de bacterias Gram positivas que
producen acido lactico como producto mayoritario del metabolismo de
carbohidratos. En general, se caracterizan por el bajo contenido en G+C de sus
genomas, no son esporuladas, ni pigmentadas, son catalasa negativas, anaerobias
aerotolerantes, acido tolerantes y nutricionalmente exigentes (Axelsson 2004; Carr y
cols., 2002). Podemos afadir que las BAL no reducen los nitratos, no licdan la
gelatina, no producen indol ni acido sulfhidrico y poseen actividades enzimaticas
como peroxidasa y superoxido dismutasa que permiten su crecimiento en

condiciones de aerobiosis (Axelsson 2004; Carr y cols., 2002).

Poseen una elevada ubicuidad natural, pudiendo encontrarse en ambientes
tan diversos como la leche y los productos lacteos, vegetales, carne, pescado y otros
alimentos fermentados. Cabe destacar que algunas BAL se encuentran en el tracto
urinario y gastrointestinal de humanos y animales, donde ejercen efectos
beneficiosos, como mejorar la digestibilidad de ciertos alimentos, evitar la
colonizacién por patdégenos y actuar como coadyuvantes inmunologicos

(Kleerenbezem y Vaughan, 2009).

Desde el punto de vista taxondmico, las BAL son también un grupo
heterogéneo. De hecho, se incluyen en dos Phylum diferentes en base al contenido
en G+C de sus genomas. Los géneros Lactococens, 1 agococeus, 1euconostoc, Oenococeus,

Pediococens, Aerococcus, Alloiococcus, Tetragenococcus, Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus,
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Carnobacterium y Weissella con un contenido en G+C inferior al 50% se incluyen en el
Phylum Firmicutes. Y los géneros Bifidobacterium y Propionibacterium que poseen un

contenido en G+C superior al 50% pertenecen al Phylum _Actinobacteria (Axelsson,

2004; Carr y cols., 2002) (Figura 8).
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Figura 8. Distribucion de los principales géneros de BAL basada en el analisis

comparativo de la secuencia del ARNTr 16S. Fuente Holzapfel y cols. (2001).

Atendiendo a los productos obtenidos durante la fermentacion de las
hexosas se clasifican en dos grupos. Las BALL homofermentativas, que utilizan la via
glucolitica de Embden-Meyerhof-Parnas produciendo exclusivamente lactato como
producto final y las BAL heterofermentativas, que utilizan la ruta 6-fosfogluconato-
fosfocetolasa generando ademas de lactato otros productos como diéxido de

carbono, etanol y acetato (Carr y cols., 2002).

Debido a su limitada capacidad biosintética, las BAL son microorganismos
muy exigentes nutricionalmente, requiriendo para su crecimiento una fuente de
carbono fermentable y factores de crecimientos complejos como vitaminas, purinas
y pirimidinas (Dellaglio y cols., 1994). Ademas, son auxétrofas para un gran numero
de aminodcidos, entre 4 y 14 dependiendo de la especie y cepa. En ecosistemas

como la leche, la cantidad de péptidos y aminoacidos libres es relativamente baja,
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siendo la caseina su principal fuente de nitrégeno. Por lo tanto, han desarrollado un
sistema proteolitico eficiente que les permita obtener a partir de la caseina todos

aquellos aminoacidos que no pueden sintetizar (Fernandez y cols., 2008).

4.2.Sistema proteolitico

El sistema proteolitico de las BAL se puede dividir en tres partes: Proteinasas
asociadas a la envoltura celular, sistemas de transporte y peptidasas (Figura 9)

(Kunji y cols., 1996; Savijoki y cols., 20006).
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Figura 9. Representaciéon esquematica del sistema proteolitico de las BAL. PrtP,
proteinasa asociada a la envoltura celular; Opp, permeasa de oligopéptidos; DtpT,
transportador de di y tripéptidos y Dpp, transportador ABC para péptidos; PC, pared

celular; M, membrana; C, citoplasma.
4.2.1. Proteinasas

El primer paso en la degradacién de proteinas lo realizan las proteinasas
asociadas a la envoltura celular (PEC). Se consideran esenciales para alcanzar un
crecimiento 6ptimo en leche. Son proteinas grandes, de unos 200 kDa,
pertenecientes a la familia de las serin proteasas tipo subtilisina (familia S8 de serin

proteasas). Los genes que codifican estos enzimas, pueden localizarse tanto en
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plasmidos como en el cromosoma (Kunji y cols., 1996). Su estructura terciaria esta
compuesta por varios dominios funcionales, que se representan esquematicamente

en la Figura 10.
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Figura 10. Representacion esquematica de las proteinasas asociadas a la envoltura
celular (PEC) de diferentes especies de BAL. C, citoplasma; M, membrana plasmatica;
PC, pared celular; PP, preprodominio; PR, dominio catalitico; I, dominio de insercion; A,
dominio A; B, dominio B; H, dominio hélice; W, dominio hidrofébico; AN, dominio de

anclaje. Adaptado de Fernandez y cols., 2008.

Las PEC tienen preferencia por proteinas hidrofébicas como la caseina,

aunque también son capaces de hidrolizar otros substratos como la hemoglobina

(Fernandez y cols., 2008).

4.2.2. Sistemas de transporte de péptidos

El segundo paso es transportar los péptidos generados por la accién de las
PEC al interior celular. Se han descrito tres sistemas de transporte de péptidos en

BAL: Opp, DtpT y Dpp (Kunji y cols., 1996).

El transportador de oligopéptidos Opp, pertenece a la familia ABC (ATP-
Binding Cassette) de transportadores, es capaz de incorporar péptidos desde 4 a 35
aminoacidos sin tener ninguna especial preferencia (Detmer y cols., 2000). Esta
formado por cinco tipos diferentes de proteinas: Una proteina de uniéon a péptido

(OppA), dos proteinas integradas en la membrana (OppB y OppC) y dos proteinas



Introduccion

responsables de la unién a ATP (OppF y OppD). En algunas cepas de distintos

géneros y especies, este transportador esta duplicado.

El sistema de transporte de di- y tri-péptidos hidrofilicos DtpT es
dependiente de la fuerza motriz de protones. Esta constituido por un polipéptido de
12 segmentos transmembrana, con los extremos C- y N- terminales orientados hacia
el interior celular. Es responsable del transporte de di- y tri-péptidos, aunque tiene
mas afinidad por di-péptidos, y actualmente se ha demostrado que también puede

mediar la excrecién de péptidos pequenos (Foucaud y cols., 1995).

Por ultimo, el sistema de transporte de di- y tri-péptidos hidrofébicos DppP,
es responsable del transporte de di- y tri-péptidos, aunque presenta mayor afinidad

por los tri-péptidos (Savijoki y cols., 20006).

4.2.3. Peptidasas

Una vez que los péptidos han traspasado la membrana citoplasmatica, son
degradados completamente hasta aminoacidos libres por las peptidasas intracelulares
con acciones especificas diferentes. Se dividen en dos grupos en funcién de su
especificidad (Figura 8): 1) Las endopeptidasas que hidrolizan los enlaces peptidicos
internos y ii) las exopeptidasas que actian en los extremos terminales (Savijoki y

cols., 2006; Kunji y cols., 1996).

Endopeptidasas. Son las encargadas de hidrolizar los enlaces peptidicos
internos de los oligopéptidos, generando productos de menor tamafio que seran a
continuacién sustratos de las exopeptidasas. PepO puede hidrolizar oligopéptidos de
hasta 35 aminoacidos, pero es incapaz de degradar la caseina intacta. PepF hidroliza
oligopéptidos de entre 7 y 17 residuos. Las endopeptidasas PepE y PepG son cistein
peptidasas que muestran similitud con la aminopeptidasa PepC, pero poseen una
especificidad de sustrato diferente. PepE hidroliza sustratos como met-encefalina y
bradiquinina, PepG ademas, hidroliza sustratos derivados de la paranitroanilida

(Christensen y cols., 1999; Fernandez y cols. 2008).

Exopeptidasas. Hidrolizan los enlaces peptidicos situados al final de la

cadena de aminoacidos. Se clasifican en funcion de su especificidad: (i)
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Aminopeptidasas que liberan un aminoacido del extremo N-terminal del
oligopéptido, (ii) dipeptidasas que hidrolizan dipéptidos, (iii) tripeptidasas que
hidrolizan tripéptidos, (iv) dipeptidilpeptidasas que liberan dipéptidos del extremo
N-terminal y (v) carboxipeptidasas que liberan un aminoacido del extremo C-

terminal del oligopéptido (Christensen y cols., 1999; Fernandez y cols., 2008).

Aminopeptidasas: Se clasifican segin su especificidad en cuatro tipos

diferentes: 1) generales o de especificidad amplia (PepN y PepC); ii) especificas
frente a residuos acidos (PepA) o basicos (RAP); especificas frente a aminoacidos
hidrofébicos (PepL) y/o aromaticos (PepS) y iv) especificas de residuos de prolina
(Pepl y PepP) (Christensen y cols., 1999).

Dipeptidasas: Son exopeptidasas que hidrolizan exclusivamente dipéptidos y
se dividen en dipeptidasas de amplia especificidad (PepV y PepD) y dipeptidasas
especificas de prolina (PepQ y PepR) (Kunji y cols., 1996).

Tripeptidasas: Se trata de exopeptidasas que liberan el aminoacido del
extremo N terminal exclusivamente de tripéptidos, por ejemplo la tripeptidasa PepT

(Fernandez y cols., 2008).

Peptidasas especificas de prolina: Debido a la elevada cantidad de residuos de

prolina que tiene la caseina, las BAL poseen numerosas peptidasas especificas para
este aminoacido. PepQ es una prolidasa caracterizada por hidrolizar exclusivamente
dipéptidos que contienen prolina en la posicién carboxilo terminal (X-Pro). PepR
es una prolinasa caracterizada por hidrolizar exclusivamente dipéptidos que
contienen prolina en la posicion amino terminal (Pro-X). PepP actia liberando el
aminoacido adyacente a un residuo de prolina, a partir del extremo N-terminal del
oligopéptido. Pepl libera residuos de prolina en el extremo N-terminal de di- y
tripéptidos, y de un nimero limitado de tetra- y pentapéptidos analizados. PepX es
una dipeptidil aminopeptidasa y es una actividad altamente distribuida en los
productos lacteos por lo que ha sido la peptidasa especifica de prolina mas
estudiada. PepX libera dipéptidos X-Pro de sustratos que contengan de tres a siete
aminoacidos. Posteriormente enzimas como Pep(Q) que corta dipéptidos X-Pro

puede terminar de hidrolizar estos sustratos (Christensen y cols., 1999; Kunji y cols.,



Introduccion

1996; Fernandez y cols., 2008; Savijoki y cols., 2006). El gluten, al igual que la
caseina, posee un elevado porcentaje de residuos de prolina, por lo que estas
peptidasas son candidatas ideales para degradar los péptidos inmunotéxicos del
gluten. Algunos trabajos, como los realizados por De Angelis y cols., (2006, 2009),
demuestran la importancia de estas peptidasas para alcanzar una hidrolisis total de

los péptidos del gluten.

4.3.Secuenciacion masiva de genomas

Las BAL se caracterizan por tener un genoma relativamente pequeno, entre
1,7 Mb en el caso de Streptococcus thermophilus y 3,9 Mb en el caso de L. plantarum,
albergando desde unos 1.600 hasta poco mas de 3.000 genes diferentes (Mayo y
cols., 2008). Sin embargo, estos genomas tan reducidos se encuentran
absolutamente adaptados al nicho ecolégico que ocupan. El genoma evoluciona, es
plastico y dinamico, y asi lo demuestran las BAL con su amplia ubicuidad ecologica
debida a la enorme adaptacién gendmica que poseen. Mediante mutaciones y la
transferencia horizontal de genes, modifican su informacién genética adaptandose a
nuevos habitats y estilos de vida (Broadbent et al 2012; Makarova y cols., 2007; Toh
y cols., 2013).

En las dos ultimas décadas la secuenciacion de genomas completos ha
revolucionado y acelerado la investigacion cientifica, con el objetivo de estudiar las
caracteristicas genéticas, bioquimicas y moleculares de las bacterias. En 1999 se
secuenci6 el primer genoma completo de una BAL, L lactis subsp. lactis 11.1403
(Bolotin y cols., 1999). Actualmente, en la base de datos GOLD (Genome Online
Database; htpp://www.genomesonline.org) podemos encontrar mas de 90 genomas
completos de cepas de BAL y mas de 300 genomas en proceso de secuenciacion.
Gracias a este conocimiento, podremos explotar todas sus capacidades metabdlicas,
potenciando la sintesis de compuestos de interés, el disefio racional de nuevos
cultivos iniciadores y mejorar su manipulacién genética, con el objetivo de utilizar
las BAL como factorfas celulares para aplicaciones biotecnologicas nuevas (Mayo y

cols., 2008).

33



Introduccion

34

4.4.Aplicaciones de las BAL

4.4.1. Uso en alimentos fermentados

Las evidencias mas antiguas de la fabricaciéon de alimentos fermentados datan
de hace 7.000 afios y fueron halladas en Europa central, Polonia (Curry, 2013). La
produccién de alimentos fermentados se considera uno de los procedimientos de
conservacion mas antiguos y ademds constituye una fuente inagotable de productos
nuevos. Actualmente se engloban mas de 3.500 productos elaborados a partir de
materias primas como la leche, carne, pescado, frutas, vegetales, raices y cereales
entre los que se incluyen: i) derivados de la leche (p. €j. queso, yogur, kéfir); ii) pan y
otros derivados cereales (p. ej. masas fermentadas, ogi); iii) derivados de pescado (p.
ej. arenque fermentado, salsas de pescado fermentadas), derivados de vegetales (p.
¢j. chucrut, kimchi, tempeh), derivados de frutas (p. ¢j. vino, cerveza, sidra), etc.
(Ross y cols., 2002; Steinkraus, 2002; Di Cagno y cols., 2013). Tradicionalmente
estas fermentaciones se llevaban a cabo mediante procesos empiricos que a lo largo
de las ultimas décadas se han ido sustituyendo por procesos altamente controlados,

basados en el conocimiento cientifico.

Las BAL desempefian un papel muy importante en la elaboracion de
alimentos fermentados, convirtiéndose en un grupo microbiano imprescindible en la
industria alimentaria (de Vos, 2011). Mediante la producciéon de acido lactico
disminuyen el pH del medio e inhiben el crecimiento de patégenos. Las proteasas y
lipasas degradan las proteinas y las grasas, generando sabor y aroma en el producto
final. Algunas cepas producen diéxido de carbono y exopolisacaridos, que son
importantes para la textura y la reologia de algunos productos fermentados.
Ademas, la produccién de bacteriocinas y de peroxido de hidrégeno no solo inhibe
el crecimiento de otras bacterias patbgenas y/o alterantes, sino que pueden provocar
la lisis de otros cultivos adjuntos acelerando la maduracién del alimento (Leroy y de

Vuyst, 2004).

Las BAL forman parte de nuestra alimentacién, y se consideran bacterias

seguras desde el punto de vista higiénico-sanitario. Muchas especies de BAL se
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consideran microorganismos GRAS (Generally Regarded As Safe; Generalmente
reconocidos como seguros) por la FDA (Food and Drug Administration: Agencia de Alimentos y
Medicamentos) de los Estados Unidos (Adams y Marteau, 1995) y como QPS
(Qualified Presumption of Safety) por la EFSA (European Food Safety Authority;
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria) (EFSA, 2013).

4.4.1.1. Los probidticos

Ademas de su papel en la fermentacion de los alimentos, a algunas cepas se
les ha atribuido caracteristicas probidticas. El término probiético procede del griego
“pro bios” que significa “por la vida”. Se emple6 por primera vez en 1960 cuando
Lilly y Stillwell observaron que ciertos microorganismos promovian el crecimiento
de otros (Lilly y Stillwell, 1965). Posteriormente, el avance en el conocimiento
cientifico desvel6 que se trataba de microorganismos vivos que beneficiaban al
hospedador que los consumia mejorando su equilibrio microbiano intestinal (Fuller,
1989). Actualmente los probidticos se definen como microorganismos vivos que,
ingeridos en cantidades adecuadas, ejercen un efecto beneficioso en la salud del
consumidor (FAO/WHO, 2002). La mayotia de probidticos administrados en la
actualidad pertenecen a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterinm, aunque también se
emplean otras especies de BAL, y de otros grupos microbianos (Escherichiria coli y
Bacillus cereus), incluidas levaduras (Saccharomyces cerevisiae) (Kleerebezem y Vaughan,

2009; Ouwenhand y cols., 2002).

La capacidad de producir un efecto beneficioso en la salud del hospedador
que define a los probiodticos es una caracteristica especifica de cepa, que debe de ser
validada cientificamente para cada caso particular. Se han atribuido numerosos
efectos beneficiosos a los probidticos, como por ejemplo la mejora de la
digestibilidad de la lactosa y la absorciéon de calcio, la reduccién del riesgo de
padecer ciertas diarreas y la competencia con bacterias patdgenas en el intestino. Se
ha demostrado que algunas cepas producen vitamina K y modulan el sistema
inmune (Hardy y cols., 2013). Otros estudios demuestran que algunas cepas
probidticas podrian reducir el nivel de colesterol sanguineo, mejorar el tratamiento y

la reduccién de alergias, disminuir las infecciones urogenitales y mejorar los
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procesos intestinales inflamatorios (Ljungh y Wadstrém, 2006). De hecho, se ha
demostrado en un modelo murino de sensibilidad al gluten que la administracién de
una cepa de Lactobacillus casei es capaz de reducir la enteropatia especifica de gliadina,
disminuyendo la atrofia vellositaria y mejorando la homeostasis de la mucosa

intestinal (D’Arienzo y cols., 2008; D’Arienzo y cols., 2011).

Por todo ello, en los dltimos afios ha aumentado el interés por los alimentos
funcionales, alimentos que contienen componentes bioldgicos adicionales, con
potencial de reducir el riesgo de enfermedad y favorecer la salud (FAO, 2007). Los
consumidores prestan mas atencion a la dieta, a la nutricién y al cuidado de la salud,
por lo que estos productos representan un beneficio tanto para el consumidor,

como la para industria alimentaria, ofreciendo un valor afiadido a sus productos.

4.4.2. Uso como factorias celulares

El espectacular desarrollo de la biologfa molecular en las ultimas décadas,
permite desarrollar nuevas aplicaciones para las BAL. Debido a sus caracteristicas y
al estatus de bacterias seguras, se propuso su uso como factorias celulares para la
producciéon de compuestos con distintas aplicaciones. Se han utilizado estrategias
como la ingenierfa metabdlica, mediante la cual se modifican genes y rutas
metabolicas para incrementar la produccién de determinados compuestos, o incluso,
para producir nuevos compuestos como es el caso del manitol (Kleerebezem y cols.,
2000). En otros casos, las BAL se han utilizado para expresar genes heterélogos de
manera eficiente y segura (Hugenholtz y cols., 2002; Wells, 2011; Bermudez-
Humaran y cols., 2013).

En concreto, en los ultimos afios numerosos estudios se han centrado en el
desarrollo de BAL recombinantes como vehiculos para el transporte de moléculas
terapéuticas y profilacticas a la mucosa intestinal (Daniel y cols., 2011; Wells, 2011;
Wells y Mercenier, 2008). Como ya se ha mencionado, las BAL son bacterias GRAS
y se utilizan en alimentos fermentados, pero ademas muchas cepas sobreviven al
paso por el TGI, pueden estimular la respuesta inmune en la mucosa provocando la

secrecion de IgA, inducen respuestas inmunes muy bajas contra ellas mismas, se
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pueden administrar como bacterias muertas por via intranasal, y ademas, permiten
expresar multiples antigenos simultaneamente, pudiendo desarrollar vacunas
multivalentes (Daniel y cols., 2011). Todas estas caracteristicas hacen de las BAL
unas candidatas ideales para el transporte de proteinas heterélogas a la mucosa
intestinal. Se ha demostrado la utilidad del género Lactobacillus como vehiculo de
vacunacion oral contra diferentes bacterias patégenas como Borrelia burgdoferi (del
Rio y cols., 2008) y Yersinia pestis (der Rio y cols., 2010) o contra virus como el virus

Norwalk (Martin y cols., 2004) o rotavirus (Martin y cols., 2011).

Este tipo de aplicaciones requiere el uso de sistemas de clonacion de grado
alimentario, asegurando ademas la estabilidad del gen de interés. Por ello, desde los
afios 90 se han invertido numerosos esfuerzos en el desarrollo de sistemas de grado
alimentario en BAL, principalmente en Le Jactis, Lactobacillus y Streptococcus
(Peterbauer y cols., 2011), cuyo principal objetivo es evitar las marcas de resistencia
a antibiéticos y el ADN proveniente de bacterias no consideradas seguras, como por
ejemplo los vectores de clonaciéon de E. co/i (Peterbauer y cols., 2011). Con este fin
se han desarrollado vectores de clonaciéon que permiten la integraciéon del gen de
interés en el cromosoma de la bacteria hospedadora, sin insertar ADN adicional. La
integraciéon de genes en el cromosoma se considera una técnica segura que

proporciona una elevada estabilidad a los genes clonados (Petebauer y cols., 2011).

Un ejemplo de un sistema de clonaciéon de grado alimentario es el sistema
desarrollado por Martin y cols. (2000; 2004; 2011), que permite generar Lactobacillus
recombinantes de grado alimentario que expresan genes heterélogos integrados
establemente en el cromosoma. Este sistema se desarrolla en dos pasos, en primer
lugar se integra el gen de interés en el cromosoma hospedador mediante el uso de
un plasmido integrativo que no replica en Lactobacillus. A continuacion, se elimina el
ADN de grado no alimentario con un plasmido con origen termosensible, que
codifica una [-recombinasa que elimina el ADN indeseado mediante una
recombinacién sitio especifica. Ademas, los vectores integrativos desarrollados
permiten no solo la produccién citoplasmatica de la protefna codificada, sino que
también puede ser secretada al ambiente extracelular o anclada a la superficie

externa mediante uniones covalentes o no covalentes (Martin y cols., 2011).
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También se han desarrollado diferentes aproximaciones con promotores
constitutivos e inducibles. Los promotores constitutivos se usan para obtener una
producciéon constante de la proteina de interés, y los promotores inducibles se
activan en respuesta a un agente inductor y son muy utiles cuando la proteina de
interés es perjudicial para el hospedador. Kuipers y cols. (1998) han desarrollado
uno de los sistemas de expresion génica mas importante para su uso en bacterias
Gram positivas, el sistema NICE (Nisin-Controlled gene Expression system). Este
sistema se basa en el uso de una cepa que contenga los genes nisRK del operén de la
nisina A, un plasmido que contenga el promotor de la nisina A, y el empleo de
nisina A como inductor de la expresion génica (de Ruyter y col., 1996; Mierau and

Kleerebezem 2005).
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La EC hoy en dia representa una de las enfermedades genéticas mas
comunes a nivel mundial, sin embargo el tnico tratamiento disponible es seguir una
DSG durante toda la vida del paciente, por lo que es necesario y urgente el
desarrollo de nuevas terapias alternativas o complementarias a la DSG que mejoren
la calidad de vida de los pacientes celiacos. En los dltimos afios se han propuesto
numerosos tratamientos que se encuentran en diferentes fases de investigacion.
Entre ellos se encuentra la terapia enzimatica oral, que se basa en la administracién
de enzimas especificos capaces de degradar los péptidos del gluten durante el
proceso digestivo en el TGI (Bethune y Khosla, 2012). Se propusieron la PEP de M.
xanthus y 1a PEP de S. capsulata como candidatas (Shan y cols., 2004), sin embargo
estos microorganismos no pueden ser incluidos en alimentos. Dado que las BAL
son microorganismos reconocidos como seguros, que forman parte de nuestra
alimentacién y de nuestra microbiota gastrointestinal, junto al hecho de que poseen
un sistema proteolitico muy extenso y variado, en la presente Tesis Doctoral nos
propusimos utilizar BAL que sean capaces de hidrolizar los péptidos

inmunotoéxicos del gluten como terapia alternativa de la EC.

Con el fin de alcanzar dicho objetivo se han seguido dos estrategias
diferentes, por un lado la bisqueda en nichos ecolégicos variados de BAL silvestres
que posean dicha capacidad y por otro lado, la generaciéon de BAL recombinantes

que sinteticen enzimas con capacidad demostrada de hidrolizar los péptidos
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inmunotoxicos del gluten. Para alcanzar este objetivo principal, se propusieron una

serie de objetivos parciales:

1. Aislar y caracterizar BAL silvestres capaces de degradar el péptido 33-

mer.

1.1. Disenar un medio de cultivo selectivo para el aislamiento de bacterias

capaces de degradar la gliadina.
1.2. Identificar y tipificar las bacterias aisladas.
1.3. Caracterizar el sistema proteolitico de las BAL aisladas.

1.4. Comprobar la capacidad de las cepas seleccionadas de degradar el péptido

33-mer y seleccionar las mejores candidatas.

. Obtener BAL recombinantes capaces de degradar el péptido 33-mer.

2.1. Expresar en Le lactis bajo el control del promotor de la nisina, genes

sintéticos que codifican la PEP Mxy la PEP Se.

2.2. Optimizar la produccién de las PEP en Le. /lactis y comprobar la hidrolisis

del péptido 33-mer.

2.3. Integrar los genes sintéticos de la PEP Mx y de la PEP S¢ en el genoma de
L. casei mediante un sistema de grado alimentario y de forma que se

produzcan intracelular o extracelularmente.

2.4. Optimizar la produccién de las PEP en L. case/ y comprobar la hidrolisis del
péptido 33-mer.
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1. MUESTRAS

Las muestras utilizadas en el presente estudio se resumen en la Tabla 1. Se
emplearon diez muestras de masas de harina fermentada, una de ensilado de trigo y

dos de contenido ruminal bovino.

De las masas fermentadas, nueve habian sufrido distintos tipos de
procesamiento (casero o industrial), tenfan distinta procedencia (Espana, Italia y
Polonia), y su destino era la elaboracion de pan, pasta y pizza; de éstas, ocho habfan
sido elaboradas con harina de trigo y una con centeno. La décima masa fermentada
fue elaborada en nuestro laboratorio, para ello se utilizaron 25 g de semillas de trigo
trituradas con una picadora Muolinex A320 (Groupe SEB, Lyon, Francia) mezcladas
con 25 ml de agua milliQ tibia. El homogeneizado se incub6 a 20°C durante 24 h.
Este proceso se repitié durante cinco dias consecutivos, eliminando cada dia la

mitad del volumen de la masa, y afladiendo nuevo homogeneizado (Yarza I, 2013).

El ensilado se realizé con semillas de trigo trituradas y fermentadas. Para su
preparacion se partié de 50 g de semillas de trigo que fueron trituradas utilizando

una picadora Moulinex, a continuacién se homogeneizaron en 50 ml de una
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solucion Ringer estéril (Merck) empleando un Stomacher Lab Blender 400 (Seward
Ltd., London, UK), durante 3 pulsos de 0,5 min cada uno. Este homogeneizado se
incub6 en una bolsa de plastico cerrada herméticamente, a temperatura ambiente

durante 9 meses.

Las muestras de contenido ruminal se recogieron a partir de dos ejemplares
bovinos adultos de raza frisona canulados en el rumen, pertenecientes al Servicio
Regional de Investigacion y Desarrollo Agroalimentario (SERIDA). Las muestras,
de 50 ml cada una, fueron tomadas a través de la canula ruminal e incubadas
inmediatamente en condiciones de anaerobiosis a 37°C en una campana Mac 500

(Don Whitley, West Yorkshire, UK), en una atmosfera de 10 % (v/v) Ha, 10 % CO2

y 80 % Na.

Tabla 5. Caracteristicas principales de las 13 muestras utilizadas en el presente

trabajo.

42

Muestra
Tipo Orgar.mismo Uso Procesado Pais de .
de origen procedencia

Masa fermentada Trigo Pan Casero Espana
Masa fermentada Trigo Pan Industrial Espana
Masa fermentada Trigo Pan Industrial Italia

Masa fermentada Centeno Pan Industrial Polonia
Masa fermentada Trigo Pasta Industrial Italia

Masa fermentada Trigo Pasta Casero A° Italia

Masa fermentada Trigo Pasta Casero B® Italia

Masa fermentada Trigo Pizza Casero A® Italia

Masa fermentada Trigo Pizza Casero B® Italia

Masa fermentada Trigo Pizza Casero C* Italia
Ensilado Trigo NA Casero Espana
Contenido ruminal  Vaca 1° NA NA Espana
Contenido ruminal  Vaca 2° NA NA Espafia

2. CEPAS, PLASMIDOS Y OLIGONUCLEOTIDOS

a, A, By C corresponden con tres fuentes diferentes. b, 1 y 2 corresponden con dos animales diferentes.
NA, no aplicable.

Las cepas utilizadas en este trabajo se resumen en la Tabla 2. Los plasmidos

y oligonucledtidos utilizados se recogen en las Tablas 3 y 4, respectivamente.
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Tabla 6. Cepas utilizadas en el presente estudio.

Bacterias Caracteristicas relevantes Fuente
Escherichia
E. coli DHS11 Usada para clonacién general Gibco-BRL
E. coli CECT 423 Mutante de E. coli K12 CECT 423
Lactobacillus
L. plantarum WCFS1 Aislado de saliva humana Siezeny cols., 2012
L brevis LMG 11437 Aislado de ensilado CECT 5354
L. casei BL23 Sin plasmidos Mazé y cols., 2010
L. casei IPLA1503 Productor intracelular de PEP Mx Este trabajo
L. casei IPLA1504 Productor extracelular de PEP Mx Este trabajo
L. casei IPLA1506 Productor intracelular de PEP Sc Este trabajo
L. casei IPLA1507 Productor extracelular de PEP Sc Este trabajo
L. casei IPLA12001 Aislado de masa casera de pan (Espafia) Este trabajo
L. casei IPLA12003 Aislado de masa casera de pan (Espafia) Este trabajo
L. casei IPLA12014 Aislado de masa industrial de pan (Polonia) Este trabajo
L. casei IPLA12019 Aislado de masa industrial de pan (ltalia) Este trabajo
L. casei IPLA12023 Aislado de masa casera de pasta (ltalia) Este trabajo
L. casei IPLA12024 Aislado de masa casera C de pizza (Italia) Este trabajo
L. casei IPLA12026 Aislado de masa casera B de pizza (Italia) Este trabajo
L. casei IPLA12027 Aislado de masa industrial de pasta (Italia) Este trabajo
L. casei IPLA12030 Aislado de masa industrial de pasta (ltalia) Este trabajo
L. casei IPLA12032 Aislado de masa industrial de pasta (ltalia) Este trabajo
L. casei IPLA12034 Aislado de masa casera C de pizza (Italia) Este trabajo
L. casei IPLA12035 Aislado de masa casera A de pizza (ltalia) Este trabajo
L. casei IPLA12037 Aislado de masa casera de pasta (ltalia) Este trabajo
L. casei IPLA12038 Aislado de masa industrial de pan (Polonia) Este trabajo
L. casei IPLA12042 Aislado de masa industrial de pan (Italia) Este trabajo
L. casei IPLA12043 Aislado de contenido ruminal bovino A Este trabajo
L. casei IPLA12045 Aislado de contenido ruminal bovino B Este trabajo
L. casei IPLA12046 Aislado de contenido ruminal bovino B Este trabajo
L. casei IPLA12047 Aislado de contenido ruminal bovino B Este trabajo
L. casei IPLA12048 Aislado de contenido ruminal bovino B Este trabajo
L. casei IPLA12051 Aislado de contenido ruminal bovino B Este trabajo
L. casei IPLA12052 Aislado de contenido ruminal bovino B Este trabajo
L. casei IPLA12053 Aislado de contenido ruminal bovino B Este trabajo
L. casei IPLA12055 Aislado de contenido ruminal bovino A Este trabajo
L. plantarum IPLA88 Aislado de masa industrial de pan (Italia) Este trabajo
Leuconostoc
Ln. mesenteroides IPLA12002 Aislado de masa industrial de pan (Espafia) Este trabajo
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Ln. mesenteroides IPLA12012

Ln. mesenteroides IPLA12017

Ln. mesenteroides IPLA1218

Lactococcus

Lc. lactis sbs. lactis 1L1403

Lc. lactis sbs. cremoris MG1363

Lc. lactis NZ9000

Lc. lactis IPLA1510

Lc. lactis IPLA1509

Enterococcus

E. faecalis CECT 481

E. faecium CECT 410

E.

durans CECT 411

Bacillus

B

B.

B
B
B
B
B
B
B.
B
B
B
B
B
B

subtilis CECT 461

. amyloliquefaciens DSM7

. amyloliquefaciens IPLA14000
. amyloliquefaciens IPLA14001
. amyloliquefaciens IPLA14002
. amyloliquefaciens IPLA14004
. amyloliquefaciens IPLA14006

amyloliquefaciens IPLA14007

. amyloliquefaciens IPLA14008
. amyloliquefaciens IPLA14009
. amyloliquefaciens IPLA14011
. amyloliquefaciens IPLA14012
. subtilis IPLA14003

. mojavensis IPLA14005

mojavensis IPLA14010

Otros

Streptococcus mitis B6

Bifidobacterium bifidum CECT 4549

Enterobacter cloacae CECT 194

Citrobacter freundii CECT 401

Aislado de masa industrial de pan (Italia)
Aislado de masa casera B de pasta (Italia)

Aislado de masa industrial de pan (Italia)

Aislado de producto lacteo

Aislado de producto lacteo

Cepa derivada de Lc. lactis MG1363. Posee los
genes nisRK

Productor bajo induccidn de nisina de PEP Mx

Productor bajo induccidn de nisina de PEP Sc

Cepa tipo
Cepa tipo

Cepa tipo, aislada de leche en polvo

Genotipo trp2C

Aislado de suelo

Aislado de ensilado de trigo
Aislado de ensilado de trigo
Aislado de ensilado de trigo
Aislado de ensilado de trigo
Aislado de ensilado de trigo
Aislado de ensilado de trigo
Aislado de ensilado de trigo
Aislado de ensilado de trigo
Aislado de ensilado de trigo
Aislado de ensilado de trigo
Aislado de ensilado de trigo
Aislado de ensilado de trigo

Aislado de ensilado de trigo

Aislado de paciente con endocarditis
Aislado de heces de un lactante
Cepa tipo

Cepa tipo

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Bolotin y cols., 2001
Wegmanny cols., 2007

de Ruyter y cols., 1998

Este trabajo

Este trabajo

CECT
CECT
CECT

CECT

DSMZ

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Denapaite y cols., 2010
CECT
CECT
CECT
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CECT, Coleccion Espaiiola de  Cultivos Tipo (Valencia, Espaiia); DSMZ, Coleccion Alemana  de
Microorganismos y Cultivos Celulares; Mx, Myxococcns xanthus; PEP, prolil endopeptidasa, Sc, Sphingomonas

capsulata.



Tabla /. Plasmidos utilizados en el presente estudio.

Materiales y Métodos

Plasmidos Caracteristicas relevantes Fuente
pUC57-pepMx pUC57 con pepMXx, ApR Biomedal S.L.
pUC57-pepSc pUC57 con pepSc, ApR Biomedal S.L.
pPEM76 Derivado de pUC19, A2 int-attP, six, ApR , Em" Martin y cols., 2000
pEM94 pG + host9, gen del enzima B-recombinasa, cmt Martin y cols., 2004
pUK21 Derivado de pUC, lacZ, Km® Vieira y Messing, 1991
pEM182 Derivado del pEM76, casete pAF100 Martin y cols., 2011
plj2925 Derivado de pUC19, lacZ, Ap" Janssen y Bibb, 1993
pNZ8048 Vector de expresion inducible, contiene el P s, cm® De Ruyter y cols., 1998
pEM1214 Derivado de pUK21, promotor del gen apf Este trabajo
pEM1215 Derivado de plJ2925, terminador del gen apf Este trabajo
pEM1253 Derivado de pUK21, promotor y péptido sefial del gen

Este trabajo
apf
pEM1254 Derivado de plJ2925, promotor y terminador del gen
Q Este trabajo
apf, Ap
pEM1262 Derivado de plJ2925, promotor, terminado y péptido
N Este trabajo
sefial del gen apf, Ap
pIPLA1258 Derivado de pEM76, promotor y del terminador del gen
N Este trabajo
apf, Em
pIPLA1265 Derivado de pEM76, promotor, terminador y péptido
" Este trabajo
sefial del gen apf, Em
pIPLA1500 Derivado de pUK21, pep Mx, Km" Este trabajo
pIPLA1501 Derivado de pUK21, pep Sc, Km" Este trabajo
pIPLA1503 Derivado de pIPLA1258, pep Mx, Em" Este trabajo
pIPLA1504 Derivado de pIPLA1258, pep Sc, Em" Este trabajo
pIPLA1506 Derivado de pIPLA1265, pep Mx, Em® Este trabajo
pIPLA1507 Derivado de pIPLA1265, pep Sc, Em" Este trabajo
pIPLA1509 Derivado de pNZ8048, pep Sc, Pisa, cm® Este trabajo
pIPLA1510 Derivado de pNZ8048, pep MX, Pa, cmt Este trabajo

A2 int-attP, integrasa y gona de integracion del fago A2, ApR, resistencia a ampicilina, Cm®, resistencia a

cloranfenicol, KmR resistencia a kanamicina, agp, gen que codifica el factor de promocion de la agregacidn de

Lactobacillus crispatu; pep, gen que codifica el enzima prolil endopeptidasa, Mx, Myxococcus xanthus, P,

promotor inducible por nisina A, Sc, Sphingomonas capsulate.
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Tabla 8. Oligonucleétidos utilizados en el presente estudio.

Oligonucledtidos Secuencia Fuente

attl 5’-AGCAGGACGAGAAAGCAATGAATGT-3’ Alvarez y cols., 1998
att7 5’-GCCGGTGTGGCGGAATTGGCAG-3’ Alvarez y cols., 1998
1492R 5’-ACCTTGTTACGACTT-3’ Laney cols., 1991
27F 5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ Laney cols., 1991
gyrA_1066R 5’-CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT-3’ Roberts y cols., 1994
gyrA_47F 5’-CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT-3’ Roberts y cols., 1994
Papf-BgllIF 5’-GAAGATCTGGATAAGGCAGAATAATGGAAT-3’ Este trabajo
PapfSP-NcolR 5’-ACCTGGGCATCCATGGCCGGCTGGG-3’ Este trabajo
Papf-NcolR 5’-GATTTAATTTCCATGGAAATTCTCTCC-3’ Este trabajo
term-XbalF 5-GGGTCTAGAGAGGAGCTCTCAACTGTAAG-3’ Este trabajo
term-EcoRIR 5-CGGAATTCCTTGAACCGTTTGTGGTGTCGTTT-3’ Este trabajo
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3. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las bacterias pertenecientes a los géneros Escherichia, Enterobacter, Citrobacter y
Bacillus se crecieron rutinariamente a 37°C con agitacion (250 rpm) en el medio
descrito por Luria-Bertani (LB) (Bertani, 1951). En los experimentos de clonacion y
otras técnicas recombinantes se utilizé la cepa E. co/i DHS11. Para seleccionar los
transformantes de E. co/i se anadi6 el antibiético apropiado al medio de cultivo: 100
pug ml! de ampicilina (Sigma) o 50 pg ml! de kanamicina (Sigma). En los casos en
que se requerfa induccién y detecciéon de la actividad [-galactosidasa se afiadié
isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG) (Thermo) 0,5 mM y 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-Dgalactopiranoésido (X-Gal) (Thermo) 80 ug ml-.

El género Lactococcus se crecid a 32°C sin aireacion en el medio M17 (Oxoid,
Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) suplementado con glucosa (5 g 1) (GM17).
Para seleccionar los transformantes se afiadié 5 pg ml! de cloranfenicol (Sigma) al

medio de cultivo.

Las bacterias pertenecientes al género Lactobacillus se crecieron a 37°C en
condiciones estaticas en el medio Mann-Rogosa-Sharpe (MRS) (Oxoid). La

seleccion de transformantes se realizé suplementando el medio con los antibi6ticos
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apropiados, 2,5 pug ml! de eritromicina (Sigma) o 5 pug ml! de cloranfenicol
(Sigma). Durante el cribado de las muestras, el medio MRS se suplementé con
maltosa (5 g I'') (MRSm) para realizar el recuento total de lactobacilos, y con
cicloheximida 50 pug ml! (Sigma) para inhibir el crecimiento de mohos y levaduras.
Cuando fue necesario el medio se suplementé con treonina (40 mM) (Sigma), glicina
[1 % (p/v)] (Affymetrix-USB, High Wycombe, Reino Unido) o cisteina (0,5%)
(VWR, Barcelona, Espafia). En algunos casos fue necesario el crecimiento de los
lactobacilos en una fuente de carbono determinada, para ello se utiliz6 un medio
base, el CFB, que contenfa extracto de carne bacteriolégico (Lamb Lenco), 8 g 1!
(Oxoid); extracto de levadura, 4 g I'! (Bioser, Barcelona, Espafia); fosfato dipotasico,
2 g Il (Merck, Darmstadt, Alemania); citrato de amonio, 2 g I'! (Applichem,
Darmstadt, Alemania); acetato de sodio, 5 g 1! (Sigma); sulfato de magnesio, 0.2 g I'!
(Panreac, Barcelona, Espana); sulfato de manganeso, 0.04 g 1! (Panreac) y Tween
80, 1ml I''! (Amresco, solon, USA). Este medio CFB base se suplementd con la
fuente de carbono necesaria en cada caso: glucosa, lactosa o maltosa a una

concentracion final del 0,5%.

Los Leuconostoc se crecieron rutinariamente a 32°C sin aireacion en MRS. Las

cepas pertenecientes al género Enferococcus se crecieron a 37°C sin aireacion en

GM17.

La cepa de B. bifidum se crecié a 37°C en anaerobiosis en el medio MRS
suplementado con L-cisteina 0,25% (p/v) (Sigma). La cepa de S. mitis se creci6 a

37°C en condiciones estaticas en Brain Heart Infusion (BHI) (Oxoid).

El recuento total de bacterias durante el cribado de las muestras, se realizé en

el medio Plate Count Agar (PCA) (Merck) con cicloheximida 50 pg ml-!.

Para realizar el test de resistencia a antibidticos se utilizé el medio LSM,

compuesto por 90% de medio isosensitest (Oxoid) y 10% de MRS.

Para aislar bacterias capaces de degradar la gliadina, se diseié un medio que
contiene gliadina como unica fuente de nitrégeno. Este medio, denominado AHG-
M, consta de dos soluciones: un medio base quimicamente definido (Tabla 5) y un

hidrolizado acido de gliadina (AHG; Acid Hydrolyzed Gliadin). E1 AHG se prepard a
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partir de una solucién de 3 ml de gliadina (100 mg ml) (Sigma, Madrid, Espana) en
HCI 2,5 N (pH 2,0), que se mezcl6 bien y se incub6 durante una hora a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo se neutralizé con NaOH (2 N) (pH 5,5-6,5), se afiadié
etanol (60% v/v) hasta alcanzar un volumen final de 20 ml (15 mg gliadina ml-) y la
mezcla se incub6 una hora a 37°C con agitacion fuerte (250 rpm). La solucion
resultante constituye el AHG. El medio AHG-M se obtuvo mezclando 20 ml de la
solucion AHG con el medio base quimicamente definido (Tabla 5) en un volumen
total de 500 ml. La concentraciéon final de gliadina fue de 0,6 mg ml-!. Durante el
cribado de las muestras, el medio AHG-M se suplement6 con cicloheximida 50 pg

ml-! para inhibir el crecimiento de mohos y levaduras.

Tabla 9. Composiciéon del medio base quimicamente definido (volumen final de 500
ml)*

Solucién salina® Fuente de carbono Vitaminas (pH 6,8)¢
Na,HPO, 3g Glucosa 2,5¢g acido p-aminobenzoico 0,5g
KH,PO, 15¢g inosina 0,25¢g
(NH,4),S0,4 1lg acido ordtico 0,25¢g
AcNa 1lg piridoxamina-HCl 0,25¢g
NaCl 0,5g timidina 0,25¢g
MgCl, 01g D-biotina 0,125 g
CaCl, 0,005 g acido lipoico 0,125 g
Na,SO, 0,005¢g piridoxina-HClI 01g
FeCls 0,0003 g acido félico 0,05¢g

acido nicotinico 0,05¢g
acido pantoténico 0,05¢g
riboflavina 0,05¢
tiamina-HClI 0,05¢g
vitamina B12 0,05g

2 Cuando fue necesario medio sélido se afiadi6 agar al 2% (p/v).
> Composicion de Miladinov y cols., (2001).
¢ Afadir después de autoclavar.



Materiales y Métodos

Los medios solidos se prepararon con agar al 2 % (p/v) (Oxoid).

El seguimiento del crecimiento bacteriano se realiz6 mediante medicién de la
densidad optica a una longitud de onda de 600 nanémetros (DOgoo) en un

Biofotémetro (Eppendorf).

La cuantificacion de viables se realiz6 mediante recuento del numero de
unidades formadoras de colonia (ufc). Para ello, se realizan diluciones seriadas de los
cultivos utilizando una solucién salina de NaCl (0,85 %), las diluciones se sembraron
en placas con medio sélido y se incubaron en las condiciones apropiadas. Las cepas
bacterianas empleadas en este trabajo fueron conservadas a -80 °C a partir de

cultivos liquidos en fase logaritmica de crecimiento mezclados con glicerol al 25 %
(v/v).
3.1. Cultivo en fermentador

Para estudiar el efecto del pH en la actividad PEP extracelular, las cepas se
cultivaron a diferentes valores de pH en un biorreactor Sixfors (Infors AG,
Bottmingen, Suiza). El registro de los datos y el control del biorreactor se llevaron a
cabo con el programa Iris NT5 (Infors). Los recipientes del fermentador se
autoclavaron y se rellenaron con 400 ml de medio CFB [0,5 % glucosa (p/v)]. A
continuacién, se inocularon al 1% con los cultivos celulares de cada cepa,
previamente crecidos durante 16 h a 37°C en 10 ml de MRS. Las fermentaciones se
llevaron a cabo a diferentes valores de pH: 5, 6 y 7 y a pH libre. El control del pH se
realiz6 mediante la adiciéon automatica de NaOH (2N). Se mantuvo una temperatura
de 37 °C y una agitaciéon de 50 rpm durante todo el proceso. Los cultivos se
crecieron durante 24 horas. Se recogieron muestras (10 ml) a las 10, 12, 14, 16, 18,
20 y 22 horas para realizar los ensayos de actividad PEP. Ademas, a las 22 horas se
recogieron muestras para los experimentos de hidrolisis del péptido 33-mer (10 ml)

y para precipitar las proteinas del sobrenadante (100 ml).
3.2.Induccion del promotor de la nisina A

Las cepas recombinantes de Lc. /actis construidas en el presente trabajo tienen
el gen que codifica la PEP clonado bajo el control del promotor inducible por

nisina, con lo que para conseguir la expresion del gen es necesaria la presencia de
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nisina en el medio de cultivo. Para llevar a cabo la inducciéon del sistema, las cepas se
crecieron a 32°C en 10 ml de GM17 con cloranfenicol (5 pg ml!) hasta alcanzar una
DOgoo de 0,4 — 0,5 (aproximadamente 3 h). A continuacioén se afiadieron diferentes
concentraciones de nisina A (0, 0,25, 0,5, 1, 2,5, 5y 10 ng ml") (Sigma) al medio de
cultivo y se incubaron a 32°C recogiéndose muestras durante diferentes tiempos (0,

1,2,3,4,5y6 h).

4. ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LAS MUESTRAS

Para realizar el analisis microbiolégico de las muestras, se homogeneizaron
en solucién Ringer y se sembraron en varios medios de cultivo para a continuacién

realizar el recuento de viables.

En las masas fermentadas, se tomaron 10 g de cada muestra y se
homogeneizaron durante 5 min en 90 ml de Ringer con un Stomacher Lab Blender
400. En las muestras de contenido ruminal se recogieron alicuotas de 50 ml y se
homogeneizaron con bolas de vidrio (5 mm diametro) (Sigma) y agitacion fuerte
durante 5 min. Lla muestra de ensilado de trigo se rehidraté y homogeneizé con 50
ml de Ringer, se inoculé en AHG-M caldo (1 % v/v) y se incub6 durante 48 h a

32°C en aerobiosis.

Una vez homogeneizadas las muestras, se realizaron diluciones seriadas en
Ringer, de las cuales se sembraron 50 ul en PCA, en MRSm y en AHG-M. Ademas,
a partir de los distintos homogeneizados, se realizaron cultivos de enriquecimiento
en AHG-M caldo (1 % v/v) y se incubaton durante 24 h sin aireacion. Tras la
primera y la segunda ronda de enriquecimiento, se prepararon diluciones seriadas
que fueron sembradas en placas de MRSm y AHG-M. Los medios de cultivo fueron
suplementados en todo momento con cicloheximida (50 pg ml') para inhibir el
crecimiento de hongos y levaduras. Para las muestras de rumen se suplementaron
ademas con 0,5% de cisteina, un agente reductor que promueve la condicién de

anaerobiosis.

Tanto los cultivos liquidos como los sélidos fueron incubados en tres

condiciones diferentes: en aerobiosis a 32°C, en aerobiosis a 37°C y en anaerobiosis
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a 37°C. Tras la incubacién se realizé el recuento de ufc en aquellas placas que

contenfan entre 30 — 300 colonias bien separadas.

5. RESISTENCIA AL PASO POR EL TRACTO GASTROINTESTINAL

Se estudi6 la supervivencia de las cepas al paso por el TGI utilizando un
modelo de simulacién de las condiciones gastrointestinales 7z vitro descrito por

Fernandez de Palencia y cols. (2008) con algunas modificaciones.

En primer lugar se prepararon las suspensiones celulares resuspendidas en
diferentes matrices: leche, MRS y solucion salina. Para ello, los cultivos celulares se
crecieron durante 16 h a 37°C en 30 ml de MRS. Se centrifugacién (15 min 3.000 g),
se lavaron dos veces con NaCl al 0,85% (p/v) y se resuspendieron en un volumen
de la matriz correspondiente: leche desnatada en polvo reconstituida al 10%
(Oxoid), MRS o una solucion salina que contenia 6,2 g I'! NaCl, 22 g1 KCly 1,2 ¢
11 NaHCO:s.

A continuacion, estas suspensiones celulares se sometieron a las condiciones
simuladas zz vitro del TGI. Se mantuvo una temperatura de 37°C durante todo el
proceso para simular la temperatura corporal humana. Para comenzar se anadi6 0,1
% (p/v) de lisozima imitando la saliva humana. El estrés gastrico (G) se simul6
afiadiendo pepsina (Sigma) al 0,3 % (p/v) y disminuyendo el pH cada 20 minutos
(pH 5, pH 4,1, pH 3, pH 2,1 y pH 1,8). El estrés gastrointestinal (GI) se ensayo tras
el estrés G en las muestras provenientes de los pH 5, 4,1 y 3. Para simular la
digestién del intestino delgado se afadieron sales biliares (0,3 % p/v), un coctel de
enzimas pancreaticos [1 mg ml! de amilasa, 1 mg ml! de tripsina y 1 mg ml! de
quimiotripsina (Shan y cols., 2004)] a una concentracion final de 5 ug ml-!y se subié
el pH a 6,5 y se incubaron durante 20 y 120 minutos en las condiciones GI. Se
recogieron muestras en cada condiciéon y se realizaron diluciones seriadas en una
solucién salina de NaCl al 0,85% (p/v). Las muestras se sembraron en MRS y se

realiz6 el recuento de viables tras incubar las placas durante 48 h a 37°C.

Para verificar la capacidad de continuar secretando PEP en las cepas de

Lactobacillus recombinantes, se recuperaron las muestras de las condiciones GI y se
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inocularon en 5 ml de medio fresco CFB durante 4 y 6 h a 37°C. Pasado este

tiempo, se ensayo la actividad PEP en el sobrenadante.

6. RESISTENCIA A AGENTES ANTIMICROBIANOS

Para realizar el test de resistencia a antibi6ticos en las cepas seleccionadas, se
determiné la concentracién inhibitoria minima (CIM) de cada cepa a ocho agentes
antimicrobianos mediante el método de microdilucién en caldo descrito por Huys y
cols. (2008) con algunas modificaciones. En primer lugar, para cada cepa se prepard
una placa de microtiter de 96 pocillos, donde cada fila contiene un antibiético
distinto (ocho en total) (Tabla 6). A partir de cada antibidtico, se prepararon diez
diluciones seriadas a la mitad en NaCl al 0,85% (p/v) y a cada dilucién se le afiadié 4
volumenes del medio LSM. Se agregaron 100 pl de cada dilucién en la placa
microtiter tal y como indica la Tabla 6. Las columnas 11 y 12 se utilizaron como
controles, sin antibiético y sin antibiético ni inéculo, respectivamente. Una vez
finalizadas se almacenaron a 4°C. Se determiné la CIM de los siguientes agentes
antimicrobianos: ampicilina, clindamicina y penicilina (de 0,03 a 16 pg ml?),
eritromicina (de 0,16 a 8 pg ml'), estreptomicina y gentamicina (Fluka, biochemika)
(de 0,5 a 256 pg ml1), tetraciclina y cloranfenicol (de 0,12 a 64 ug ml!) (todos de
Sigma).

Para preparar los in6culos, las cepas se sembraron en estria en el medio LSM
agar y se incubaron en las condiciones apropiadas para cada cepa durante 48 h. A
continuacién, se resuspendié una colonia aislada en un tubo con 2 ml de solucién
salina NaCl al 0,85% (p/v) hasta obtener una densidad equivalente a 1 en la escala
de McFarland (DOg00=0,16-0,2). Esta suspension se diluyé 1:1000 para obtener una
concentracién final de 3 x 10°> ufc ml!. Se inocularon 100 pl en cada pocillo,

obteniendo finalmente 1,5 x 10> ufc ml! (1,5 x 10*ufc/pocillo).

Tras 48 h de incubacién en las condiciones apropiadas para cada cepa, se
leyeron los resultados. La dltima concentracién en la que se observé crecimiento al
fondo del pocillo fue la CIM. Para confirmar los resultados, se prepar6 una solucién

de purpura de bromocresol en agua al 0,04 % (p/v) y se afiladié una gota a cada
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pocillo. Se trata de un indicador de pH de color morado a pH 6,8 (el pH del medio)

y torna a color amarillo a partir de pH 5,2.

Tabla 10. Representacion esquematica de una microplaca utilizada para determinar
la CIM de ocho agentes antimicrobianos. La adicién de 100 pl/pocillo genera la
concentracion sefialada en cada casilla (ug ml™).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
A A]Tg 8 4 2 1| 05/0,25|0,12 | 0,06 | 0,03 P N
B ]I.Dg 8 4 2 1| 050,250,122 | 0,06 | 0,03 P N
C Zl.c6I 8 4 2 1| 05)0,25|0,12 | 0,06 | 0,03 P N
b ;:QISI"G1 128 | 64| 32| 16 8 4 2 1| 0,5 P N
E 2$5r'61 128 | 64| 32| 16 8 4 2 1| 0,5 P N
F ;Z 32| 16 8 4 2 1| 05]0,25]|0,12 P N
G C6Tl 32| 16 8 4 2 1| 05]0,25]|0,12 P N
H E"g‘ 4 2 1/ 05|0,25]|0,12 | 0,06 | 0,03 | 0,16 P N

Los niimeros corresponden a la concentracion final de antibidtico en cada pocillo (g m!') tras antadir 100 ul/ pocillo.
P, contiene el diluyente utilizado para preparar el correspondiente agente antimicrobiano. IN. contiene el diluyente
utilizado para preparar el correspondiente agente antimicrobiano, no se inocula. Ap, ampicilina; Pe, penicilina; Cl,
clindamicina; Gm, gentamicina; Sm, estreptomicina; Tc, tetraciclina; Cm, cloranfenicol; Em, eritromicina.

7. MANIPULACION Y ANALISIS DEL ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (ADN)

7.1.Extraccion de ADN plasmidico

La extraccion de ADN plasmidico de E. co/i se realiz6 mediante el método de
lisis alcalina (Green y Sambrook, 2012). Para el género Lactococcus la preparacion de
ADN plasmidico se llevo a cabo segun el método descrito por OSullivan y cols.

(1993), y para el género Lactobacillus se realiz6 segin Scheirlinck y cols. (1989).

7.2.Extraccion de ADN gendmico

Dependiendo de la aplicaciéon posterior del ADN, se siguieron diferentes

protocolos de extraccion.
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Para los experimentos de hibridacion ADN-ADN, la extracciéon del ADN
cromosomico de Lactobacillus se realiz6 mediante el método kirby con algunas
modificaciones. Se partié de 10 ml de cultivo suplementado con glicina al 1 % (p/v)
que fue centrifugado (8.000 g 10 min), lavado con una solucién de STE (EDTA 1
mM, Tris-HCI 10 mM, sacarosa 0,3 M; pH 8,0) y resuspendido en 400 pl de STE
con lisozima (30 mg ml!) (Sigma), mutanolisina (500 U ml!) (Sigma) y RNAsa (250
pug mlt) (Sigma). Tras una incubaciéon a 37 °C durante 1 hora se siguié con el

protocolo descrito por Hopwood y cols., (1985).

La obtencion de ADN para la identificaciéon de los aislados mediante PCR se

realiz6 siguiendo el protocolo descrito por Ruiz-Barba y cols., (2005).

La extraccion de ADN cromosémico de la cepa L. case; IPLLA12038 para
secuenciar su genoma, se realizé utilizando el kit DNeasyR Blood &> Tissue (Qiagen,

Madrid, Espafia).

7.3.Visualizacion de fragmentos en gel de agarosa

Los fragmentos de ADN fueron separados mediante electroforesis en geles
de agarosa en un rango de porcentajes que oscilaron entre el 0,6 % al 1,2 % (p/v) en
funcién de los tamafios esperados. Se utilizé el tampon TAE (Tris-acetato 40 mM,
EDTA 1 mM; pH 8) como electrolito. Previamente a su carga en el gel, a las
muestras se les afladié una mezcla densificante (0,25 % de azul de bromofenol y
glicerol 50 % en TE (Ttis-HCI 10 mM, EDTA 1 mM; pH 8). La electroforesis se
llev6 a cabo a 100 V. El ADN presente en los geles se visualizé por exposicion a la
luz UV en un equipo Gel Doc 2000 (Bio-Rad, California, USA) tras su tincién con
una solucién de bromuro de etidio (1 pg ml') en agua. Como patrones de peso

molecular se utilizé el Gene Ruler™ DNA ladder mix (Thermo, Madrid, Espafia).

7.4. Purificacion de fragmentos de ADN

Dependiendo de la procedencia de los fragmentos de ADN, se utilizaron
diferentes métodos de purificacién. Para la purificaciéon de fragmentos de ADN a
partir de gel de agarosa se utilizaron los kits QIAquick gel extraction kit (Qiagen) y
ATP Gel/PCR DNA fragment extraction kit (ATP Biotech, Taipei, Taiwan).



Materiales y Métodos

Cuando se trataba de productos de amplificacion se utilizé el kit GenElute bacterial
genomic DNA kit (Sigma-aldrich). Todos ellos se utilizaron siguiendo las

instrucciones del proveedor.

7.5.Tratamientos enzimaticos del ADN

Los tratamientos enzimaticos con fosfatasa alcalina, digestiones con
endonucleasas de restriccion y otras manipulaciones, se realizaron de acuerdo con

procedimientos recomendados por los suministradores.

7.6.Transferencia de ADN a membranas e hibridacion

La comprobaciéon de la correcta construcciéon de las cepas de grado
alimentario realizadas en el presente trabajo se llevo a cabo mediante experimentos
de hibridacion. Esta técnica permite localizar secuencias especificas en el ADN de

una cepa, que se encuentra fijado en membranas de nitrocelulosa.

7.6.1. Transferencia de ADN a membranas o “Southern blotting”

En este proceso, el ADN contenido en el gel de agarosa se desnaturaliza, se
transfiere y se fija a una membrana de nylon (Hybond-N, GE) (Green y Sambrook,
2012). Para ello, el gel se somete a lavados sucesivos con soluciones depurinizante
(HCI 0,25N), desnaturalizante (NaOH 0,5M/NaCl 1 M) y neutralizante (NaCl
3M/Tris HCl 0,5M; pHS8). La transferencia se llevé a cabo por capilaridad
empleando papel absorbente y un peso. La fijacion del ADN a la membrana se

realiz6 mediante la exposicion a luz ultravioleta durante 2 minutos.

7.6.2. Marcaje de sondas

Las sondas se obtuvieron mediante un marcaje con digoxigenina utilizando el
kit DIG DNA Labeling and Detection Kit (Roche, Mannheim, Alemania) siguiendo

las instrucciones recomendadas por el proveedor.
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7.6.3. Hibridacion

Tanto la prehibridaciéon como la hibridacién del ADN fijado en la membrana
de nylon con el ADN sonda, se realizaron a 60° C utilizando el kit “DNA Labelling
and Detection Kit” (Roche), siguiendo las indicaciones del fabricante. El revelado se
realiz6 mediante fluorescencia con el reactivo “CDP-Start Detection System”
(Roche) de forma que, en aquellos puntos de la membrana donde la sonda se haya
unido a un fragmento de ADN que contenga una parte o todo el gen que buscamos,

se visualizara una banda oscura.

7.7. Electroforesis en gel de campos pulsantes (PFGE)

Con el objetivo de extraer el ADN de los aislados y tipificarlos mediante
PFGE, se parti6 de 1,5 ml de cultivo (suplementado con treonina 40 mM) en fase
estacionaria y se centrifugd a 8.000 g durante 10 min. A continuacién se lavé dos
veces con 500 ul de la solucion STE-100 (EDTA 100mM, Tris-HCI 100 mM,
sacarosa 0.3M) y se resuspendié en 500 pl de STE-100 con 1 ul de mutanolisina
(150 U ul'). Las suspensiones celulares se incubaron durante 30 min a 37°C. A 200
ul de esta suspension se le afiadieron 240 pl de agarosa al 1,8% (USB Corporation,
Cleveland, OH, USA) en agua a 50°C. Se tomaron 200 ul de esta mezcla y se
pipetearon en pequefios moldes donde se dejaron solidificar a 4°C. Posteriormente,
los bloques de agarosa se incubaron en 2 ml de una solucién de lisis que contenia
Tris-HCl 6 mM (pH 8), NaCl 1M, EDTA 100 mM, L-lauroilsarcosina 0,5 % (p/v)
(Metck), acido desoxicélico (Alfa Aesar, Katlsruhe, Alemania), Brij 58 0,5 % (p/v)
(Merck) y lisozima (2 mg ml!) durante 2 h a 37°C. Pasado este tiempo, los bloques
se transfirieron a una solucién ESP [EDTA 0,5 M, N-lauroilsarcosina 0,5 % (p/v) y
proteinasa K (1 mg ml') (Roche, Basel, Suiza)] y se incubaron toda la noche a 55°C.
Para eliminar la solucién ESP, los bloques fueron equilibrados durante 15 min a
50°C con TE (EDTA 1 mM y Tris-HCl 10 mM) y fluoruro de metilfenilsulfonilo 1
mM (Roche) y a continuacién, cinco veces mas con TE durante 15 min a 50°C cada
una. Los bloques se almacenaron en 1 ml de EDTA 0,5M (pH 8) a 4°C hasta su

posterior utilizacion.
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Se parti6 un cuarto de cada bloque de agarosa y se lavaron con 200 pl de TE.
A continuacion se trataron con la endonucleasa SfiI (Fermentas, Vilnius, Lithuania)
para el género Lactobacillus, Apal para Leuconostoc y Smal para Bacillus. El PFGE se
realiz6 usando un CHEFDR III Systemat a 14 °C (Bio-Rad) en un gel de agarosa al
1% (p/v) en 0,5x TBE a 4,5 V cm’!, utilizando pulsos de 0,5 a 25 s durante 12 h y
de 25 a 50 s durante 6 h. Por ultimo el ADN se tifi6 con bromuro de etidio y se

visualiz6 por exposicion a la luz UV.

7.8. Analisis cluster

El arbol filogenético y analisis cluster de los diferentes patrones de bandas
obtenidos con la técnica de PFGE se realizaron con el software Gene Tools
(Syngene, Cambridge, UK) y con el software Multi-Variate Statistical Package
(MVSP, Kovach Computing Services, Anglesey, Wales).

7.9. Electrotransformacion

La introduccién de plasmidos en las cepas bacterianas se llevé a cabo
mediante electroporacion utilizando un equipo Gene Pulser Xcell Microbial System
(Bio-Rad). La preparacion de las células electrocompotentes de E. cli y las
condiciones de electroporacion fueron las descritas por Dower y cols., (1988). Las
células electrocompetentes de L. Jactis se obtuvieron siguiendo el protocolo descrito
por de Vos y cols., (1989). Y para el género Lactobacillus se siguié el protocolo

descrito por Wei y cols., (1995).

7.10. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccién de PCR se llevé a cabo a partir de una suspension de ADN (0,25
ng reacciéon), o bien directamente de colonia. Salvo especificacion diferente, la
mezcla contenfa el enzima “Tag DNA  polymerase” (Eppendorf. Hamburgo,
Alemania) o el enzima “Dream tag” (Fermentas), con su soluciéon correspondiente,
desoxirribonucleétidos trifosfato (dNTPs), los cebadores oportunos (0,4 uM) y el
ADN molde, segin las especificaciones del suministrador. Las reacciones se

llevaron a cabo empleando los termocicladores iCycler™ o #yCycler™ thermal cycler
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(Bio-Rad). En todas las reacciones en las que fue posible se incluyé un control
positivo y siempre un control negativo (sin ADN molde). Los cebadores se
sintetizaron en el Servicio de Sintesis de Oligonucle6tidos de MACROGEN (Seoul,
Korea), la secuencia de los cebadores utilizados se encuentra expuesta en la Tabla 4.
La pareja de oligonucledtidos attl/att7 se empleé para comprobar la correcta
integraciéon del gen que codifica la PEP en el cromosoma de la bacteria
hospedadora. Los cebadores 1492R/27F se utilizaron para identificar
molecularmente los aislados, secuenciando el gen codificante de la subunidad 16S
del  4cido  ribonucleico  ribosémico  (ARNr). Los  oligonucleétidos
gyrA_1066R/gyarA_47F se emplearon para identificar la especie de los aislados
pertenecientes al género Bacillus, mediante la secuenciacion del gen gyrA. El resto de
cebadores presentados en la Tabla 4 se utilizaron para construir los plasmidos

integrativos que contienen secuencias especificas del gen apf de Lactobacillus crispatus.

El programa de amplificaciéon (salvo indicaciéon contraria) se inicié con la
desnaturalizacion a 95°C durante 6 min, seguida de 35 ciclos de amplificacién cada
uno basado en 30 seg a 94°C, 30 seg a la correspondiente temperatura de
anillamiento de los oligonucle6tidos (T'm) y un periodo de elongacién a 68°C o 72°C
(dependiendo del enzima utilizado) cuya duraciéon dependia del tamano del
fragmento esperado (1 min por cada kb de fragmento a amplificar). Finalmente un
periodo final de extensiéon a 68°C o 72°C durante 10 min. Las Tm de los
oligonucledtidos fueron entre 5 y 10°C inferiores a la Tm tedrica calculada por el

proveedor comercial.

7.11. Secuenciacion de ADN y analisis de secuencias

La secuenciaciéon de ADN se realiz6 en el Servicio de Secuenciacion
Automatica de ADN MACROGEN. Las secuencias fueron leidas con el programa
Chromas (v 1.45) y ensambladas y analizadas utilizando los programas Clone
Manager Suite 7 y BioEdit. El programa BLAST fue utilizado para determinar la
similitud de las secuencias obtenidas con las depositadas en las bases de datos

(Altschul y cols., 1997). Para la construccién de los mapas genéticos de los
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plasmidos utilizados en el presente trabajo se utilizaron los programas Clone

Manager Suite 7 y Plasmid Map Enhancer.

7.12. Ensamblaje y analisis del genoma

A partir del ADN genémico total de la cepa L. case/ IPLLA12038 se construyo
una libreria genémica de 0,5 kbp que se secuencié en extremos emparejados de 90
pb cada uno, utilizando un secuenciador HiSeq 1000 system (Illumina) en el
Instituto de Gendmica Beijing (China). Las lecturas se filtraron por calidad y se
ensamblaron utilizando el software Velvet

(https://www.ebi.ac.uk/~zetbino/velvet/). Los extremos de los contigs se

elongaron utilizando el software SSPACE v1.0 (Warren y cols., 2007; Boetzer y
cols., 2011). Las discontinuidades existentes se cerraron con el software GapCloser.
La ordenacion y orientacion de los contigs se realizé con el software CONTIGuator
(Galardini y cols., 2011) y se visualizé con el software ACT (Artemis Comparison
Tool) (Carver y cols., 2005). La alineaciéon de los genomas de L. cases se realizd con
el software Mauve (Aaron y cols., 2010). La anotacién se realizé con el servidor

RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology) (Aziz y cols., 2008).

7.13. Optimizacion del uso de codones

Los genes que codifican para la PEP Mx y la PEP S¢ (disponibles en la base
de datos del NCBI con los nimero de acceso AAD31004 y BAA34052.1
respectivamente) se sintetizaron en base al uso de codones del género Lactobacillus,
mejorando asf la eficiencia de la traduccién génica (la secuencia del gen sintético de
la PEP Mx se encuentra disponible en la base de datos del NCBI con el nimero de
acceso HG321354). En las Figuras 54 y 55 del apartado de material suplementario
se muestra la secuencia de los genes sintéticos y las secuencias aminoacidicas
correspondientes, asi como el codén de inicio y de terminacién y los sitios de
restricciéon mas relevantes. Los genes fueron sintetizados por Biomedal S.L. (Sevilla,

Espafa).

59


https://www.ebi.ac.uk/~zerbino/velvet/

Materiales y Métodos

60

8. MANIPULACION Y ANALISIS DE PROTEINAS

8.1.Ensayos enzimaticos

8.1.1. Obtencion de extractos celulares

Para realizar los ensayos enzimaticos, asi como para visualizar las proteinas
en geles de poliacrilamida, se emple6 el extracto libre de células (ELC) de los
cultivos celulares. El protocolé de obtencion del ELC fue diferente para los géneros

Lactococcus y Lactobacillus.

Para la obtenciéon del ELC en el caso del género Lactococeus, las cepas se
crecieron en 10 ml de GM17 a 32°C durante 18 h, los cultivos celulares se
recogieron mediante centrifugaciéon (8.000 g durante 10 min), se lavaron dos veces
en tampoén fosfato 50 mM (pH 7,5), NaCl 0,2M y se resuspendieron en 500 ul del
mismo tampon. Se rompieron con 200 mg de bolas de vidrio (<10¢ um) (Sigma)
utilizando el equipo Bio101 Fast Prep (Q-Biogen) mediante 6 tratamientos de 30 seg
con intervalos de 1 min en hielo entre cada tratamiento. Las bolas y restos celulares
fueron eliminadas mediante centrifugacion (10.000 g a 4 °C durante 30 min) y los

resultantes ELC fueron ensayados inmediatamente.

Para la obtencién del ELC en el género Lactobacillus, se partié de cultivos
crecidos en 20 ml de MRS a 37°C durante 18 h. Se recogieron mediante
centrifugaciéon (8.000 g durante 10 min), se lavaron dos veces en el tampdn
correspondiente a la actividad enzimatica que se fuera a ensayar, y se resuspendieron
en 2 ml del mismo tampén. A continuacion, las células se rompieron usando una
French Press a 2,3 kba (Constant Cell Disruption Systems [Low March, Daventry,
Northents, UK]). Los restos celulares fueron eliminados mediante centrifugaciéon a
10.000 g a 4°C durante 30 min y los ELC se utilizaron para hacer los ensayos

inmediatamente.

8.1.2. Medida de actividad enzimdtica

Para medir la actividad enzimatica se utilizaron sustratos especificos para

cada enzima. En la mayor parte de los casos fueron pequenos péptidos sintéticos
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que contienen el cromégeno para-nitroanilida (p-NA) ligado al aminoacido C-
terminal. La hidrolisis de este enlace por la peptidasa adecuada y la consecuente
liberacion de p-NA producen color amarillo, cuya intensidad se midi6
espectrofotométricamente a 410 nm. En el caso de la actividad Prolidasa (PepQ)) se
utiliz6 el cromdégeno ninhidrina (hidrato de tricetohidrindeno), que reacciona con el
grupo amino de aminodcidos libres dando lugar a un compuesto con color azul
purptreo que se midié a 515 nm en el espectrofotémetro. Para medir la actividad
pronasa se utilizaron dos sustratos diferentes, la azocaseina, cuya hidroélisis libera un
grupo azo que produce color rojo y se detecta espectofotométricamente a 420 nm, y
el medio AHG-M, cuya hidrolisis produce zonas claras debido a la degradacion de la
gliadina.

Los ensayos enzimaticos fueron realizados por triplicado. En el caso de las
actividades peptidasas el resultado se expres6 como miliunidades por mg de
proteina, definiendo una Unidad Enzimatica (U) como la cantidad de enzima
requerida para liberar 1umol de p-NA, o 1umol de aminoacido, por minuto en las
condiciones ensayadas (Yang y Tanaka, 2007). En el ensayo de hidrolisis de
azocaseina la U se definié6 como la cantidad de enzima necesaria para producir un

aumento de 0,01 de la absorbancia en 30 min a 37°C.

8.1.3. Ensayos enzimdticos para determinar la actividad prolil

endopeptidasa (PEP)

La cuantificacion de la actividad PEP se realizé en un volumen final de 1 ml
que inclufa 625 pl del tampén Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), NaCl 0,2 M, 250 ul del
ELC o del sobrenadante del cultivo, dependiendo del caso y 125 ul del sustrato Suc-
Ala-Pro-p-NA  (Suc-, sucinil-) (1,2 mM) (Bachem, Bubendorf, Suiza). Las
condiciones de reaccién empleadas fueron 1 h a 37°C, la reacciéon se detuvo
afiadiendo 500 pl de 4cido tricloroacético (TCA) al 20% (p/v), se centrifugd (10.000
g, 10 min) y la liberacién de p-NA se detectd espectofotométricamente a una
longitud de onda de 410 nm en un espectrofotémetro U-2800 Digilab Hitachi
(Hitachi High-Technologies Corporation, Tokio, Japon) (coeficiente de extincion
molar de 8.800 M1 cm™1).
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8.1.4. Ensayo enzimdtico de las actividades PepX, Pepl, PepN y PepO

Las actividades dipeptidil peptidasa IV (PepX), prolil aminopeptidasa (Pepl),
aminopeptidasa N (PepN) y la endopeptidasa O (PepO) se realizaron utilizando los
sustratos cromogéncos H-Gly-Pro-p-NA, H-Pro-p-NA, H-Leu-p-NA y z-Gly-Gly-
Leu-p-NA, respectivamente (todos de Bachem). Los ensayos se realizaron en un
volumen final de 1 ml que inclufa 825 ul de tampén fosfato 10 mM (pH 7,5), 75 ul
del sustrato cromogénico correspondiente (1,2 mM) y 100 ul del ELC. Las
condiciones de reaccion empleadas fueron 1 h a 37°C, la reaccion se paré afiadiendo
500 pl de TCA al 20% (p/v), se centrifug6 (10.000 g durante 10 min) y la liberacién
de p-NA se detecté espectrofotométricamente a 410 nm (coeficiente de extincion

molar de 8.800 M- cm).

8.1.5. Ensayo de la actividad prolidasa Q (PepQ)

La actividad PepQ se determiné empleando el sustrato Leu-Pro (Bachem).
La reaccién se realizé en un volumen final de 300 pl que contenfa 100ul del ELC,
162,5 pl de tampon citrato [citrato de sodio (20 mM) y sulfato de zinc (2,5 mM), pH
0,5] y 37,5 ul del sustrato Leu-Pro (1,2 mM). La reaccion se incub6 durante 30 min a
40 °C. La produccién del color se realizé afiadiendo 350 ul de acido acético glacial y
350 wl de la mezcla de teaccion [ninhidrina (3 % p/v), acido fosforico (60% v/v) y
acido acético glacial (40% v/v)]. Se incub6 durante 10 min a 90°C. El color se midi6
espectrofotométricamente a 515 nm (coeficiente de extincion molar de 4570 M-

cml).

8.1.6. Ensayo de la actividad Pronasa

La pronasa es una proteasa general capaz de degradar la gliadina (Bietz y
Rothfus, 1971), la actividad pronasa se determiné utilizando dos métodos diferentes:
midiendo la absorbancia obtenida con la hidrdlisis de azocaseina y midiendo el
diametro de los halos formados en el medio AHG-M. En ambos casos, se partié de
una solucién de Pronasa (1mg/ml=7U, Roche Diagnostics GmbH, Madrid, Espafia)

y se prepararon diluciones seriadas a la mitad, en un rango entre 0-50 ug ml-'.
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La hidrolisis de azocaseina se realizé siguiendo el protocolo descrito por
Secades y Guijarro  (1999). La hidrdlisis de azocaseina se  detectd

espectrofotométricamente a 420 nm.

La hidrolisis del sustrato AHG se determiné realizando un test de difusién en
pocillo en el medio AHG-M agar. Para ello, se afiadieron 30 ul de cada dilucién de
pronasa por triplicado en cada pocillo y se incubaron a 37°C durante 19 h. Pasado el
tiempo de incubacién se midi6 el diametro del halo alrededor de los pocillos y se
represent6 frente a cada diluciéon de pronasa. Se determiné la repetitividad del
ensayo repitiéndolo 12 veces el mismo dfa, y la reproducibilidad se determind
repitiendo el ensayo con la misma muestra durante seis dfas diferentes. El limite de
detecciéon del ensayo de pronasa en AHG-M se consideré como la minima
concentracién de pronasa que produce halo claro alrededor de los pocillos y que se

puede distinguir del control negativo cuando la pronasa se sustituye por agua.

Posteriormente, se compararon los resultados obtenidos de la digestién de

azocaseina con los resultados obtenidos de la digestion de AHG-M.

8.2. Medida del contenido total de proteina

Tanto para calcular la actividad enzimatica especifica en los ensayos
colorimétricos, como para conocer la concentraciéon de proteina solubilizada en las
muestras de AHG, se midi6 el contenido de proteina total en las muestras,
empleando el kit Pierce BCA protein assay (Pierce, Rockford, USA), utilizando

albimina como estandar.

8.3. Precipitacion de proteinas

Se emplearon diferentes métodos de precipitacion de proteinas en funcion de

la posterior aplicacion de las mismas.

Con el objetivo de identificar las posibles actividades gliadinasas presentes en
los sobrenadantes de los cultivos celulares, se precipitaron todas las proteinas del
sobrenadante y se visualizaron en un zimograma. Para precipitar las proteinas, se
crecieron 100 ml de cada cepa en sus condiciones 6ptimas de cultivo durante 18 h.

A continuacion se centrifugé el cultivo celular (8.000 g 10 min), el sobrenadante se
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filtr6 con una membrana de nylon de 0,2 pm (VWR) y se afiadi6 sulfato de amonio
[60 % (p/v)]. Se agit6 y se incub6 a 4°C durante 3 h. Postetiormente se centrifugd
(10.000 g 30 min 4°C) y el pellet resultante se lavo tres veces con 100 pl de Tris-HCI
(pH 6,8) y se concentré 10 veces en el mismo tampén filtrando por una membrana
de celulosa de corte en 3000 Da (Amicon Ultra, Millipore, Cork, Ireland). Las

muestras se cargaron inmediatamente en el zimograma.

Con el objetivo de visualizar la actividad PEP Mx extracelular en un gel de
poliacrilamida, se crecieron las cepas L. casez IPLA1506 y L. cases BL23 en un
biorreactor en CFB [0,5 % glucosa (p/v)] a pH 7 durante 22 horas, se recogieron
alicuotas de 100 ml y la precipitaciéon del sobrenadante se realizé siguiendo el

protocolo descrito por Sanchez y cols. (2008).

8.4.Visualizacion de proteinas en gel de acrilamida

8.4.1. Preparacion de las muestras

Las muestras se prepararon afiadiendo solucién de Laemmli (6x) (Laemmli,
1970). A continuacién se calentaron durante 5 min a 95°C y se enfriaron en hielo.
En algunas ocasiones se trataron con ultrasonidos durante 10 min a 30°C antes del

hervido. Para la visualizacién de las proteinas se siguié el método descrito por

Green y Sambrook (2012).

8.4.2. Gel de acrilamida SDS-PAGE

Las electroforesis de proteinas se realizaron mediante la técnica de SDS-
PAGE (Laemmli, 1970). En el caso de la visualizacion de los ELC de Lactococeus, se
utiliz6 un equipo “Miniprotean III” (Bio—Rad) y se prepararon geles de
poliacrilamida al 12 %. En el caso de las proteinas de los sobrenadantes de
Lactobacillus, se utilizé6 un equipo Hoefer SE 600 Ruby Standard Dual Cooled
Vertical Unit (G.E. Healthcare, Buckinghamshire, U.K.) y los geles de poliacrilamida
se prepararon al 8 %. En ambos casos se utilizé un gel de empaquetamiento al 4 %.
Como marcador de peso molecular se emple6 el PageRuler Prestained Protein

Ladder (Thermo).
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8.4.3. Gel de acrilamida de Tricina (Tricina-SDS-PAGE)

Las fracciones de menos de 5000 Da se obtuvieron filtrando la muestra de
proteina total con una membrana de polietersulfona con corte en 5000 Da
(Sartorious Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Germany). Para visualizar los
péptidos, las muestras fueron separadas electroforéticamente en un gel de Tris-
Tricina con poliacrilamida al 16,5% (Gallagher, 2007). Como estandar de pesos

moleculares se utilizé el “low range” de Amersham.

8.4.4. Zimograma

Con el objetivo de visualizar aquellas proteinas con actividad gliadinasa, se
realizaron geles de poliacrilamida (10%) (Gallagher, 2007) sustituyendo el agua por
un volumen equivalente de 2x AHG-M (sin glucosa ni vitaminas, Tabla 5) (AHG-

SDS-gel). La concentracion final de gliadina en el gel fue de 0,5 mg ml-.

Una vez finalizada la electroforesis, el gel se incub6 durante 1 h en agitacion
en una solucién de Tris-HCI (50 mM) con Tritén x-100 (2,5%). Se lavé dos veces
con una solucién de sales (Tabla 5) y a continuacion se incubd con esta misma
solucion durante 18h a 37°C. Como marcador de pesos moleculares se utilizo el

“broad range” de Fermentas (Vilnius, Lithuania).

8.5.Técnicas cromatograficas

8.5.1. Preparacion de las muestras

Se determiné la capacidad de las cepas para degradar el péptido
inmunogénico  33-mer  (LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPE)
(Shan y cols., 2002). Dicho péptido fue sintetizado por Immunostep (Salamanca,
Espafia) con una pureza del 95% . Para ello, se incubaron 10 ml de cada cepa en sus
condiciones 6ptimas de crecimiento durante 18 h. A continuacién, se recogieron los
cultivos celulares por centrifugacion (8.000 g durante 10 min), se lavaron dos veces
con PBS (pH 7,4) y se resuspendieron en 1 ml del mismo tampén. Las suspensiones
celulares (DOgoo= 35) se incubaron con el péptido 33-mer a diferentes

concentraciones, 50 uM en el caso de las cepas silvestres o 25,5 uM en el de las
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cepas recombinantes. Las incubaciones se realizaron a la temperatura 6ptima de
crecimiento de cada cepa, a 37°C o 32°C, y el tiempo de incubacién varié en funcién
del experimento. Para inactivar la actividad enzimatica, las alicuotas se hirvieron a
95°C durante 10 min e inmediatamente se enfriaron en hielo. Se filtraron usando
filtros de “low binding protein” (0,2 um) (VWR) y se guardaron a -20°C hasta ser
analizadas mediante HPLC o LC-MS.

Para determinar los niveles de amonio y de aminoacidos libres presentes en
las muestras de AHG, estas se derivatizaron con dietiletoximetilen malonato
(DEEMM) (Sigma Aldrich) y se filtraron a través de una membrana de nylon de
0,22 um (VWR). Posteriormente se analizaron mediante ultra-HPLC.

8.5.2. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

La disminucién en la concentracion del péptido 33-mer, asi como los
productos intermedios se analizaron mediante HPLC. El sistema de cromatografia
HPLC consiste en un médulo de separacion Alliance 2795, PDA con un detector de
fotodiodo 2996, y un software de adquisiciéon de datos Empower (Waters, Milford,
MA). Se usé una columna XTerra MS C18 5 pum, 4,6 x 150 mm con una pre
columna Nova-Pak C18 4um, 3,9 x 20 mm (Waters). Las fases de elucion
consistieron en (A) agua con 0,1% (v/v) TFA (icido trifluoroacético) y (B)
acetonitrilo con 0,1% (v/v) TFA. El programa de gradiente comenz6 con un 100%
del solvente A y 0% del solvente B y fue cambiando linealmente hasta alcanzar un
62,6% del solvente A y 37,4% del solvente B en 34 minutos La columna se lavo con
100% del solvente B durante 5 minutos, y se equilibré con las condiciones iniciales

durante 10 min. LLa absorbancia UV se recogi6 a los 215 nm y a los 280 nm.

8.5.3. Cromatografia liquida con espectometria de masas (LC-MS)

Con el objetivo de identificar los posibles productos de degradacion del
péptido 33-mer, las muestras se analizaron con la técnica LC-MS. Esta técnica se
llevé a cabo en un sistema de cromatografia liquida Agilent 1260 Infinity
directamente conectado con un espectréometro de masas Agilent 6520 Accurate

Mass Q-TOF (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Las muestras se inyectaron a
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través del inyector automatico sobre una columna de Gemini-NX C18 de 5 um 100

x 2.0 mm (Phenomenex, Torrance, CA).

Tras mantener durante 2 min el solvente A al 97%, los compuestos se
cluyeron en un gradiente lineal desde el 3% hasta el 95% del solvente B durante 30
minutos, donde A era agua con 0,1% (v/v) de acido férmico y B era acetonitrilo con
0,1 % (v/v) de acido férmico. El flujo fue de 0,4 ml min!. Después de cada
inyecciéon la columna se lavo con 95% del solvente B durante 10 minutos y se
equilibré con las condiciones iniciales durante 7 min. La deteccién de masas se
realiz6 mediante espectrometria de masas de ionizaciéon por electrospray (ESI+).
Los parametros de origen fueron los siguientes: 4000 V de tension capilar, 150 V de
tension de fragmentador, 65 V de tension del colador, gas de secado a 350 ° C con
un caudal de 11 1 min'!, y una presiéon del nebulizador de 35 psig. Los espectros

TOF se recogieron en el modo de alta resolucién por encima de 100 a 1700 m/z.

El analisis de los datos se realizo usando el paquete de software Agilent
MassHunter Qualitative Analysis. En este programa, se utilizo la opcién de
encontrar los compuestos por su férmula, para extraer de los cromatogramas las
férmulas moleculares correspondientes al péptido 33-mer (C190H274N43047) v a los
productos de degradacion esperados YPQPQPF (C43HssNoO11), QPQPF
(CooH4N-7Osg),  QPQLP  (CHuN-Os), LQLQP  (C7HasN7Osg),  FPQP
(C24H34N504), and YPQP (C24H34Ns07). El programa se establecié para detectar
H*, K*, Na*, y NH4* como portadores de carga, y se selecciond una opciéon para
poder detectar aquellos iones resultantes de la perdida neutra de agua [M-H>O]*=.
Los estados de carga permitidos fueron z = +1 a +4. Ademis, se generd una lista
con todos los posibles productos de degradacion del péptido 33-mer, rompiendo
sistematicamente los enlaces peptidicos tras cada residuo de prolina, generando asi
74 péptidos con 68 masas moleculares. Se evalud la presencia de estos péptidos
mediante la extraccion de los cromatogramas tal y como se ha descrito

anteriormente.
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8.5.4. Cromatografia liquida de ultra alta eficacia (UHPLC)

Los niveles de amonio y de aminoacidos libres en las muestras de AHG, se
cuantificaron mediante UHPLC siguiendo el protocolo descrito por Redruello y
cols. (2013). La separaciéon cromatografica se realizé utilizando el cromatégrafo H-
Class Acguity UPLC™ gystem (waters, Milford, MA, USA) y una columna Waters
Acquity UPLC™ BEH C18 1,7 um (2,1 mm x 200 mm). La deteccién tuvo lugar a

280 nm y los datos fueron analizados con el software Empower version 2 (Waters).
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BUSQUEDA DE BAL CAPACES DE
HIDROLIZAR LA GLIADINAY EL PEPTIDO

INMUNOGENICO 33-MER






CAPI'TULO | - DESARROLLO DE UN MEDIO SELECTIVO PARA

EL AISLAMIENTO DE BACTERIAS CON ACTIVIDAD
GLIADINASA

Los medios de cultivo selectivos se utilizan para aislar bacterias en base a sus
caracteristicas metabolicas particulares. El objetivo del presente capitulo fue
desarrollar un medio de cultivo con gliadina como unica fuente de nitrégeno, que
permitiese la seleccion en muestras complejas de bacterias capaces de hidrolizar la

gliadina.

1. SOLUBILIZACION DE LA GLIADINA

El primer objetivo fue aumentar la solubilidad de la gliadina. Vickery en 1923
describié que un tratamiento acido suave de la gliadina incrementa su solubilidad,
debido a la hidrélisis de los enlaces peptidicos y a la desaminacion de los residuos de
glutamina, con la consecuente liberacion de amonio (Vickery, 1923). Por lo tanto, se
trat6 la gliadina con HCl (2,5 M) durante una hora a temperatura ambiente y
posteriormente se solubilizé con etanol al 60 % tal y como se describe en materiales
y métodos (apartado 3). La solucién de gliadina generada se denominé AHG (Acid
Hidrolized Gliadin, Hidrolizado Acido de Gliading). Paralelamente se preparé una

solucion de gliadina en la que no se realizo el tratamiento acido.

Para comprobar si el tratamiento acido habia aumentado la solubilidad de la
gliadina, se determiné el contenido de proteina total en la muestra hidrolizada y en

la muestra control que no habia sido tratada, utilizando el &#¢ Pierce BCA protein assay.
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El contenido total de proteina fue un 14,3 £ 4 % mas elevado en AHG que en la

solucién de gliadina sin tratamiento acido.

Para determinar el grado de hidrolisis de los monémeros de gliadina, tanto la
solucion acida como la soluciéon control se filtraron a través de un centricon de 5
kDa y se cuantificé la proteina total en la fraccion eluida (F5). Se obtuvo un 18,5 *
0,1 % mas de proteina total en la fracciéon F5, que contiene péptidos de menos de 5
kDa. La presencia de los péptidos formados se confirmé mediante dos técnicas
diferentes, visualizacion en gel de poliacrilamida SDS-Tricina-PAGE (16,5%)
(Figura 11a) y analisis HPLC (Figura 11b). En ambos casos se detectaron nuevos
péptidos de bajo peso molecular. Es importante destacar, que no se detectd la
presencia de aminoacidos libres en ninguna de las muestras (datos no mostrados).
Por otro lado, el incremento en la concentraciéon de amonio detectado mediante
UHPLC (Figura 11c) en la soluciéon AHG, corresponde a la desaminaciéon de los
residuos de glutamina como consecuencia del tratamiento acido, tal y como habia

sido descrito por Vickery (1923).

(a) F5 (b) (C)

- —F5 AHG
AHG Control 0,020 F5 AHG -~"F5 control

- "7 "F5 control
kDa 0,016
14.4- S
0,012
8.1- ﬁ <™
25 , 0,008 ! LOQ
0,004
> k Al
oo0O V- _ ____ T =

4 8 12 16 20 24 28 32 5.60 5.70
minutos

minutos

Figura 11. Analisis de las soluciones de gliadina. Se analizaron las fracciones de menos
de 5kDa (F5). a) Gel SDS-Tricina-PAGE al 16,5%. La flecha sefiala los nuevos productos
de bajo peso molecular; b) Analisis mediante HPLC del incremento de nuevos productos

de bajo peso molecular; ¢) Analisis de los niveles de amonio mediante UHPLC.

Los resultados obtenidos sugieren que el aumento de la solubilidad de la
gliadina habria tenido lugar tanto por el proceso de desaminacion de los residuos de

glutamina, como por la hidrélisis de enlaces peptidicos, la cual liberé péptidos
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menores de 5 kDa, pero no aminoacidos libres. Por lo tanto, seran necesarias
actividades enzimaticas especificas para que una bacteria pueda utilizar AHG como

unica fuente de nitrégeno en un medio de cultivo.

2. DESARROLLO DE UN MEDIO DE CULTIVO SELECTIVO, CON AHG COMO
UNICA FUENTE DE NITROGENO

La soluciéon de gliadina (AHG) descrita en el apartado anterior se utilizé
como fuente de nitrégeno en un medio de cultivo definido al que se afiadieron sales
minerales y vitaminas, asi como glucosa y maltosa como fuentes de carbono, y
cicloheximida para inhibir el crecimiento de hongos y levaduras tal y como se indica
en materiales y métodos (apartado 3, Tabla 5). El medio se denominé AHG-M y
contenfa una concentraciéon final de gliadina de 0,6 g I'l. De forma paralela se
prepar6 un medio de cultivo con gliadina que no habia sido tratada previamente con
acido. Cuando se compararon ambos medios, se observd que el medio AHG-M
tenfa un aspecto homogéneo (Figura 12a), mientras que en el medio con gliadina sin
tratar se habian formado grumos y por lo tanto no era un medio adecuado (Figura

12b).

Figura 12. Medio de cultivo con gliadina tratada con HCI (a) y sin tratar (b).

3. VALIDACION DEL MEDIO AHG-M

3.1. Evaluacion de AHG como sustrato enzimatico

Para determinar la validez del medio AHG-M como sustrato de actividades
gliadinasa se utiliz6 la pronasa, un coctel de proteasas inespecificas con conocida

actividad gliadinasa (Bietz y Rothfus, 1971). Se ensayaron distintas concentraciones
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de pronasa (0-50 pg ml!) utilizando el test de difusion en agar. La hidrolisis de la
gliadina en el medio AHG-M da lugar a la formacién de halos claros que permiten la
deteccion de actividades gliadinasas (Figura 13a). Al cabo de 19 h de incubacién se
midi6 el diametro de los halos obtenidos y se observé una correlacion linear de
R?=0,8858 entre la concentracién de pronasa y el diametro del halo. El limite de
deteccion de este método fue de 6,25 pg ml! de pronasa, lo que equivale a 0,044 U
(datos no mostrados). Ademas, los analisis de repetitividad y de reproducibilidad del
ensayo realizado con 12,5 pg ml! de pronasa, dieron unos coeficientes de variacion

de 3,15% y 8,18% respectivamente.

Con el objetivo de comparar AHG con la azocaseina, que se usa como
sustrato de referencia de la pronasa, se relaciono el diametro de los halos obtenidos
en AHG-M con la absorbancia resultante de la hidrélisis de azocaseina con las
concentraciones de pronasa indicadas anteriormente, obteniéndose una correlacién
linear de R2=0,8543. Todos estos resultados sugieren que AHG podria ser un

sustrato adecuado para seleccionar bacterias con actividades gliadinasa (Figura 13b).
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Figura 13. Analisis de la actividad pronasa con diferentes sustratos. a) Digestiéon en
AHG-M mediante el método de difusién en pocillo. Se indica la concentracion de pronasa
en cada caso (pg ml"). b) Correlacién entre la hidrélisis de azocaseina (DO ) ¥ de AHG
(cm halo).
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3.2. Evaluacion del crecimiento de bacterias en AHG-M

La composicion del medio AHG-M contiene sales minerales y vitaminas para
permitir el crecimiento de un amplio rango de bacterias, incluso de bacterias
nutricionalmente exigentes como las BAL. La udnica restriccion impuesta en el
medio AHG-M es poder utilizar AHG como fuente de nitrégeno. Con el objetivo
de comprobar si el medio AHG-M es adecuado para crecer bacterias, se
seleccionaron cepas de diferentes especies cuyo comportamiento frente al gluten
ain no habia sido ensayado. Cada una de estas cepas se crecid en sus condiciones

optimas de cultivo y a continuacién se sembré en AHG-M (Figura 14).

Cepa Crecimiento  Halo Figura
Gram(+)

Lactobacillus casei BL23 + -

Lactobacillus plantarum WCFS1 +/- -
Crecimiento

Lactobacillus brevis CECT 5354 + -
No halo

Lactococcus lactis sbs. lactis 1L1403 - -
Lactococcus lactis sbs. cremoris MG1363 +/- -
Enterococcus faecalis CECT 481 - -

Crecimiento débil

Enterococcus faecium CECT 410 No halo

Enterococcus durans CECT 411 - -

Streptococcus mitis B6 +/- -

Bifidobacterium bifidum CECT 4549 + - o
Crecimiento

Bacillus subtilis CECT 461 + + Halo

Bacillus amyloliquefaciens DSM7 + +

Gram(-)

g
H DOEEEEEENDEE

’

Escherichia coli CECT 423 - -
No crecimiento

Enterobacter cloacae CECT 194 + - No halo

Citrobacter freundii CECT 401 +/- -

Figura 14. Comportamiento de diferentes cepas bacterianas en el medio AHG-M. Se
crecieron colonias individuales de las cepas indicadas en sus condiciones 6ptimas de cultivo
y a continuacion fueron sembradas en placas de AHG-M e incubadas durante 48-72 h. Se
evaluaron los fenotipos de crecimiento y de formaciéon del halo. + significa fenotipo

positivo; -, fenotipo negativo; +/-, fenotipo débil.
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Los resultados obtenidos en cuanto al crecimiento y a la formacién del halo
se recogen en la Figura 14. No todas las bacterias analizadas fueron capaces de
crecer en AHG-M, y solo dos de ellas, pertenecientes al género Baci/lus, formaron

halo de degradacion.

3.3. Evaluacion de AHG-M como medio de cultivo selectivo

Con el objetivo de validar AHG-M como medio para la seleccion de
bacterias con actividad gliadinasa, se realizé un cribado en una muestra de ensilado
de trigo para buscar bacterias con dicha actividad. Una vez homogeneizada la
muestra, se realizaron diluciones seriadas que fueron sembradas en PCA para
obtener el recuento total de bacterias y en AHG-M para seleccionar aquellas
bacterias capaces de utilizar AHG como fuente de nitrégeno. A su vez, se realizé un
cultivo de enriquecimiento en AHG-M caldo durante 48 h, que posteriormente se
sembré en AHG-M agar. Tras 48 h de incubacién a 37°C se realizo el recuento de
colonias. Todos los medios contenian clicloheximida para inhibir el crecimiento de

hongos y levaduras. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Recuento bacteriano total (log ufc g') y del nimero de bacterias
formadoras de halo (%) en la muestra de ensilado de trigo. Se realiz6 el recuento de

colonias de la muestra original y de la muestra enriquecida, en los medios PCA y AHG-M.

PCA AHG-M AHG-M
Muestra Log ufc ™t Loe ufc ot % colonias

g g g g con halo
Original 6,04 4,81 21
Enriquecida ND 2,3 60

ND, no determinado

La comparacion de los resultados obtenidos entre los dos medios de cultivo
revel6 que en la muestra original, los recuentos fueron dos 6rdenes de magnitud
inferiores en AHG-M (4,81 log ufc g) respecto a PCA (6,04 log ufc g'). Estos
resultados sugieren que no todas las bacterias presentes en la muestra son capaces
de crecer en AHG-M. Ademas, un 21 % de las colonias obtenidas en AHG-M (7 de

32), presentaron un halo a su alrededor debido a la degradacion de gliadina. Cuando
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se compararon con los datos obtenidos tras el enriquecimiento en caldo AHG-M, se
observo que las ufc g! habfan disminuido de nuevo dos érdenes de magnitud (2,3
log ufc g'). Pero ademas, el porcentaje de bacterias formadoras de halo de
degradacion alrededor de la colonia fue de un 60% (6 de 10). Ambos resultados,
tanto la reduccién de los recuentos bacterianos como el incremento del porcentaje
de bacterias degradadoras de gliadina, sefialan que efectivamente se produjo una

seleccion y apoyan la utilizacion de AHG-M como medio selectivo.

3.1.3 Identificacion y tipificacion molecular de los aislados

Se recogieron los 13 aislados que habian formado halo de degradaciéon en
AHG-M vy se identificaron molecularmente mediante la secuenciaciéon del gen
codificante de la subunidad 16S del ARNr. Todos los aislados fueron identificados
como pertenecientes al género Baci//us. Para poder identificar la especie a la que
pertenecian se realiz6 la secuenciacion del gen gyrA |, obteniéndose que 10 aislados
pertenecian a la especie B. amyloliquefaciens, dos a la especie Bacillus mojavensis y uno a
la especie B. subtilis subsp. subtilis. Los aislados se tipificaron mediante PFGE
comprobandose que se habian aislado tres cepas diferentes de B. amyloliquefaciens,

una de B. subtilis subsp. subtilis y una de B. mojavensis (Figura 15).

Dendrograma Perfiles PFGE Especie Aislado Cluster

{3395
" 2910
- 2425
-1 1940

-1 1455
- 97.0
-1485
-231
1942
' 6.55

B. subtilis 168
4 1 B. subtilis IPLAL4003 | A
i | || B. amyloliquefaciens IPLAL4012 1
I l l B. amyloliquefaciens IPLA14011
11l B. amyloliquefaciens IPLA14009
‘ ' .' . B. amyloliquefaciens IPLA14008
{ ‘ ' B. amyloliquefaciens IPLA14007
l I ' B. amyloliquefaciens IPLA14004
' ' | B. amyloliquefaciens IPLA14002 | B
B. mojavensis IPLA14010
} #%‘; - B. mojavensis IPLA14005
\ IR | it B. amyloliquefaciens DSM7
ﬁ . ' " I.II-IU B. amyloliquefaciens IPLA14001
3 ; z B. amyloliquefaciens IPLA14006
} | " '" '! 'm; B. amyloliquefaciens IPLA14000

Figura 15. Dendrograma derivado del analisis PFGE de todos los aislados de
Bacillus obtenidos en el cribado de la muestra de ensilado de trigo. Se realiz6 en base

al coeficiente de similitud de Sorensen con el algoritmo de agrupamiento UPGMA.
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El analisis del dendrograma realizado en base al coeficiente de similitud de
Sorensen revel6 dos conjuntos claramente diferenciados que comparten un
porcentaje de similitud del 55%: Por un lado se agrupan las cepas pertenecientes a la
especie B. subtilis (B. subtilis IPLLA14003 y la cepa tipo B. subtilis 168) y por otro lado,

las cepas pertenecientes a las especies B. amyloliguefaciens y B. mojavensis.

3.2.3 Caracterizacion de las actividades gliadinasa mediante zimografia

Con el objetivo de caracterizar las gliadinasas extracelulares responsables de
la formacion del halo, se seleccionaron 9 cepas diferentes: Una cepa de cada uno de
los perfiles de PFGE de los aislados de Baci/lus spp. provenientes del cribado del
ensilado de trigo (Figura 15), las cepas tipo B. subtilis CECT 468 y B. amyloliguefaciens
DSM7, asi como L. lactis MG1363 y E. coli CECT 423 que ni crecian ni formaban
halo en AHG-M (Figura 14). La obtencién de las proteinas extracelulares de los
cultivos y el método de zimografia se realizaron tal y como se describi6 en

materiales y métodos (apartados 8.3 y 8.4.4, respectivamente).

Los resultados revelan la presencia de bandas claras, que se corresponderian
con actividades gliadinasa, en todas las cepas de Bacillus analizadas. Ademas, se
obtuvieron diferentes perfiles de hidroélisis, apoyando el uso de la matriz de AHG
como una herramienta adecuada para caracterizar actividades gliadinasa (Figura 16).

En el caso de L. lactis y E. coli no se observo la formacion de bandas claras.

Los resultados obtenidos sugieren que el medio AHG-M puede ser utilizado
como método facil y rapido para el aislamiento de bacterias capaces de utilizar la
gliadina como unica fuente de nitrégeno. Ademas, hemos extendido su uso como

método de ensayo para facilitar la identificacién de actividades gliadinasa.



Capitulo 1

1 2wm 3 4 5 6 7 8 9

kDa

97.0
66.0
45.0

30.0
20.1

Figura 16. Zimograma SDS-PAGE con AHG como matriz. Se analizaron los
sobrenadantes libres de células de varias cepas. Las bandas claras representan zonas de
degradaciéon de gliadina. M, marcador de pesos moleculares. 1, B. amyloliquefaciens
IPLLA14000. 2, B. amyloliquefaciens 1PLA14001. 3, B. subtilis IPLLA14003. 4, B mojavensis
IPLLA14005. 5, B. amyloliguefaciens IPLLA14012. 6, B. subtilis 168. 7, B amyloliquefaciens DSMT.
8, E. coli CECT 423. 9, L. Jactis 11.1403.
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CAPI'TULO Il - BUSQUEDA DE BAL CAPACES DE DEGRADAR

LA GLIADINA

El objetivo del presente capitulo fue obtener BAL capaces de degradar la
gliadina. Con tal fin se realizaron nuevos cribados en dos tipos de muestras: 1) Masas
fermentadas donde el gluten constituye la proteina mayoritaria y en ii) contenido
ruminal bovino, un ambiente donde se encuentran organismos con gran actividad

proteolitica.
1. CRIBADO

1.1.Seleccion de muestras

Para llevar a cabo la busqueda de BAL capaces de degradar la gliadina, se
seleccionaron diez masas fermentadas, nueve elaboradas con harina de trigo y una
con centeno, tanto caseras como industriales, con diferentes usos (pan, pasta y
pizza) y que provenfan de diferentes pafses (Italia, Polonia y Espafa) (Tabla 12).
También se seleccionaron dos muestras de contenido ruminal bovino. Estas
muestras se recogieron directamente del rumen a través de una canula ruminal y
cada una pertenecia a un animal diferente (A y B) del Servicio Regional de

Investigacion y Desarrollo Agroalimentario (SERIDA) (Tabla 13).

1.2.Recuento del numero de viables

Las muestras se homogeneizaron en una solucién salina ringer, a partir de la
cual se hicieron diluciones seriadas que se sembraron en PCA para obtener el

recuento total de bacterias, en MRSm para el recuento de Lactobacillus y en AHG-M
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para obtener bacterias capaces de degradar la gliadina. También se realizaron
cultivos de enriquecimiento, inoculando un 1% de la muestra inicial en caldo AHG-
M vy se incubaron durante 24 y 48 h a 30°C y 37°C en aerobiosis y a 37°C en
anaerobiosis. Posteriormente se sembraron diluciones en placas MRSm y AHG-M y
se incubaron en las mismas condiciones. Todos los medios contenfan cicloheximida
para inhibir el crecimiento de hongos y levaduras y se bajé el pH del medio AHG-M
a pH 5,5 para favorecer el aislamiento de BAL. En las Tablas 12 y 13 se presentan

las caracteristicas principales y los recuentos obtenidos de las muestras analizadas.

En las muestras de masas fermentadas, los recuentos mas elevados fueron los
obtenidos en PCA, oscilando entre 11,1-14,4 log ufc g'. En MRSm se obtuvo un
descenso entre 2 y 3 6rdenes de magnitud, y en AHG-M llegd a bajar hasta 6
ordenes de magnitud, indicando que en estos dos ultimos medios de cultivo se
estaba produciendo una selecciéon de las bacterias presentes en la muestra. La
muestra de masa fermentada industrial procedente de Espafia manifesté un
comportamiento diferente al resto, obteniéndose recuentos similares en todos los
medios utilizados. Cuando se estudié la evoluciéon de la poblacién microbiana a
través de los enriquecimientos en caldo AHG-M, se observé que el nimero de
bacterias capaces de crecer en MRSm disminufa progresivamente tras cada pase. Sin
embargo, en AHG-M el comportamiento fue mas aleatorio. Tras el primer pase, en
tres muestras aumento el nimero de bacterias capaces de crecer en AHG-M, en dos
se mantuvo estable y en cinco disminuyé. Tras el segundo enriquecimiento, el
recuento en AHG-M disminuyé por debajo incluso del recuento inicial. Sin
embargo, la disminucién total (entre 0,3 a 2,7 log ufc g'1) fue menor que en MRSm

(entre 2,6 a 4,6 log ufc g'!) (Tabla 12).
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Resultados

En las muestras de contenido ruminal bovino, los recuentos obtenidos en
placas de PCA fueron de 7,5 y 8,1 log ufc g'!. Los recuentos en MRSm y en AHG-
M fueron muy similares entre si y un orden de magnitud inferiores a los de PCA.
Cuando se estudia el efecto del enriquecimiento en medio AHG-M liquido se
observa que los recuentos en MRSm disminuyeron dos 6rdenes de magnitud tras el
primer pase, manteniéndose estables en el segundo pase, e incluso con un ligero
incremento. Resultados similares se obtuvieron en AHG-M. Tras el primer
enriquecimiento disminuye un orden de magnitud el nimero de colonias, pero

aumenta de nuevo tras el segundo pase (Tabla 13).

Tabla 13. Recuentos microbianos totales de las dos muestras de contenido ruminal bovino.
La media y la desviacion estandar se realizaron con los datos obtenidos en los recuentos a 30°C
y 37°C en aerobiosis y a 37°C en anaerobiosis.

Log UFC/g
Muestras Sin enriquecimiento 12 enriquecimiento 22 enriquecimiento
PCA MRSmM AHG MRSmM AHG MRSm AHG

Contenido

. 8,09+0,15 6,98 £ 0,69 6,89 +0,83 4,51+1,18 546+0,48 4,87+0,92 6,26 £ 0,54
ruminal A
Contenido

. 7,49 £0,19 6,78 £ 0,15 6,78 £ 0,63 4,80+1,20 5,64 +0,33 515+0,71 6,60 £ 1,25
ruminal B
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1.3.Seleccion de aislados

A partir de las muestras de masas fermentadas se recogieron 267 aislados
capaces de crecer en AHG-M, de los cuales 48 (18%) formaron un halo claro
alrededor de la colonia, posiblemente debido a la degradacién de la gliadina, y
fueron los que se seleccionaron para estudios posteriores. En la Tabla 14 se
presenta el numero de aislados recogidos y de aislados formadores de halo para cada
muestra. Al analizar cada muestra por separado, se obtuvo que las masas
fermentadas de pan de elaboraciéon casera e industrial procedentes de Espafa
presentaron el mayor porcentaje de aislados formadores de halo, un 78,6% y un
60% respectivamente. A continuaciéon les siguen tres masas fermentadas de
elaboracion industrial: pan de Polonia (29,6%), pan de Italia (21%) y pasta de Italia

(19,4%). Por ultimo, las cinco masas de pasta y pizza de elaboracion casera de Italia
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presentaron los porcentajes mas bajos de aislados formadores de halo, entre un 6%

y un 9,5%.

En las muestras de contenido ruminal bovino se recogieron un total de 58
aislados capaces de crecer en AHG-M, de los cuales se seleccionaron los 17 (29,3%)
que formaban un halo claro alrededor de la colonia. En la Tabla 15 se recoge el
nimero de aislados obtenidos y formadores de halo para cada muestra. Al analizar
las muestras por separado, se observd que la muestra de contenido ruminal B
present6 un porcentaje de aislados formadores de halo mucho mayor (54,2%) que la

muestra de contenido ruminal A (11,8%).

2. IDENTIFICACION Y TIPIFICACION DE LOS AISLADOS SELECCIONADOS
DURANTE EL CRIBADO

Los 48 aislados seleccionados de las muestras de masas fermentadas se
identificaron mediante secuenciaciéon del gen codificante de la subunidad 16S del
ARNFr. Los resultados mostraron que 43 de los 48 aislados (89,6%) pertenecian al
grupo de las BAL. Mas concretamente, 34 de los aislados fueron identificados como
Lactobacillus casei, 1 como Lactobacillus plantarum y los 8 restantes fueron identificados
como Leuconostoc  mesenteroides. No se obtuvieron resultados positivos en las
secuencias de los 5 aislados restantes, pero el fenotipo de la colonia revelaba que no

se trataba de BAL.

Los aislados identificados como BAL se tipificaron mediante PFGE,
comprobandose que muchos de ellos eran la misma cepa y resultando finalmente un
total de 20 cepas distintas: 15 L. cases, 1 L. plantarum y 4 Ln. mesenteroides (Figura 17).
En la Tabla 14 se recoge el nimero de aislados de BAL identificados y de cepas de
BAL tipificadas para cada muestra. Los resultados obtenidos revelan que en todas
las muestras analizadas se obtuvo al menos una cepa de BAL capaz de crecer y de
formar halo en AHG-M. En la muestras de pan de trigo de elaboracion industrial de
Italia, se obtuvo el mayor nimero de cepas de BAL con estas caracteristicas (5

cepas).
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Tabla 14. Seleccién, identificacion y tipificacion de BAL procedentes de las
muestras de masas fermentadas.

Muestra Ne de Ne de

aislados !\lg de aislados Ne de
Tipo  Cereal Elaboracién Origen crecidos en :;Sr:a:atiz identificados ce:j\sl.de

AHG-M como BAL
Pan Trigo Casero Espafa 14 11 10 2
Pan Trigo Industrial Espafa 5 3 1 1
Pan  Trigo Industrial Italia 38 8 6 5
Pan Centeno Industrial Polonia 27 8 8 2
Pasta Trigo Industrial Italia 31 6 6 3
Pasta Trigo Casero A*  Italia 33 2 2 2
Pasta Trigo Casero B* Italia 32 3 3 1
Pizza Trigo Casero A*  Italia 32 2 2 1
Pizza Trigo Casero B*  Italia 21 2 2 1
Pizza Trigo Casero C*  Italia 34 3 3 2

267 48 43 20

84

A, By C corresponden con tres fuentes diferentes. NA, no aplicable

El analisis del dendrograma de todas las cepas del género Lactobacillus
(Figura 17) muestra dos grupos claramente diferenciados en funcién de la especie,
por un lado esta la cepa de L. plantarum que presenta el minimo porcentaje de
similitud, y en el segundo grupo se encuentran todos los L. cases, entre los cuales se
observa una elevada heterogeneidad. Existe una ligera tendencia a agruparse segun el
pais de procedencia, exceptuando las dos cepas procedentes de la muestra de masa
fermentada realizada en nuestro laboratorio, que no se parecen entre si. El mayor
porcentaje de similitud con la cepa de laboratorio L. casez BL23 correspondia a la
cepa L. case; IPLLA12003, proveniente de la masa casera de Espafia, seguida por las

dos cepas provenientes de Polonia y las cepas provenientes de Italia.

En el dendrograma obtenido a partir de las cuatro cepas de Lewconostoc se
advierte una gran diferencia entre las cepas, incluso procediendo de la misma
muestra. La cepa Ln. smesenteroides IPLA12017 procedente de una masa de pasta
casera, es la que presenta las mayores diferencias en comparacion con las otras tres

cepas que proceden de fermentaciones industriales.
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Los 17 aislados de las muestras de contenido ruminal bovino fueron también
identificados mediante la secuenciacién del gen ARNr 765, comprobandose que 13
aislados (76,5%) eran BAL y curiosamente todos pertenecian a la especie L. casei.
Los 4 aislados restantes pertenecian a la especie Bacillus coagulans. El analisis PEGE
de los aislados identificados como BAL revel6 que se trataba de 9 cepas diferentes
(Figura 18). En la Tabla 15 se presenta el numero de aislados de BAL identificados
y de cepas de BAL tipificadas para ambas muestras. La muestra de contenido
ruminal bovino B presenté un mayor nimero de cepas de BAL capaces de crecer y
de formar halo en AHG-M (7 cepas) en comparaciéon con la muestra de contenido

ruminal bovino A (2 cepas).

Tabla 15. Seleccion, identificaciéon y tipificacion de BAL en las muestras de

contenido ruminal bovino.

N2 de aislados . N2 de aislados
. N2 de aislados . N2 de cepas
Muestras crecidos en identificados
con halo de BAL
AHG-M como BAL
Contenido ruminal A 34 4 3 2

Contenido ruminal B 24 13 10
Total 58 17 13

El analisis del dendrograma (Figura 18) sefial6 la existencia de una elevada
heterogeneidad y diversidad dentro de la misma especie. No se observaron
agrupaciones en funcién del animal de procedencia (A o B). La cepa L. casei

IPLLA12055 present6 el mayor porcentaje de similitud (70%) con L. case; BL23.
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Origen
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Figura 18. Dendrograma derivado del analisis PFGE de las cepas de L. caser

obtenidas en el cribado del contenido ruminal. Se realizd en base al coeficiente de
similitud de Dice con el algoritmo de agrupamiento UPGMA. Las cepas se han agrupado

en funcién a su porcentaje de semejanza con la cepa L. casez BL23, utilizada como cepa de

referencia.
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CAPI'TULO lIl - CARACTERIZACION DE LAS CEPAS

SELECCIONADAS

En el presente capitulo se procedié a caracterizar las 29 cepas distintas de
BAL seleccionadas por su capacidad para degradar la gliadina a partir de muestras de

masas fermentadas y de contenido ruminal bovino.

1. TEST DE RESISTENCIA A AGENTES ANTIMICROBIANOS

El primer objetivo fue analizar la resistencia o sensibilidad a wvarios
antibiéticos, asi como determinar si esta resistencia era intrinseca o adquirida. Se
comprobd la resistencia a ocho antibidticos diferentes mediante la técnica de
microdilucién en caldo, siguiendo los estandares descritos por Huys y cols. (2010) y

los puntos de corte microbiolégicos recomendados por la EFSA (2012) (Tabla 16).

El analisis de los resultados reveld que L. plantarum 88 fue sensible a todos
los antibioticos ensayados. Las cepas de Ln. mesenteroides IPLA 12012 e IPLA12018,
sobrepasaron ligeramente el limite propuesto para la ampicilina. Aunque las cuatro
cepas de esta especie se encuentran en un rango similar, por lo que podria ser una
desviacién dentro de la misma especie y categorizarse como resistencia intrinseca.
En el caso de resistencia a clindamicina, las cepas L. mesenteroides IPLLA12002 e
IPLLA12017 presentaron claramente una resistencia adquirida a clindamicina debido

a la distancia que las separa de las otros dos cepas de la misma especie.
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Las cepas de L. case; IPLA12026, IPLLA12034, IPLA12046 ¢ IPLA12047
fueron sensibles para todos los antibioticos ensayados. Las 20 cepas de L. cases
restantes son sensibles para todos los antibiéticos ensayados excepto para
cloranfenicol, para el que superan el corte ligeramente. Sin embargo, si observamos
la distribucién poblacional de los 24 L. casez aislados de masas fermentadas forman
una tipica campana de Gauss, que podria indicar que se trata de una resistencia

intrinseca a cloranfenicol de esta poblacion.

2. LOCALIZACION CELULAR DE LA ACTIVIDAD GLIADINASA Y FENOTIPO DE
CRECIMIENTO Y HALO EN AHG-M

En primer lugar se estudio la localizacion celular de las actividades implicadas
en la degradacion de gliadina comprobando la formacién de halo tanto de las
suspensiones celulares como de los sobrenadantes libres de células. No se obtuvo
actividad en ninguno de los sobrenadantes, lo que indicaba que no se trataba de
actividades extracelulares, sino que serfan citoplasmaticas o ancladas al exterior

celular.

El siguiente paso fue comparar el crecimiento y el halo formado en las placas
de AHG-M de las 29 cepas seleccionadas. Para comparar el crecimiento se procedié
a la siembra por estria en medio AHG-M de cada una de las cepas y se analiz6 el
tamafio de las colonias formadas. Para comparar el halo se procedi6 a la siembra por
botén de cada una de las cepas y se analiz6 la intensidad y el tamafio del halo
formado. Las cepas de L. mesenteroides presentaron un fenotipo débil, tanto de
crecimiento como de formacién de halo. La cepa de L. plantarum aunque crecié muy
bien en AHG-M daba lugar a un fenotipo de halo débil. En el caso de las cepas de
L. vcasei se observaron diferentes fenotipos. En algunas cepas se observo
concordancia entre su crecimiento y el halo formado y en otros casos, aunque el
crecimiento no era muy bueno si se observé un fenotipo fuerte de halo de
degradacion. Se incluyé la cepa de coleccion L. casei BL23 en el experimento y
aunque fue capaz de crecer ligeramente en el medio, no produjo halo de

degradacién (datos no mostrados).
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3. CARACTERIZACION DEL SISTEMA PROTEOLITICO

Para identificar las actividades enzimaticas posiblemente implicadas en la
degradaciéon de la gliadina, se cuantificaron diferentes actividades peptidasa
mediante ensayos enzimaticos colorimétricos: Prolil endopeptidasa (PEP), prolidasa
(PepQ), endoproteasa (PepO), prolil iminopeptidasa (Pepl) y dipeptidil
aminopeptidasa IV (PepX) que son especificas para la hidrélisis de residuos de
prolina, junto con la aminopeptidasa N (PepN). Estas actividades se determinaron
usando sustratos cromogénicos especificos tal y como se describe en materiales y

métodos (apartado 8.1).

Los resultados obtenidos demuestran que todas las cepas poseen las
actividades PepQ, PepN, PepX y Pepl (Figura 19). En ninguna cepa se detectd
PepO, ni PEP (datos no mostrados).

La actividad PepQ alcanzé en las cepas de L. mesenteroides niveles de
actividad comprendidos entre 20—24 mU mg!, excepto la cepa Ln mesenteroides
IPLLA12012 que no llegd a una mili unidad enzimatica. La cepa L. plantarum IPLLA8S
present6 una actividad PepQ de 0,5 mU mgl. En el caso de las cepas de L. casei los
valores oscilaron entre las 8—38,5 mU mg!, excepto la cepa L. case; IPLA12023 que
present una actividad de 0,3 mU mg'.La cepa L. cases IPLLA12034 alcanzé el mayor

nivel de actividad PepQ (38,5 mU mg1).

En las actividades PepN y PepX el pertfil entre las diferentes cepas fue muy
similar, siendo las cepas de L. mesenteroides y L. plantarum las que presentaron los
niveles de actividad mas bajos (0-1,6 mU mg! en PepN; 0,3-1 mU mg! en PepX,).
Las cepas de L. casei tenfan unos valores de actividad muy variable, siendo en ambos
casos la cepa L. cases IPLLA12024 la que obtuvo el mayor valor de actividad

enzimatica con 15 mU mg! para PepN y 4,7 mU mg! para PepX.

Por dltimo, en Pepl se registraron valores de actividad por debajo de 1 mU
mgl. Siendo también en este caso las cepas de L. mesenteroides y de L. plantarum las
que presentaron los valores mas bajos, comparadas con las cepas de L. casez, y
dentro de estas fue la cepa L. casez IPLLA12043 la que present6 el valor mas elevado

con 0,8 mU mg.
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PepN PepQ PepX Pepl

LcIPLA12055
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Actividad especifica(mU mg1)

Figura 19. Niveles de actividad especifica de PepN, PepQ, PepX y Pepl para las 29
cepas de BAL seleccionadas. Lc, Lactobacillus caser; Lp, Lactobacillus plantarum; Lm,

1 euconostoc mesenteroides.

3.1. Hidrdlisis del péptido 33-mer

Tal y como se indic6 en la introduccion, uno de los principales responsables
de la EC es el péptido 33-mer procedente de la a-gliadina. Por lo tanto, el siguiente
objetivo fue estudiar la capacidad de cada cepa para degradar este péptido. Para ello
se prepararon suspensiones celulares de cada cepa en PBS (pH 7,5) y se incubaron
individualmente con el péptido 33-mer (50uM) a 37°C. La hidrdlisis del péptido se
determiné mediante cromatografia (HPLC). Inicialmente se ensayaron diferentes
concentraciones celulares y tiempos de incubacion (datos no mostrados),

obteniéndose los mejores resultados con una suspension celular de DOg00=35 y
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unos tiempos de incubacion de 8 y 24 h (Figura 20). Cinco de las 29 cepas (17,3%)
fueron capaces de degradar completamente el péptido, 6 degradaron mas del 50% y
las 18 restantes degradaron entre el 0-50%. La cepa L. case; BL23 no degradé el

péptido en las condiciones ensayadas.
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Figura 20. Determinacion del porcentaje de hidrélisis del péptido 33-mer. Las 29
cepas de BAL seleccionadas, asi como la cepa L. case; BL.23, se incubaron individualmente
con el péptido 33-mer durante 8 y 24 h. Como control se incub6 el péptido en las mismas
condiciones, pero sin ninguna cepa. La degradacion del sustrato se monitorizé mediante
HPLC. Las barras indican el porcentaje del area del pico del péptido que fue hidrolizado a
las 8 (gris) y a las 24 (negro) h.

El analisis de los resultados revelé que las cepas de L. mesenteroides y la cepa
de L. plantarum fueron las que menos hidrolizaron el péptido en las condiciones
ensayadas. De hecho, las cepas L. plantarum 1PLA8S, Ln. mesenteroides IPLA12012 y
L. case BL23 fueron las unicas en las que el péptido se mantuvo intacto durante las
24 h de incubacion. Tres de las cepas de L. cases fueron capaces de degradar mas del
50% del péptido 33-mer a las 8h y cinco lo degradaron completamente tras 24h. De
estas ultimas, dos proceden del cribado de las masas fermentadas, L. case/

IPLLA12035 e IPLA12038, y tres de las muestras de contenido ruminal, L. case
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IPLLA12045, IPLLA12046 e IPLA12051. Debido a su elevada degradacion del
péptido, se seleccionaron las cepas L. cases IPLA12038 (masas fermentadas) y L. casei
IPLLA12046 (contenido ruminal) para estudios posteriores. En la Figura 21 se

muestran los cromatogramas obtenidos para ambas cepas.
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Figura 21. Hidrdlisis del péptido 33-mer por las cepas L. caser IPLA12038 (a) y L.
casei IPLA12046 (b). Las cepas seleccionadas se incubaron con el péptido (50 uM) en
PBS (pH 7,4) durante O (negro), 8 (azul) y 24 h (rojo). La hidrolisis del sustrato se
monitorizé mediante HPLC. Se muestra aumentado el pico correspondiente al péptido

inmunogénico-.

4. RESISTENCIA AL ESTRES GASTROINTESTINAL DE L. casei IPLA12038 Y L.
casei IPLA12046

Una vez seleccionadas dos cepas que eran capaces de degradar el péptido
inmunogénico, era interesante conocer si podrian ser administradas de forma oral.
Con este objetivo, se comprob6 si L. case; IPLLA12038 e IPLLA12046 serfan capaces
de resistir el estrés gastrointestinal. Para ello, se sometieron en un modelo zz vitro a
las condiciones mas relevantes del estrés gastrico y gastrointestinal, considerando el
efecto de la lisozima, la pepsina, el pH, las sales biliares y los enzimas pancreaticos

en la viabilidad celular, a la vez que se simul6 el proceso de vaciamiento gastrico, tal
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y como se describe en materiales y métodos (apartado 5). El experimento se realizo6
con suspensiones celulares en leche, pensando que esta podria ser la matriz mas
adecuada para la ingesta de la cepa. Los resultados obtenidos se recogen en la
Figura 22.

Durante el ensayo del estrés gastrico, ambas cepas mantuvieron una
viabilidad celular estable tras la adicién de pepsina y lisozima y durante los pH 5, 4,1
y 3. En el tratamiento con los pH mas bajos, pH 2,1 y 1,8, la supervivencia
disminuy6 4 6rdenes de magnitud, pero se mantuvo estable entre 10* y 10> ufc ml-!
en L. case IPLLA12038 y L. case; IPLLA12046 respectivamente.

En el caso del estrés gastrointestinal, la cepa L. casez IPLLA12038 redujo la
viabilidad celular en solo medio orden de magnitud tras 120 min de incubacién con
sales biliares y enzimas pancreaticos, en las muestras provenientes de los pH 5, 4,1 y
3. La cepa L. casei IPLLA12046 después de la adicion de sales biliares y enzimas
pancreaticos, disminuyé la viabilidad celular 1,5 Log ufc ml! a los 20 min de

incubacion, en las muestras provenientes de los pH 4,1 y 3.
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Figura 22. Supervivencia celular al estrés gastrico y gastrointestinal de las cepas L.
casei IPLLA12038 (A) y L. casei IPLLA12046 (B). Se crecieron las cepas en MRS, se lavo
el cultivo celular y se resuspendi6 en leche, donde se sometio a la simulacion in vitro de las
condiciones del tracto gastrointestinal. G, estrés gastrico (20 min) (negro); GI,, estrés

gastrointestinal (20 min) (blanco); GI,,,, estrés gastrointestinal (120 min) (gtis).



CAPITULO IV - SECUENCIACION, ENSAMBLAJE Y ANALISIS

DEL GENOMA DE L. casei IPLA12038

Teniendo en cuenta su capacidad de degradar el péptido inmunogénico y la
resistencia al estrés gastrointestinal, el genoma de la cepa L. cases IPLA12038 fue
secuenciado y analizado, con el fin de profundizar en su caracterizacion y tratar de

identificar posibles genes implicados en la degradacion del péptido 33-mer.

1. PRINCIPALES CARACTERISTICAS DEL GENOMA

A partir de una preparacion de ADN total de la cepa L. case IPLLA12038 se
secuencio el genoma tal y como se describe en materiales y métodos (apartado 7.12).
Se obtuvo una cobertura de aproximadamente 40X. Durante el proceso de
secuenciacion se realizaron 11.847.388 lecturas de 90 pb cada una, equivalentes a
1.066 Mb de datos crudos. Se realizé un filtrado eliminando aquellas secuencias que
habian presentado una calidad muy baja (1,8 % de las secuencias), obteniendo
finalmente 1.002 Mb de datos limpios. En la Figura 23 se representa la distribucién
de calidad a lo largo de las secuencias y el proceso de filtrado que se realiz6. No se
observan grandes cambios tras el proceso de filtrado, puesto que la mayor parte de
lecturas posefan un nivel de calidad elevado, por encima de 25. La calidad disminuye

en los extremos de cada secuencia de 90 pb.
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Figura 23. Distribucion de calidad a lo largo de las lecturas. Se observa la distribucién
de calidad de las secuencias obtenidas a lo largo de las lecturas de los datos crudos
(izquierda) y de los datos tras el proceso de filtrado de calidad (derecha). Se representan los

dos extremos emparejados de 90 pb cada uno.

El ensamblaje de las secuencias se realizé utilizando el software Velvet y
aplicando el estadistico N50, que nos da una medida de la longitud media de los
contigs, dando mas importancia a los mas largos. Se obtuvieron un total de
3.149.613 pb, distribuidas en 125 contigs con un N50 de 91.518, siendo de 202.182
pb la longitud del contig mas largo. A continuacion, se utilizé el software SSPACE
para realizar la extension de los extremos de los contigs y unir los contigs que fuera
posible. Se procedi6 también a la eliminaciéon de las discontinuidades existentes
mediante la utilizacién del software GapCloser, obteniéndose finalmente un total de
120 contigs. El analisis de los datos, reveld que el genoma de L. case; IPLA12038
esta formado por un cromosoma circular y varios plasmidos, con un tamafio
estimado de 3.151.760 pb y un contenido total en G+C del 46,2%. La presencia de
los plasmidos se comprobé mediante lisis alcalina de la cepa y electroforesis en gel

de agarosa (Figura 24).

Bl

Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa (0,8%) de los
plasmidos de L. casei IPLA12038 obtenidos mediante lisis

[

alcalina. 1, marcador de pesos moleculares. 2, L. cases IPLLA12038.

Kpb, kilobases.
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Para llevar a cabo la ordenacién y orientacion de los contigs con el software
CONTIGuator, se utilizé el genoma de la cepa L. cases BL23 como referencia,
generandose una tnica secuencia virtual. En la Figura 25 se muestra la comparacion
de los genomas de L. casei BL23 y L. casei IPLA12038 usando el software ACT
(Artemis Comparison Tool), donde se sefalan las zonas de homologfa entre ambos

genomas, asi como el orden y orientacién de los contigs (Figura 25).

L. casei BL23

I i/
VIEI I-Il-llr)
{

L. casei IPLA12038

Figura 25. Comparacion de los genoma de L. casei BL23 y L. casei IPLA12038
utilizando el software CONTIGuator y el ACT (Artemis Comparison Tool). Se
representan las dos hebras, directa y reversa, de los genomas de L. casei BL23 y L. casei
IPLLA12038. Las lineas rojas representan zonas homologas de alineamiento que comparten
ambos genomas, y el porcentaje de similitud viene dado por la intensidad del color, el rojo
mas intenso representa el 100% de similitud BLAST. Las lineas blancas, indican zonas no
homologas en la secuencia de nucleétidos. Las cajas verdes en el genoma de referencia son
secuencias de nucledtidos no homodlogas pero que producen la misma secuencia
aminoacidica (tblastn). En el genoma de L. case/ IPLLA12038 cada bloque representa un
contig diferente, situado en la hebra y direccién correspondiente. Los bloques rojos son

contigs solapados.

Con el fin de comprobar la variabilidad de la estructura genémica en la
especie L. casei, se realizé un analisis comparativo entre los siete genomas completos
de L. casei que se encuentran disponibles en la base de datos del NCBI y la cepa L.
caser IPLLA12038. Todos estos genomas se alinearon utilizando el software Mauve

(Figura 26).
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El analisis de la comparacion reveld que todas las cepas analizadas de L. case:
poseen una organizacion muy parecida, con estructuras altamente conservadas y
pocas reorganizaciones en el genoma, indicando que las diferencias se deberfan
sobre todo a pequefas recombinaciones genéticas. Este resultado apoya la seleccion
de la cepa L. casez BL23 como cepa de referencia. Ademas, nos proporciona
informaciéon adicional, puesto que en la cepa L. casez IPLLA12038 se observan varias
zonas blancas en el interior de los bloques, que corresponderfan con secuencias

especificas y diferenciales con el resto de L. caser.
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Figura 26. Alineamiento de los genomas de L. casei. Se han alineado los siete genomas
cerrados de L. cases, disponibles en la base de datos del NCBI, con el L. cases IPLA12038
utilizando el software Progressive Mauve. Los mapas se han ajustado a la izquierda para
reflejar las diferencias de longitud entre cada genoma. Las lineas rojas indican el principio y
el final de cada secuencia nucleotidica. Los bloques alineados localmente sefialan zonas
altamente conservadas en todos los genomas analizados y las zonas blancas en el interior de

estos bloques, representa zonas no homologas, especificas para cada cepa.

2. ANOTACION

La anotacién se realizé utilizando el servidor RAST, que predijo un total de
3.144 secuencias de ADN codificadoras (CDS, codings DNA sequences), 56
codificadoras de tRNA y 4 de rRNA.

El servidor RAST genera dos tipos de anotaciones diferentes que denomina

1) anotaciones basadas en subsistemas y ii) anotaciones no basadas en subsistemas
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(Figura 27). Aquellas CDS basadas en subsistemas, las agrupa en diferentes
categorias en base a su funcién metabdlica. En nuestro caso, el 41% de las CDS
(1.281 CDS) pertenecieron al grupo de anotaciones basadas en subsistemas, que se
dividen en 28 categorias diferentes, con sus consecuentes 346 subcategorias (Figura
27). La categoria principal la constituyen los genes relacionados con el metabolismo
de carbohidratos (472 CDS), caracteristica que apoya la versatilidad metabolica de la
especie L. casei y que le permite estar presente en habitats muy diferentes. A
continuacién se encontraron los genes relacionados con el metabolismo de
proteinas (209 CDS), donde se incluyeron genes relacionados con biosintesis (159
CDS), degradacion (28 CDS), plegamiento (12 CDS), procesado y modificacion (10
CDS). Seguidos del metabolismo de aminoacidos con 127 CDS (Figura 27). Se
comprob6 que la cepa L. casez IPLLA12038, al igual que habia sido descrito en otros
genomas de L. casez, no presenta genes relacionados con virulencia ni genes de

resistencia a antibidticos

Caracteristicas de los Subsistemas: Distribucion de los subsistemas en categorias
Cofactores, Vitaminas, Grupos prostéticos, Pigmentos (94)
Pared celular y Capsula (121)

Virulencia, Enfermedad y Defensa (60)

Metabolismo del Potasio (4)

Fotosintesis (0)

Varios (28)

Fagos, Profagos, elementos Transposables, Plasmidos (11)
Transporte de Membrana (65)

Metabolismoy Adquisicion del Hierro (10)

Metabolismo del ARN (108)

Nucledsidos y Nucleétidos (95)

Metabolismo de Proteinas (209)

Ciclo Celular y Divisién Celular (45)

Quimiotaxis y Movilidad (1)

Regulacion y Sefializacion Celular (41)

Metabolismo Secundario (4)

Metabolismo del ADN (102)

Regulones (0)

Acidos grasos, Lipidos e Isoprenoides (74)
Metabolismo del Nitrégeno (5)

Esporulacién y Dormancia (6)

Respiracion (23)

Respuesta al Estrés (62)

Metabolismo de Compuestos Aromaticos (2)

Aminoacidos y Derivados (127)

Metabolismo del Sulfuro (9)

Metabolismo del fésforo (28)

Carbohidratos (472)

A1H

Basadas en subsistemas
1217 CDS
64 hipotéticas

59X

No basadas en subsistemas
1048 CDS
815 hipotéticas

HEEEEE®

Figura 27. Clasificacion por subsistemas del servidor RAST para la cepa L. caser
IPLLA12038. El servidor RAST clasifico el 41 % de los genes de la cepa L. casez IPLA12038

en subsistemas distribuidos en 28 categorias diferentes.

Un analisis mas detallado de la anotacion realizada por el RAST revel6 que
930 CDS se habian clasificado como proteinas hipotéticas de funciéon desconocida,
38 CDS eran elementos moviles y transposasas y un total de 36 CDS estaban

relacionadas con bacteriofagos. Con el objetivo de identificar aquellas actividades
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que pudieran estar implicadas en la hidrélisis de los péptidos del gluten, se
analizaron las CDS relacionadas con el sistema proteolitico (peptidasas, proteasas y
transporte). Se identificaron 187 CDS relacionados con el transporte de diferentes
sustancias: iones, carbohidratos, aminoacidos y péptidos. Una vez eliminadas las
peptidasas implicadas en la biosintesis del peptidoglicano, se obtuvo un total de 25
secuencias que codifican peptidasas (Tabla 17) y 22 que codifican proteasas (Tabla
18).

Tabla 17. Lista de todos los CDS que codifican peptidasas en el genoma de L. caser
IPLLA12038 segtin la anotacion realizada por el RAST.

Peptidasa Especificidad Gen N2 genes

Aminopeptidasas

Aminopeptidasa C X[ (X), pepC 2
Prolina iminopeptidasa Pro| (X). pepl 3
Aminopeptidasa Ypdf Met| (X), o X-Pro| (X), YpdF 2
Aminopeptidasa YpdE Pro| (X). YpdE 1
Aminopeptidasa N X[ (X)n pepN 1
Aminopeptidasa S X[ (X)n pepS 1
Aminopeptidasa M (Met) Met| (X), pepM 1
Endopeptidasas
Endopeptidasa neutral (X)n | (X)n 2
Oligoendopeptidasa F (X)n | (X)n pepF 3
Oligo-/Tri-/di-peptidasas
Dipeptidasa D X|X pepD 1
Dipeptidasa A X|X pepA 2
Prolina dipeptidasa X|Pro 1
Xaa-Pro dipeptidil peptidasa X-Pro| (X), pepX 1
Tripeptidasa T X|X-X pepT 1
Isoaspartil dipeptidasa Asp|(X), 1
Dipeptidasa B X|X pepB 1
Sin caracterizar
Peptidasa, familia M16 1
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Tabla 18 Lista de todos los CDS que codifican proteasas en el genoma de L. caser

IPLLA12038 segun la anotacion realizada por el RAST.

Proteasa N2 genes

Proteasa dependiente de zinc

Proteasa Clp

Proteasa de membrana (CAAX)
Proteasa eep

Serin-proteasa
Carboxi-terminal proteasa ctpa
Cistein-proteasa

Proteasa Hslv

Proteasa metalodependiente

Proteasa

P, P, RPN R R, W RN

Proteasa de membrana. Stomatinaprohibitina

3. ANALISIS COMPARATIVO CON EL GENOMA DE LA CEPA L.casei BL23

Se realiz6 un analisis comparativo entre la cepa L. case; IPLA12038 con la
cepa de referencia L. cases BL23 utilizando el software BRIG. Este programa

permite comparar, alinear y visualizar genomas de organismos procariotas utilizando

el BLAST (Figura 28).

El analisis muestra que la mayor parte del genoma comparte un 100% de
similitud con la cepa L. casez BL23. Sin embargo, se observan fragmentos con menos

del 50% de semejanza, demostrando las diferencias existentes entre ambas cepas.

Con el objetivo de identificar aquellas actividades especificas de la cepa L.
casei IPLLA12038 que pudieran estar relacionadas con su capacidad para degradar el
péptido 33-mer, se compard la anotaciéon de su genoma con el de la cepa L. casei

BL23, que no puede degradar el péptido.
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Figura 28. Analisis BRIG de las cepas L. casei IPLA12038 y L. casei BL23. Los

colores indican el porcentaje de similitud con la cepa L. case BL23.

Se obtuvieron 366 CDS que no estan en el genoma de L. casei BL23,
lo que demuestra la gran diferencia que existe entre ambas cepas. De estas 366 CDS,
284 se encuentran anotadas como proteinas hipotéticas de funciéon desconocida.
Entre las 82 CDS restantes ninguna esta anotada como peptidasa o proteasa, y entre
ellas se encuentran proteinas que participan en distintos procesos celulares como
elementos moéviles y transposasas (10), algunos transportadores (5), el sistema de
defensa CRISPR (4), endonucleasas (1) y otras proteinas de funcién variable (24),

etc.
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CAPI'TULO V — GENERACION DE Lc. lactis RECOMBINANTES

CON ACTIVIDAD PEP

Las BAL son unas candidatas excelentes para ser utilizadas como factorias
celulares (Mayo y cols., 2008). El sistema NICE es uno de los sistemas de expresion
mas utilizados en L. /actis. Este sistema se basa en la clonacion del gen de interés
bajo el control del promotor inducible por nisina (De Ruyter y cols., 1996),
utilizando como hospedador la cepa Le. lactis NZ9000, que posee el sistema NisRK,

necesario para la traduccion de la sefial de la nisina.

1. CONSTRUCCION DE DOS PLASMIDOS BASADOS EN EL SISTEMA NICE PARA
LA EXPRESION DE LOS GENES QUE CODIFICAN PEP Sc Y PEP Mx

A partir de las secuencias aminoacidicas de PEP Mxy de PEP S¢ (disponibles
en la base de datos del NCBI con los numeros de acceso AAD31004 y
BAA34052.1, respectivamente), se encargd el disefio y la sintesis de los genes
correspondientes, pepMx y pepSe, con el uso de codones optimizado para el género
Lactobacillus, con el fin de mejorar la eficiencia del proceso de traduccién génica. En
las Figuras 54 y 55 del apartado de datos suplementarios se muestra la secuencia
nucleotidica de los genes sintéticos, y la secuencia aminoacidica correspondiente, asf
como el codén de inicio y de terminacion y los sitios de restriccion mas relevantes
(la secuencia del gen sintético pepMx se encuentra disponible en la base de datos del
NCBI con el nimero de acceso HG321354).

Los genes sintéticos fueron clonados en el plasmido pUC57 (Tabla 7)

(Figura 29), originando los plasmidos pUC57-pepSe y pUC57-pepMx (Figura 29).
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Ambos plasmidos fueron digeridos con los enzimas de restriccion Neol y Xbal y los
fragmentos resultantes de 2.180 y 2.078 pb, fueron ligados en el vector pNZ8048
(Tabla 7) (Figura 29), previamente digerido con Neol y Xbal, de forma que queden
bajo el control del promotor de la nisina. Con esta mezcla de ligacion se electropord
la cepa Le lactis NZ9000 y los transformantes se seleccionaron en GM17 con
cloranfenicol. A partir de las colonias obtenidas, se extrajo ADN plasmidico y se
comprobé mediante analisis de restriccién aquellos plasmidos que habian
incorporado el inserto clonado. Los plasmidos obtenidos se denominaron

pIPLA1509 y pIPLA1510, respectivamente (Figura 29).

pUCS57-pepSc

4899 pb
rep (pMB1) pepSc

pUC57-pepMx

4797 pb
rep (PMB1) pepMx

2713bb

rep (pPMB1)

repc%

pIPLA1509 )
5490 pb
repA

pepSc

M pNZ8048 ,epcjl

3457 pb

repA /

pIPLA1510 /
5388 pb
repA

Ncol

Figura 29. Mapa génico de los plasmidos pUC57, pUC57-pepSc, pUC57-pepMXx,
pINZ8048, pIPLA1509 y pIPLA1510. Se muestran las principales caracteristicas: el gen de
resistencia a cloranfenicol (o), el gen de resistencia a ampicilina (bla), los genes de
replicacion (repA, repC y rep (PMB1)), el gen que codifica la 3-galactosidasa (LacZ), el origen
de replicaciéon (ORI), el promotor inducible por nisina (PnisA), el terminador (T) y los
genes que codifican la PEP S¢ (pepSe) y la PEP Mx (pepMx). Asi como los sitios de

restriccion mas relevantes.
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Con el fin de comprobar la expresién de los genes clonados se realizé la
induccion de los cultivos con nisina tal y como se describe en materiales y métodos
(apartado 3.2). A partir de los cultivos celulares inducidos, se obtuvieron los ELC y
se ensayo la actividad PEP mediante la realizacion de ensayos enzimaticos

colorimétricos con el sustrato especifico Suc-Ala-Pro-pNA.

Como se puede observar el la Figura 30, la actividad PEP fue 4,4 veces mas
clevada en la cepa Le /lactis IPLA1510 que produce la PEP Mx, que en L. lactis
IPLLA1509 que produce la PEP S¢. Cabe destacar que no se ha observado expresion
basal desde el promotor en las condiciones ensayadas, puesto que cuando no se
afladié nisina al cultivo no se detecté actividad PEP. Tampoco se detectd actividad
PEP en la cepa Le lactis con el plasmido pNZ8048 utilizada como control e
inducida de igual forma que los clones (datos no mostrados). Debido a los
resultados obtenidos se seleccioné la cepa Le. Jactis IPLA1510 que expresa la PEP

M-x para estudios posteriores.
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O IPLA1509
W |PLA1510

Actividad PEP (mU mg!)

o N B~ O
1

0 0,25

Nisina (ng ml1)

Figura 30. Actividad PEP de las cepas Lc. lactis IPLLA1509 y Lc. lactis IPLA1510. Se
crecieron las cepas L Jactis IPLA1509 v Le. Jactis IPLA1510 en M17 hasta alcanzar una
DOy, entre 0,4-0,5. Los cultivos fueron inducidos con nisina (0,25 ng ml") y se incubaron
durante 2 h a 30°C. Paralelamente se incubaron otros cultivos sin inducir como control del

experimento. A continuacion, se ensayo la actividad PEP en los ELC.
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2. OPTIMIZACION DE LA EXPRESION HETEROLOGA DE pepMx EN LA CEPA Lc.
lactis IPLA1510.

Con el fin de obtener la mejor expresion posible del gen pepMx, se decidié

optimizar la concentracién de nisina y el tiempo de induccion.
2.1.Influencia de la concentracién de nisina en la actividad PEP

Se creci6 la cepa L lactis IPLA1510 tal y como se indica en materiales y
métodos (apartado 3.2), anadiendo a los cultivos diferentes concentraciones de
nisina, entre 0 y 10 ng mll. Se incubaron durante 2 h a 30°C y se recogieron las
células, se rompieron, y se ensayo la actividad PEP en los ELC (Figura 31). Se
seleccion6 la concentracion de 2,5 ng ml! de nisina, como aquella concentracion
mas baja en la que se obtienen los valores de actividad PEP mas elevados (15,2 mU

mg! + 1,4).

—e—
e

Actividad PEP [mU mg]
=
=

Nisina [ng mI1]

Figura 31. Efecto de la concentracién de nisina en la expresion de PEP en la cepa
Lc. Iactis IPLLA1510. Se creci6 la cepa Le. /actis IPLLA15010 en M17 hasta alcanzar un valor
de DO, entre 0,4-0,5. A continuacioén se afiadieron diferentes concentraciones de nisina
(0, 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2,5, 5y 10 ng ml'1) y se incubo6 durante 2 h a 30°C. Se ensay¢ la
actividad PEP en los ELC de los cultivos. El experimento fue realizado por triplicado, los

valores indican el valor medio y la desviacién estandar obtenida.
2.2.Influencia del tiempo de induccidn en la actividad PEP

Otro de los parametros que pueden influir en el nivel de expresion es el

tiempo de induccién. Con el objetivo de comprobar el efecto que este tiene, se
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crecio la cepa Le. lactis IPLLA1510 y los cultivo se indujeron con la concentracion de
nisina seleccionada en el apartado anterior (2,5 ng ml'). Se recogieron alicuotas de
10 ml de cultivo a diferentes tiempos: 0, 1, 2, 3, 4, 5 y 6 horas, y se ensayo la

actividad PEP en los ELC de los cultivos celulares (Figura 32).

El mayor nivel de actividad PEP se detecté en el rango entre 3 y 5 h de
induccién, que corresponde con unos niveles de actividad de 14,5 £ 1,5mU mg-l.
Por lo tanto se selecciond un tiempo de 3 h, como tiempo 6ptimo de induccién para

producir PEP en la cepa L. Jactis IPLA1510.
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Figura 32. Influencia del tiempo de induccién en la expresion de PEP Mx en la
cepa Lc. Iactis TIPLA1510. Se creci6 la cepa Le. lactis IPLA15010 en M17 hasta alcanzar un
valor de DOy, 0,4 y 0,5. A continuacién se indujo el cultivo con nisina (2,5 ng ml™) y se
incub6 a 30°C durante 0, 1, 2, 3, 4, 5y 6 h. Se ensay6 la actividad PEP en los ELC de los
cultivos. El experimento fue realizado por triplicado, los valores indican el valor medio y la

desviacion estandar obtenida.

3. VISUALIZACION EN SDS-PAGE DE PEP Mx

Con el fin de visualizar la PEP formada en el ELC de la cepa Le Jactis
IPLLA1510, se creci6 el cultivo celular y se indujo en las condiciones descritas
anteriormente (2,5 ng ml! de nisina durante 3 h de incubacién). Se recogieron los

cultivos celulares y se obtuvieron los ELC. Las proteinas resultantes se separaron y
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visualizaron en geles de poliacrilamida Tricina-SDS-PAGE (Figura 33). Como
control se utilizé la cepa L. lactis NZ9000 con el plasmido pNZ8048.

El analisis de los perfiles de bandas obtenidos mostré que ambos extractos
celulares poseen el mismo patrén de bandas, como era de esperar. Sin embargo, en
la cepa Le. Jactis IPLA1510 se observa una banda adicional en la zona del peso

molecular esperado para el enzima PEP Mx (78 kDa).

Figura 33. Analisis Tricina-SDS-PAGE. Calle 1: Marcador de pesos moleculares. Calle
2: L. lactis NZ9000:pNZ8048. Calle 3: Le. /lactis IPLLA1510.

4. CAPACIDAD DE Lc. lactis IPLA1510 PARA HIDROLIZAR EL PEPTIDO 33-MER

Como ya se ha descrito anteriormente, las PEP han sido ampliamente
estudiadas debido a su posible uso como agentes terapéuticos frente a la EC. En la
literatura hay estudios cientificos que demuestran que el enzima PEP Mx purificado

es capaz de degradar el péptido inmunogénico 33-mer (Shan y cols., 2004).

Con el objetivo de comprobar si el enzima PEP Mx producido en L. Jactis
era activo frente al péptido 33-mer, se crecid Le. Jactis IPLA1510, se indujo con
nisina en las condiciones seleccionadas en los apartados anteriores (2,5 ng ml-! de
nisina durante 3 h de induccién) y se incubd una suspension celular concentrada
(DOgs0 = 35) de este cultivo con el péptido 33-mer (25,5uM) en PBS durante 24
horas. La degradacion del péptido se monitorizé mediante HPLC (Figura 34).
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En el control sin inducir con nisina, la degradacion del péptido fue de un 4%,
apareciendo un nuevo pico en el minuto 31, que podria corresponderse con un
producto de degradacion del péptido. Sin embargo, al inducir con nisina se obtuvo
una hidrélisis de un 80% del péptido y ademas, no se observan nuevos productos de

degradacion en el cromatograma.
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0,6 0,06 |

0,05

AU

0,04 |

0,03

(o] 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
min

Figura 34. Hidrélisis del péptido 33-mer por Lc. lactis IPLA1510. Se crecieron dos
cultivos de la cepa Le factis IPLA1510 en M17 a 30°C. A las tres horas de crecimiento
(DO, entre 0,4 — 0,5) uno de los cultivos (A) fue inducido con nisina (2,5 ng ml") y el
otro no (B). Se incubaron 3 h a 30°C, se recogieron los cultivos, se concentraron un orden
de magnitud (DO, = 35) en PBS (pH 7,4) y se incubaron con el péptido 33-mer (25,5 pM)
a 30°C durante 0 (negro) y 24 h (azul). La degradacion del sustrato se monitorizé mediante
HPLC. En los cromatogramas se muestra el pico que corresponde al péptido 33-mer a las 0

h (negro) y a las 24 h (azul).
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CAPiTULO VI - GENERACION DE UN L. casei RECOMBINANTE

DE GRADO ALIMENTARIO QUE PRODUCE EL ENZIMA PEP Mx
EXTRACELULARMENTE

En el capitulo V se generaron mediante biologia sintética dos cepas
recombinantes de L. Jactis que expresan los genes que codifican PEP S¢y PEP Mx,
regulados bajo la accién del promotor de la nisina. Se obtuvieron resultados
positivos alcanzando una elevada expresion heterdloga, actividad enzimatica y
logrando la degradacion del péptido inmunotéxico 33-mer. Sin embargo, este
sistema presenta tres inconvenientes principales: i) la inestabilidad de los genes
clonados, ya que se encuentran en plasmidos que se pueden perder con relativa
facilidad, 1i) estos plasmidos tienen ADN que no es de grado alimentario, como por
ejemplo los genes de resistencia a antibiéticos para su seleccion y ademas, ii) la
expresion de los genes clonados es inducible, lo que dificulta su expresion en el
TGI. Para evitar estos inconvenientes se utilizé el sistema de integraciéon de grado
alimentario desarrollado por Martin y cols. (2000), que permite la integracion estable
del gen de interés en el cromosoma de la bacteria hospedadora, y la posterior

eliminacion del ADN de grado no alimentario mediante un sistema de depuracion.

1. GENERACION DE UN PLASMIDO INTEGRATIVO QUE EXPRESA EL GEN
pepMx EXTRACELULARMENTE.

Para generar el plasmido integrativo se seleccioné el promotor del gen apf

(aggregation-promoting factor) de Lactobacillus crispatus, que es un promotor fuerte y
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constitutivo (Martin y cols., 2011). Ademas, el gen apf contiene un péptido sefial que
dirige la proteina al exterior celular, alcanzando niveles elevados de secrecion en el
sobrenadante (Jankovic y cols., 2003; Marcotte y cols., 2004; Ventura y col., 2002).
El plasmido pEM182 (Tabla 7) se utiliz6 como templado para amplificar los
fragmentos de ADN del gen apf que eran necesarios. En la Figura 34 se representan
esquematicamente los pasos realizados en la construccién del plasmido integrativo.
Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados para la amplificacién se muestran
en la Tabla 8. La region promotora y el péptido sefial del gen apf se amplificaron
utilizando los oligonucleétidos Papf-BglIIF y PapfSP-NcolR (Fragmento 1). La
region terminadora del gen apf se amplifico utilizando los cebadores term-XbalF y
term-EcoRIR (Fragmento 2). El fragmento 1 fue clonado en los sitios de Bg/I y
Neol del vector pUK21 (Tabla 7) generando pIPLA1214. El fragmento 2 fue
clonado en los sitios Xbal y EcoRI del plasmido plJ2925 (Tabla 7) generando
pIPLA1215. A continuacion el plasmido pIPLA1214 fue digerido con Spel-Xbal y
ligado a pIPLA1215 que habia sido digerido anteriormente con Xbal, dando lugar a
pIPLA1262.

El dltimo paso en la construccién de los vectores integrativos fue la
clonacién de estos fragmentos en el vector pEM76 (Tabla 7), que contiene el sitio
attp y el gen que codifica la integrasa del fago A2 para permitir la integracion en el
cromosoma, y dos secuencias six flanqueando el ADN que no es de grado
alimentario que posteriormente sera eliminado. Por lo tanto, el plasmido
pIPLA1262 fue digerido con Bgll, y el fragmento resultante de 1108 pb, fue
clonado en el vector pEM76 (Martin y cols., 2000) previamente digerido con

BamHI, generando el plasmido integrativo pIPLLA1265 (Figura 35).

Para facilitar la clonacion del gen pepMx (a partir del plasmido pUC57-pepMx
descrito en el capitulo V, Figura 29), en el vector integrativo pIPLA1265, se decidié

realizar un paso intermedio utilizando el vector pUK21.
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Figura 35. Esquema de los pasos realizados en la construcciéon del vector
integrativo de expresion extracelular pIPLA1265. Se muestra el mapa fisico y las
caracteristicas principales de los plasmidos pEMI182, pUK21, pl]J2925, pIPLA1214,
pIPLA1215, pIPLA1262, pEM76 y pIPLA1265. Se han indicado los genes de resistencia a
ampicilina (Ap), eritromicina (Ew) y kanamicina (KazKR), el gen que codifica la §-
galactosidasa (LacZ), el gen que codifica el fragmento variable de cadena sencilla de llama
(seF), la region de integracion del bacteridfago A2 (int, attP), los sitios de reconocimiento
del enzima B-recombinasa (s7x), las regiones promotora, terminadora y el péptido sefial del

gen apf de L. crispatus (Papf, Ter y SPapf), y los sitios de restriccion mas relevantes.
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El gen pepMx se cloné como un fragmento Xbal-Neol de 2,1 kb, en el vector
pUK21 previamente digerido con los mismos enzimas de restriccion, generando el
plasmido pIPLA1500. El gen pepMx;, obtenido tras la digestion de pIPLLA1500 con
los enzimas Neol-Xbal, fue clonado en el plasmidos integrativo pIPLA1265, que
habia sido digerido con los mismos enzimas de restriccion. L.a mezcla de ligacion se
utiliz6 para transformar E. co/i. A partir de los transformantes obtenidos se extrajo
ADN plasmidico, y se comprobé la correcta clonacion del gen pepMx mediante

analisis de restriccion. El plasmido obtenido se denominé pIPLA1506 (Figura 36).

pIPLA1506

9383 pb
pepMx

Clal Ncol

Figura 36. Mapa genético del plasmido integrativo pIPLA1506. Se muestra el gen de
resistencia a ampicilina (Ap) y a eritromicina (E), la region de integracion del bacteriéfago
A2 (int, attP), los sitios de reconocimiento del enzima B-recombinasa (six), las regiones
promotora, terminadora y el péptido sefial del gen apf de L. crispatus (Papf, ter y SPapf) y el
gen de la PEP Mx (pepMx). También se han sefalado los sitios de restriccidon mas

relevantes.

2. INTEGRACION DEL PLASMIDO pIPLA1506 EN EL CROMOSOMA DE L. casei
BL23 Y DEPURACION DEL ADN DE GRADO NO ALIMENTARIO

A partir de la cepa de E. w/i que contiene el plasmido pIPLA15006, se obtuvo
ADN plasmidico y se electroporé la cepa L. case: BL23 (Tabla 6). Los
transformantes obtenidos se seleccionaron en MRS con eritromicina, y se comprobé
la correcta integracion del vector mediante PCR. La cepa que contenia el vector

integrado, se transformo con el plasmido replicativo pEM94 (Tabla 7) que contiene
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el gen que codifica la B-recombinasa, con el objetivo de eliminar mediante una
recombinacion sitio especifica el ADN de grado no alimentario localizado entre los
dos sitios szx. Los transformantes se seleccionaron en MRS con cloranfenicol. Para
curar el plasmido pEM94, el cual contiene un origen de replicacion termosensible, la
cepa se creci6 a 37°C (Martin y cols., 2011). Se seleccionaron aquellos
transformantes sensibles tanto a eritromicina como a cloranfenicol. La cepa
resultante se denominé L. cases IPLA1506. La correcta integracion del plasmido
pIPLA1500, asi como la eliminacién del ADN de grado no alimentario y el pEM94,
fue verificado mediante PCR utilizando los oligonucleétidos attl y att7 (Tabla 8) y

mediante hibridacién Southern (datos no mostrados).

3. EFECTO DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO EN LA PRODUCCION
EXTRACELULAR DE PEP Mx

Con la intenciéon de optimizar el medio de cultivo para obtener una
produccién maxima del enzima, se estudié el efecto de diferentes fuentes de
carbono en la actividad PEP. La cepa L. case IPLA1506 se crecié a 37°C en CFB
con glucosa, lactosa o maltosa al 0,5% como fuente de carbono. Se determiné tanto
la evolucion del crecimiento (DOeon), como el pH del cultivo celular durante 24 h
(Figura 37). La mayor densidad y tasa de crecimiento se obtuvo en el medio
suplementado con glucosa, donde la fase estacionaria se alcanzé tras 16 h de cultivo,
alcanzando una DOgoo de 3 y un pH de 4,75. Cuando el medio fue suplementado
con lactosa o maltosa, a las 24 h de crecimiento aun no se habia alcanzado la fase

estacionaria y el pH habia alcanzado unos valores de 5,1 y 5,8 respectivamente.

Se recogieron los cultivos celulares en tres tiempos diferentes (5, 13y 24 h) y
se ensayo la actividad PEP en los sobrenadantes de los cultivos libres de células.
Como se puede observar en la Figura 36, aunque se obtuvo un mejor crecimiento
en presencia de glucosa, los valores mas altos de actividad se obtuvieron tras 24 h de
crecimiento en presencia de lactosa (0,2 mU mg!). En presencia de maltosa la
actividad PEP oscil6 entre 0,05 y 0,13 mU mg-!. Cuando se utiliz6 la glucosa como
fuente carbono, la actividad PEP disminuy6 a lo largo de la curva de crecimiento,

con niveles de actividad desde 0,1 hasta 0,001 mU mg-'.

117



Resultados

A B
0,25 M glucosa
7 O lactosa
g 6 '%0 0,2 1 O maltosa ™
© —e— DO Glucosa
o -5 =)
=) ) —— DO Lactosa E 015
2 3 &
- — (-9
.§ 3 DO Maltosa S on
£ -2 —o— pH Glucosa S
] 3
S rl —— pH Lactosa £oos
‘ ' ‘ ‘ ‘ ~ 0 . pH Maltosa
0 5 10 15 20 25 0 - ‘
Tiempo [h] 5 13 24
Tiempo [h]

Figura 37. Efecto de diferentes fuentes de carbono en el crecimiento y en la
produccion de PEP Mx en la cepa L. caser IPLLA1506. La cepa L. casei IPLA1506 se
crecié a 37°C en CFB con diferentes fuentes de carbono: glucosa, lactosa y maltosa. El
panel A muestra las medidas de densidad 6ptica (DOy) y los valores de pH en intervalos
de tiempo de una hora con cada fuente de carbono. Las lineas discontinuas sefialan los
puntos en los que se ensayo la actividad PEP. El panel B muestra la actividad PEP en tres
puntos diferentes de la curva de crecimiento (5, 13 y 24 h) y en tres fuentes de carbono
diferentes (glucosa, lactosa y maltosa). Los ensayos enzimaticos fueron realizados por

triplicado. Se muestra el valor medio y la desviacion estandar.
4. EFECTO DEL PH DEL MEDIO EN LA ACTIVIDAD PEP Mx EXTRACELULAR

En la literatura se ha descrito que el pH 6ptimo de la actividad del enzima
PEP Mx es 7 (Yoshimoto y cols., 1991). Esto no es un inconveniente para la
produccion de PEP intracelular, puesto que las BAL son capaces de mantener un
pH citoplasmatico neutro incluso cuando el pH del medio externo varia (Nyanga-
Koumou y cols., 2012). Sin embargo, la acidificacién del medio de cultivo podtia ser
responsable de la baja actividad registrada en la actividad de la PEP extracelular en
glucosa. Para comprobarlo, se crecié la cepa L. casez IPLA1506 en un birreactor
[CEFB (0,5% glucosa)] y se ensay6 la actividad PEP en el sobrenadante de los
cultivos crecidos a pH libre y a diferentes valores de pH controlado: 5, 6 y 7 (Figura

38).

En el cultivo crecido a pH libre la actividad PEP desaparecié completamente
tras 14 h de crecimiento, punto que coincidié con un valor de pH 4,7. No se detectd
actividad PEP en el cultivo a pH 5 controlado. Sin embargo, en los cultivos crecidos

a pH 6 y a pH 7, la actividad PEP aument6 a lo largo del tiempo. A pH 0, la
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actividad PEP en el medio de cultivo aument6 hasta alcanzar un valor de 0,7 mU
mg!, lo que corresponde a un valor cuatro veces mas alto que el maximo valor
obtenido en ausencia de control de pH. A pH 7 la actividad PEP se increment6
pronunciadamente, con un maximo de actividad registrado de 2,5 mU mg! tras 22

horas de crecimiento, 14 veces mds elevado que en ausencia de control de pH.
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Figura 38. Produccion de PEP por la cepa L. casei IPLA1506 a diferentes valores de
pH. La cepa L. casei IPLA1506 se crecié en un biorreactor tanto a pH libre, como a
diversos valores de pH controlado: pH 5, pH 6 y pH 7. La actividad PEP se determiné en

el sobrenadante del cultivo celular.

Para verificar que la proteina PEP Mx de la cepa L. case; IPLA1506 estaba
siendo procesada adecuadamente durante el proceso de secreciébn y que se
encontraba intacta en el medio de cultivo, las proteinas del sobrenadante fueron
analizadas mediante SDS-PAGE (Figura 39). El perfil de proteinas secretadas fue
similar a la de la cepa hospedadora (L. case; BL23), pero en la cepa L. cases IPLA1506
que tiene integrado el gen pepMx, se observé una banda extra, cuyo tamafo

corresponde con el tamafio esperado para el enzima PEP Mx.
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Figura 39. Analisis SDS-PAGE de las proteinas secretadas por L. casef BL23 y L.
casei IPLA1506. Las proteinas del sobrenadante de L. cases BL23 y de L. casei IPLLA1506 se
precipitaron y se analizaron mediante SDS-PAGE. MM, marcador de pesos moleculares; 1,

L. casei BLL23; 2, L. cases IPLLA1506.

5. PROTEOLISIS DEL PEPTIDO 33-mer

Con el objetivo de determinar si el enzima PEP Mx producido en la cepa L.
caser IPLLA1506 es capaz de hidrolizar el péptido inmunogénico, se incub6 la cepa
con el péptido 33-mer (25,5uM) durante 12 h a 37°C. La degradacion del péptido
33-mer se monitoriz6 mediante HPLC (Figura 40). Como control negativo del

experimento se utilizo la cepa L. case; BL23.

La cepa L. case IPLLA1506 fue capaz de degradar un 63% del péptido tras 8
horas de incubacién y casi por completo después de 12 h. Ademas, no se observo la
aparicion de productos de degradacion en el cromatograma. La cepa control L. case

BL23 no fue capaz de degradar el péptido de 33-mer en las condiciones ensayadas
(Figura 40).
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Figura 40. Hidrélisis del péptido inmunotéxico 33-mer. Las cepas L. case/ BL23 y L.
casei IPLLA1506 fueron incubadas con el péptido 33-mer (25,5 uM) durante 12 horas. Cada
cuatro horas se recogieron alicuotas y la concentracion del sustrato se monitorizé mediante
analisis HPLC. Los cromatogramas muestran la degradacion del péptido 33-mer a lo largo
del tiempo. El cromatograma completo se observa en un cuadro con el sustrato sefialado

con una flecha.

Para comprobar si L. cases IPLA1506 es capaz de eliminar todos los epitopos
toxicos del péptido 33-mer, tanto las muestras de la cepa L. case; IPLA1506 como
las de la cepa control L. casez BL23 se analizaron mediante LC-MS. En este caso la
actividad peptidasa se monitoriz6 en un rango de 0 a 16h. Tras 8 horas de
incubacion, la cepa L. casei IPLLA1506 hidrolizé el 73% del péptido, el cual fue
totalmente degradado a las 16 h y ademas, no se detectaron productos o

intermediarios de la degradacion (Figura 41).
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Figura 41. Analisis LC-MS de los productos de la degradacion del 33-mer. Las cepas
L. casei BL23 y L. casei IPLLA1506 se incubaron con el péptido de 33-mer (25,5 uM) durante
16 h a 37°C. Se recogieron alicuotas cada cuatro horas y se analizaron mediante LC-MS.
Tras 16 h de incubacién con la cepa L. casez IPLA1506, el 33-mer se encuentra bajo los
limites de cuantificaciéon del instrumento. El péptido de 33-mer es sefialado en gris y los

rétulos representan el recuento absoluto de iones.

6. RESISTENCIA AL ESTRES GASTROINTESTINAL

Para comprobar la resistencia al paso por el TGI, se someti6 a la cepa L. case
IPLLA1506 a las condiciones del TGI simuladas 7z vitro. El experimento se realizé
con la cepa resuspendida en diferentes matrices (solucion salina, MRS y leche
desnatada). Cuando la cepa se resuspendié en solucién salina o en MRS fresco y se
simul6 el paso por el TGI, la supervivencia al estrés gastrico se mantuvo estable
hasta que alcanzé los valores de pH mas bajos (2,1 y 1,8), donde el recuento de
viables disminuy6 6 y 4 6rdenes de magnitud respectivamente. En las condiciones
gastrointestinales, tras la adiciéon de las sales biliares y de los enzimas pancreaticos,
en el cultivo resuspendido en solucién salina la viabilidad celular disminuy6 7
6rdenes de magnitud en las muestras provenientes de los pH 5, 4,1 y 3. En el cultivo
resuspendido en MRS, las condiciones gastrointestinales causaron una disminucion
de 2 6rdenes de magnitud en la muestra proveniente del pH 5, y de 6 y 5 6rdenes de
magnitud en las muestras provenientes de los pH 4,1 y 3, respectivamente (datos no

mostrados).
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Cuando la cepa se resuspendio en leche, ni la lisozima ni la pepsina afectaron
la viabilidad celular en el rango de pH de 3-5. A pH 2,1 el recuento bacteriano
disminuy6 1,3 6rdenes de magnitud, mientras que a pH 1,8 el recuento de colonias
baj6 3,4 6rdenes de magnitud (Figura 42). Para simular el estrés gastrointestinal, se
tomaron aquellas muestras provenientes del estrés gastrico a pH 3, 4 y 5, y se
incubaron con 0,3% de sales biliares y 0,05 ug ml! de tripsina, quimiotripsina y
amilasa durante 20 (Glao) y 120 (Gliz0) minutos (Figura 42). Estas condiciones
causaron una ligera reducciéon en la viabilidad celular (un orden de magnitud
menos). Por lo tanto, cuando las células se resuspenden en leche se consigue una
buena resistencia al estrés. Estos datos coinciden con los resultados obtenidos en
trabajos previos, que demuestran el papel protector de la leche en la viabilidad
celular de las BAL, a través del paso por el TGI (Conway y cols., 1987; Charteris y
cols., 1998; Wang y cols., 2012).

Para comprobar que L. case; IPLA1506 mantenia la capacidad de producir y
secretar PEP activa, tras ser sometida a estrés gastrointestinal, las muestras
provenientes de Glzo y de Gli20 fueron usadas como inéculo en CFB vy tras 4 horas
de incubacién se comprobd que efectivamente se detectaba actividad PEP en el
sobrenadante, verificando que la cepa mantenia la capacidad de secretar PEP de

manera activa.

123



Resultados

>
W

9
-
pos o Actividad PEP
E 8 pH inicial (MU mg1)
5 7
oo Gla Glb
26
= pH 5,0 0,082 0,076
©
s 5
< pH4,1 0,138 0,100
O 4
S pH 3,0 0,111 0,110
c 3
@
2
s 2
a
51
an
0
© < e Qo < < e Qo < <«
= = wn wn (¥} < < < on o on o~ -
s 8 T T T T T T T T
o o o o o o o o o o o o
o 8 a o 8 a o 8 a o [G)
© 5 © 5 © 5

Figura 42. Supervivencia celular (A) y produccién de PEP (B) de L. caser IPLLA1506
en condiciones gastrointestinales. La cepa L. casez IPLLA1506 se resuspendié en leche y
se someti6 a las condiciones gastrointestinales simuladas in vitro para determinar la
supervivencia celular. Para simular el estrés gastrico (G), las muestras fueron incubadas con
lisozima y pepsina a valores de pH decrecientes. Para simular el estrés gastrointestinal (GI),
las muestras provenientes de los pH 5, pH 4,1 y pH 3 fueron incubadas posteriormente
con sales biliares y enzimas pancreaticos durante 20 (GI,) y 120 (GI,,) minutos. Las
muestras provenientes de GI,, y de GI,,, (*) fueron usadas como preinéculo en un medio

fresco, en el que se ensay6 la actividad PEP tras 4 horas de crecimiento.
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CAPITULO VII - GENERACION DE UN L. casei

RECOMBINANTE DE GRADO ALIMENTARIO QUE PRODUCE EL
ENZIMA PEP Mx INTRACELULARMENTE

1. GENERACION DE UN PLASMIDO INTEGRATIVO QUE EXPRESA EL GEN
pepMx INTRACELULARMENTE.

Para desarrollar el plasmido integrativo se seleccioné de nuevo el promotor
del gen apf de L. crispatus, y se generd tal y como se realizé en el capitulo VI para
construir el plasmido integrativo de expresion extracelular pIPLLA1265 (Figura 34),
pero en este caso no se clond el péptido senal del gen apf, obteniendo asi una
expresion intracelular (Martin y cols., 2011). En la Figura 43 se representan los
pasos realizados en la construccion del plasmido integrativo. Las secuencias de los
oligonucledtidos utilizados para la amplificacion se muestran en la Tabla 8. A partir
del plasmido pEM182 (Tabla 7) se amplificé la region promotora del gen apf
utilizando los oligonucleétidos Papf-BglIIF y Papf- NcolR (Fragmento 3). El
Fragmento 3 fue clonado en los sitios de Bg/lll y Neol del vector pUK21 (Tabla 7)
generando pIPLA1253. A continuacién el plasmido pIPLA1253 fue digerido con
Spel-Xbal y ligado a pIPLA1215 (Tabla 7) (Figura 35) que habia sido digerido
anteriormente con Xbal, dando lugar a pIPLA1254. Por dltimo, el plasmido
pIPLA1254 fue digerido con Bg/Al, y el fragmento resultante de 984 pb fue clonado
en el vector pEM76 (Tabla 7) (Martin y cols., 2000) previamente digerido con
BamHI, generando el plasmido integrativo pIPLLA1258 (Figura 43).
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Figura 43. Esquema de los pasos realizados en la construcciéon del vector
integrativo de expresion extracelular pIPLA1265 Se muestra el mapa fisico y las
caracteristicas principales de los plasmidos pEMI182, pUK21, plJ2925, pIPLA1253,
pIPLA1215, pIPLA1254, pEM76 y pIPLA1258. Se han indicado los genes de resistencia a
ampicilina (Ap), eritromicina (Ew) y kanamicina (KazKR), el gen que codifica la §-
galactosidasa (LacZ), el gen que codifica el fragmento variable de cadena sencilla de llama
(scFp), la region de integracion del bacteribfago A2 (int, attP), los sitios de reconocimiento
del enzima B-recombinasa (szx), las regiones promotora, terminadora y el péptido senial del

gen apfde L. crispatus (Papf, Ter y SPapf), asi como los sitios de restriccion mas relevantes.
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A partir del plasmido pIPLA1500 (Tabla 7) descrito en el capitulo V, se
cloné el gen pepMx como un fragmento Xbal-Neol de 2,1 kb en el plasmido
integrativo pIPLA1258, que habia sido digerido con los mismos enzimas de
restriccion. La mezcla de ligacion se utilizé para transformar E. coli. A partir de los
transformantes obtenidos se extrajo ADN plasmidico, y se comprobé la correcta

clonaciéon del gen pepMx mediante analisis de restriccion. El plasmido obtenido se

denominé pIPLA1503 (Figura 44).
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Figura 44. Mapa genético del plasmido integrativo pIPLA1503. Se muestra el gen de
resistencia a ampicilina (Ap) y a eritromicina (E), la region de integracion del bacteriéfago
A2 (int, attP), los sitios de reconocimiento del enzima B-recombinasa (six), las regiones
promotora y terminadora del gen apfde L. crispatus (Papf y ter) y el gen que codifica la PEP

Mx (pepMx). También se han sefialado los sitios de restriccion mas relevantes.

2. INTEGRACION DEL PLASMIDO pIPLA1503 EN EL CROMOSOMA DE L. casei
BL23 Y DEPURACION DEL ADN DE GRADO NO ALIMENTARIO

Se electroporé la cepa L. casez BL23 (Tabla 6) con el plasmidos pIPLA1503.
Los transformantes obtenidos se seleccionaron en MRS con eritromicina, y se
comprobo la correcta integracion del vector mediante PCR. La cepa que contenia el
vector integrado se transformé con el plasmido replicativo pEM94 (Tabla 7),
eliminando el ADN de grado no alimentario localizado entre los dos sitios six. Los
transformantes se seleccionaron en MRS con cloranfenicol. A continuaciéon se

crecio la cepa a 37°C para curar el plasmido pEM94 (Martin y cols., 2011), y la cepa
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resultante se denominé L. casez IPLA1503. La correcta integracion del plasmido
pIPLA1503, asi como la eliminacién del ADN de grado no alimentario y del
pEMY94, fue verificado mediante PCR utilizando los oligonucleétidos attl y att7

(Tabla 8) y mediante hibridacién Southern (datos no mostrados).

3. EFECTO DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO EN LA PRODUCCION
INTRACELULAR DE PEP Mx

Al igual que se hizo con la cepa L. case; IPLA1506 en el capitulo VI, se
estudié el efecto de diferentes fuentes de carbono en la actividad PEP Mx
intracelular. La cepa L. casez IPLLA1503 se creci6 a 37°C en CFB con glucosa, lactosa
o maltosa al 0,5% como fuente de carbono. El crecimiento fue similar al de la cepa

L. casei IPLLA1506 (Figura 37).

Se recogieron los cultivos celulares en tres tiempos diferentes (5, 13y 24 h) y
se ensayo la actividad PEP en los ELC. A pesar de haber obtenido el mejor
crecimiento en presencia de glucosa, los valores mas altos de actividad se registraron
en presencia de lactosa (1,9 mU mg'). En presencia de maltosa la actividad PEP
oscil6 entre 0,7 y 1,6 mU mgl. Cuando se utiliz6 1a glucosa como fuente carbono, la
actividad PEP disminuy6 a lo largo de la curva de crecimiento, desde 1,1 hasta 0,1

mU mg! (Figura 45).
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Figura 45. Efecto de diferentes fuentes de carbono en la producciéon de PEP Mx en
la cepa L. caser IPLA1503. Se muestra la actividad PEP registrada en tres puntos

diferentes de la curva de crecimiento (5, 13 y 24 h) y en tres fuentes de carbono diferentes
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(glucosa, lactosa y maltosa). Los ensayos enzimaticos fueron realizados por triplicado. Se

muestra el valor medio y la desviacion estandar.

4. PROTEOLISIS DEL PEPTIDO 33-mer

Con el objetivo de determinar si la cepa L cases IPLA1503 es capaz de
hidrolizar el péptido inmunogénico, se incubd con el péptido 33-mer (25,5uM)
durante 12 h a 37°C. La degradacién del péptido se monitorizé mediante HPLC
(Figura 45).

La cepa L. casez IPLA1503 fue capaz de degradar un 63% del péptido tras 12
horas de incubacién y se observé la apariciéon de posibles productos de degradacion

que eluyeron en el minuto 31 (Figura 46).
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Figura 46. Hidrélisis del péptido inmunotéxico 33-mer. La cepa L. casez IPLA1503 se
incub6 con el péptido 33-mer (25,5 uM) durante 12h. Cada 4h se recogieron alicuotas y la
concentracion del sustrato se monitoriz6 mediante analisis HPLC. El cromatograma
muestra la degradacion del péptido 33-mer a lo largo del tiempo. El cromatograma

completo se observa en un cuadro con el sustrato sefialado con una flecha.
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CAPITULO VIl - GENERACION DE UN L. casei

RECOMBINANTE DE GRADO ALIMENTARIO QUE PRODUCE EL
ENZIMA PEP Sc EXTRACELULARMENTE

Ademas de la PEP Mwx, la PEP S¢ esta siendo muy estudiada debido a su
elevada afinidad por los péptidos pequefios del gluten, asi como por su actividad y
estabilidad a pH 4acido (Shan y cols., 2004). El objetivo del presente capitulo fue
generar una cepa recombinantes de L. case que contenga el gen que codifica la PEP

Se (pepSo) integrado en el cromosoma y que produzca el enzima extracelularmente.

1. GENERACION DE UN PLASMIDO INTEGRATIVO QUE EXPRESA EL GEN pepSc
EXTRACELULARMENTE

Para generar el plasmido integrativo, se partié del plasmido de expresion
extracelular pIPLA1265 (Tabla 7, Figura 35) descrito en el capitulo VI. Para
facilitar la clonacion del gen pepSe (a partir del plasmido pUC57-pepSe descrito en el
capitulo V, Figura 29) en el vector integrativo pIPLA1265, se decidi6 realizar un

paso intermedio utilizando el vector pUK21.

El gen pepSe se cloné como un fragmento Xbal-Neol de 2,2 kb en el vector
pUK21 previamente digerido con los mismos enzimas de restriccioén, generando el
plasmido pIPLA1501. El plasmido pIPLA1501 fue digerido con los enzimas Neol-

Xbal y el fragmento resultante (el gen pepSe) fue clonado en el plasmidos integrativo
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pIPLLA1265, que habia sido digerido con los mismos enzimas de restriccion. La
mezcla de ligacién se utilizé para transformar E. co/i. A partir de los transformantes
obtenidos se extrajo ADN plasmidico y se comprobé la correcta clonacion del gen
pepSec mediante analisis de restriccion. El plasmido obtenido se denomind

pIPLA1507 (Figura 47).
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Figura 47. Mapa genético del plasmido integrativo pIPLA1507. Se muestra el mapa
fisico y las caracteristicas principales. Se ha indicado el gen de resistencia a ampicilina (Ap)
y a eritromicina (Ew), la region de integracion del bacteribfago A2 (int-attP), los sitios de
reconocimiento del enzima B3-recombinasa (sx), las regiones promotora, terminadora y el
péptido sefal del gen apf de L. crispatus (Papf, ter y SPapjf) y el gen que codifica la PEP S¢

(pepSe). También se han sefialado los sitios de restriccion mas relevantes.

2. INTEGRACION DEL PLASMIDO pIPLA1507 EN EL CROMOSOMA DE L. casei
BL23 Y DEPURACION DEL ADN DE GRADO NO ALIMENTARIO

Para generar la cepa L. casei con el gen pepSe integrado en el cromosoma, se
electroporo la cepa L. casei BL23 (Tabla 6) con el plasmido integrativo pIPLA1507
(Figura 47). Como se indicé en los capitulos anteriores, se seleccionaron los
transformantes crecidos en MRS con eritromicina. Se comprobd la correcta
integraciéon del vector mediante PCR y la cepa resultante se transformé con el
plasmido replicativo pEM94 (Tabla 7), que contiene el gen que codifica la B3-
recombinasa, para eliminar mediante una recombinacién sitio especifica, el ADN de
grado no alimentario localizado entre los dos sitios six. Los transformantes se

seleccionaron en MRS con cloranfenicol. Como el plasmido pEM94 tiene un origen
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de replicaciéon termosensible, la cepa se crecié6 posteriormente a 37°C para su
curacion (Martin y cols., 2011). La cepa resultante se denominé L. case; IPLA1507.
La correcta integracion del plasmido pIPLLA1507, asi como la eliminacién del ADN
de grado no alimentario y del pEM94, se verific6 mediante PCR utilizando los
oligonucleétidos attl y att7 (Tabla 8) y mediante hibridacién Southern (datos no

mostrados).

3. EFECTO DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO EN LA PRODUCCION
EXTRACELULAR DE PEP Sc

Con la intenciébn de optimizar el medio de cultivo para obtener una
produccién maxima del enzima, se estudié el efecto de diferentes fuentes de
carbono en la actividad PEP. Se creci6 la cepa L. casez IPLA1507 a 37°C en CFB con
glucosa, lactosa o maltosa como fuente de carbono al 0,5%, y se determiné el
crecimiento del cultivo celular (DOgoo), la evolucion del pH y la actividad PEP
(Figura 48).

Los resultados muestran un mejor crecimiento en el medio suplementado
con glucosa, donde la fase estacionaria se alcanzé tras 12 h de crecimiento con una
DOgoo de 4,2 y un pH de 4,2. En presencia de maltosa, la fase estacionaria se
alcanz6 a las 15 h de incubacién con una DOgoo de 1,84 y un valor de pH de 5,1.
Cuando se suplementé el medio con lactosa, la fase estacionaria se retras6 y el pH

disminuy6 hasta 4,7.

Los niveles de actividad PEP mas elevados se obtuvieron en presencia de
glucosa (0,12 mU mg1). En presencia de lactosa, la actividad PEP alcanz6 valores de
0,09 mU mg!. Cuando se utiliz6 maltosa como fuente de carbono, la actividad PEP
oscilé entre 0,003 y 0,03 mU mg!. En este caso no se observé una disminucién de

la actividad PEP debida a la acidificacion del medio de cultivo.
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Figura 48. Efecto de diferentes fuentes de carbono en el crecimiento y en la produccion de
PEP Sc de la cepa L. casei IPLA1507. La cepa L. casei IPLA1507 se creci6 a 37°C en CFB
con diferentes fuentes de carbono: glucosa, lactosa y maltosa. El panel A muestra las medidas
de densidad 6ptica (DOgoo nm) Y l0s valores de pH en intervalos de tiempo de una hora con cada
fuente de carbono. Las lineas discontinuas sefialan los puntos en los que se midio la actividad
PEP. El panel B muestra la produccion de PEP en tres puntos diferentes de la curva de
crecimiento (5, 13 y 24 h) y en tres fuentes de carbono diferentes (glucosa, lactosa y maltosa).
Los ensayos enzimaticos fueron realizados por triplicado. Se muestra el valor medio y la

desviacion estandar.

4. EFECTO DEL PH DEL MEDIO EN LA ACTIVIDAD PEP Sc EXTRACELULAR

Aunque PEP S¢ ha sido descrita como una enzima mas activa y estable en
condiciones gastricas, los pH bajos impiden la Optima activacion del enzima,
manteniendo niveles sub-6ptimos de actividad (Shan y cols., 2004; Ehren y cols.,
2008; Kabashima y cols., 1998; Gass y cols., 2007). Para conocer la influencia del pH
en el enzima extracelular, se creci6 la cepa L. case IPLLA1507 en un biorreactor [CFB
(0,5% glucosa)] y se ensay6 la actividad PEP en el sobrenadante de los cultivos

crecidos a pH libre y a diferentes valores de pH controlado: 5, 6 y 7 (Figura 49).
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Figura 49. Producciéon de PEP Sc en la cepa L. casef IPLLA1507 a diferentes pH. La
cepa L. casei IPLA1507 se crecié en un biorreactor tanto a pH libre, como diversos valores
de pH controlado: pH 5, pH 6 y pH 7.La actividad PEP se determiné en el sobrenadante

del cultivo celular.

La actividad a pH libre y a pH 5 fue similar, no habiéndose detectado
actividad PEP hasta las 22 h de crecimiento, donde se alcanzaron 0,04 mU mg-!. El
cultivo crecido a pH libre alcanzé un valor minimo de pH de 4,88 a las 10 h de
crecimiento y asi se mantuvo estable las 24 h de crecimiento. En los cultivos
crecidos a pH 6 y a pH 7, la actividad PEP se detecté ya a las 12 h. A pH 6 1a
actividad PEP alcanzé un valor maximo de 0,14 mU mg! a las 24 h, mientras que a
pH 7 la actividad PEP alcanzé un maximo de actividad de 0,19 mU mg tras 22

horas de crecimiento.

5. PROTEOLISIS DEL PEPTIDO 33-mer

En la literatura se ha descrito que la actividad PEP S¢ es incapaz de degradar
el péptido 33-mer debido su gran longitud, siendo muy activa frente a péptidos mas
pequefios (Gass y cols., 2004). Sin embargo, con el fin de comprobar si la accion
conjunta del hospedador (L. case; BL23) con la actividad PEP S¢ harfan posible la
degradacion de dicho péptido, se incubd la cepa L. case; IPLLA1507 con el péptido

33-mer. Se prepararon las suspensiones celulares como se indica en materiales y
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métodos (apartado 9.1) y la degradacién del péptido 33-mer se monitorizé mediante

HPLC durante 12 h de incubacién (Figura 50).

La hidrolisis del péptido comenzé tras 8 h de incubacion. Tras 12h de

incubacion la cepa L. casei IPLA1507 degradé un 75% del péptido.
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Figura 50. Hidrélisis del péptido 33-mer. Se incub6 la cepa L. casei IPLLA1507 (c) con el
péptido 33-mer (25,5 uM) durante 12 horas. Cada cuatro horas se recogieron alicuotas y la
concentraciéon del sustrato se monitoriz6 mediante andlisis HPLC. El cromatograma
muestra la degradaciéon del péptido 33-mer a lo largo del tiempo. El cromatograma

completo se observa en un cuadro con el sustrato sefialado con una flecha.

6. RESISTENCIA AL ESTRES GASTROINTESTINAL

Con el objetivo de comprobar si la cepa L. cases IPLA1507 serfa capaz de
continuar secretando el enzima PEP S¢ activa tras pasar por el TGI, se analiz6 la
supervivencia celular y la actividad PEP en el modelo in vitro previamente descrito.
Basandonos en los datos del capitulo VI, la cepa L. case IPLLA1507 fue resuspendida
en leche. La Figura 51 muestra la supervivencia celular de la cepa en respuesta al
estrés G y GI a diferentes valores de pH. Ni la lisozima, ni la pepsina afectaron la
viabilidad celular en el rango de pH de 3-5. A pH 2,1, el recuento bacteriano
disminuy6 3,3 6rdenes de magnitud, mientras que a pH 1,8 el recuento de colonias
baj6 4,2 6rdenes de magnitud. Durante la simulacion del estrés gastrointestinal, el

jugo intestinal caus6 una ligera reduccion en la viabilidad celular tras 120 min de
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incubacion en la muestra proveniente del pH 3, lo que podria estar relacionado con
el grado de severidad de la incubacién gastrica previa. Las muestras provenientes de
Gizo y de Giizo se inocularon en medio CFB y se ensay6 la actividad PEP tras 6

horas de incubacion, verificando que la cepa mantenia la capacidad de secretar PEP

Scactiva.
A B
= 9 * ok - .
E g * Hinicial Actividad PEP
<., g (mU mg*)
&
= 6~ Gla Glb
i)
s °
3 pH 5,0 0,019 0,017
g a4 -
v
S 3 pH 4,1 0,015 0,016
v
g 24 pH 3,0 0,010 0,011
g 1-
a 0 -
°© % @ o 9o <« I I 9 9 9 <
5 = 1 un N & & < Mo o o N -
S S T r T r r T T T T T T
o [o% o Q [o% o Q o o Q o o
(U] g § (U] g § (U] g § o O
(U] o (U] o (U] 5]

Figura 51. Supervivencia celular (A) y produccion de PEP (B) de L. casei IPLA1507
en condiciones gastrointestinales. La cepa L. casez IPLA1507 se resuspendid en leche y
se someti6 a las condiciones gastrointestinales simuladas zz vifro para determinar la
supervivencia celular. Para simular el estrés gastrico (G), las muestras fueron incubadas con
lisozima y pepsina a valores de pH decrecientes. Para simular el estrés gastrointestinal (GI),
las muestras provenientes de los pH 5, pH 4,1 y pH 3 fueron incubadas posteriormente
con sales biliares y enzimas pancreaticos durante 20 (GI,) y 120 (GI,,) minutos. Las
muestras provenientes de GI,, y de GI,,, (*) fueron usadas como inéculo en un medio
fresco. Tras 6 horas de crecimiento, se ensay6 la actividad PEP en el sobrenadante de los

cultivos celulares.
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CAPiTULO IX - GENERACION DE UN L. casei RECOMBINANTE

DE GRADO ALIMENTARIO QUE PRODUCE EL ENZIMA PEP Sc
INTRACELULARMENTE

1. GENERACION DE UN PLASMIDO INTEGRATIVO QUE EXPRESA EL GEN pepSc
INTRACELULARMENTE.

Para generar el plasmido integrativo, se utilizé el plasmido de expresion
intracelular pIPLLA1258 (Tabla 7, Figura 43) descrito en el capitulo VII, y el
plasmido pIPLA1501 (Tabla 7) descrito en el capitulo VIII. A partir del plasmido
pIPLA1501 se cloné el gen pepSec como un fragmento Xbal-Neol de 2,2 kb en el
plasmido integrativo pIPLLA1258, que habia sido digerido con los mismos enzimas
de restriccion. Se transformo E. co/i con la mezcla de ligacion y se seleccionaron los
transformantes en LB con ampicilina. Se comprobé la correcta clonacion del gen
pepSe mediante analisis de restriccion. El plasmido obtenido se denominé

pIPLA1504 (Figura 52).

2. INTEGRACION DEL PLASMIDO pIPLA1504 EN EL CROMOSOMA DE L. casei
BL23 Y DEPURACION DEL ADN DE GRADO NO ALIMENTARIO

Se electropord la cepa L. case BL23 (Tabla 6) con el plasmidos pIPLA1504.
Se seleccionaron los transformantes obtenidos en MRS con eritromicina, se
comprobo la correcta integracion del vector mediante PCR y la cepa resultante se

transformo con el plasmido replicativo pEM94 (Tabla 7), para eliminar el ADN de
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grado no alimentario localizado entre los dos sitios six. Los transformantes se
seleccionaron en MRS con cloranfenicol, se crecié la cepa a 37°C para curar el
plasmido pEM94 (Martin y cols., 2011), y la cepa resultante se denominé L. cases
IPLA1504. La correcta integraciéon del plasmido pIPLA1504, la eliminacién del
ADN de grado no alimentario y la curaciéon del pEM94, se verificé mediante PCR
utilizando los oligonucleétidos attl y att7 (Tabla 8) y mediante hibridacion

Southern (datos no mostrados).

pIPLA1504

9361 pb
pepSc

Clal

Figura 52. Mapa genético del plasmido integrativo pIPLA1504. Se muestra el gen de
resistencia a ampicilina (Ap) y a eritromicina (E), la region de integracion del bacteriéfago
A2 (int, attP), los sitios de reconocimiento del enzima B-recombinasa (six), las regiones
promotora y terminadora del gen apf de L. crispatus (Papf y ter) y el gen de la PEP S¢

(pepSx). También se han sefialado los sitios de restriccion mas relevantes.

3. EFECTO DE DIFERENTES FUENTES DE CARBONO EN LA PRODUCCION
INTRACELULAR DE PEP Sc

Al igual que se indico en los capitulos anteriores (capitulos VI, VII y VIII), se
estudio la influencia de la fuente de carbono en la produccién enzimatica. La cepa L.
case IPLLA1504 se creci6é a 37°C en CFB con glucosa, lactosa o maltosa al 0,5%

como fuente de carbono. El crecimiento fue similar al de la cepa L. cases IPLLA1507

(Figura 48).
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Se recogieron los cultivos celulares en tres tiempos diferentes (5, 13y 24 h) y
se ensayé la actividad PEP en los ELC. A pesar de haber obtenido el mejor
crecimiento en presencia de glucosa, los valores mas altos de actividad se registraron
tras 24 h de crecimiento en presencia de lactosa (5,2 mU mg1). En presencia de
maltosa la actividad PEP alcanz6 1,7 mU mg-l. Cuando se utiliz6 la glucosa como
fuente carbono, la actividad PEP disminuy6 a lo largo de la curva de crecimiento,

desde 3,2 hasta 1,6 mU mg! (Figura 53).
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Figura 53. Efecto de diferentes fuentes de carbono en la produccion de PEP Mx en
la cepa L. caser IPLA1504. Se muestra la actividad PEP registrada en tres puntos
diferentes de la curva de crecimiento (5, 13 y 24 h) y en tres fuentes de carbono diferentes
(glucosa, lactosa y maltosa). Los ensayos enzimaticos fueron realizados por triplicado. Se

muestra el valor medio y la desviacion estandar.

4. PROTEOLISIS DEL PEPTIDO 33-mer

Con el objetivo de comprobar si la cepa L casez IPLA1504 es capaz de
hidrolizar el péptido inmunogénico, se incubd con el péptido 33-mer (25,5uM)
durante 12 h a 37°C. La degradaciéon del péptido se monitorizé6 mediante HPLC
(Figura 54).

La cepa L. casei IPLLA1503 fue capaz de degradar completamente el péptido
inmunogénico tras 12 horas de incubacién y no se observaron productos de

degradacion en el cromatograma (Figura 54).
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L. casei IPLA1504
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Figura 54. Hidrdlisis del péptido inmunotoxico 33-mer. La cepa L. casei IPLA1503 se
incub6 con el péptido 33-mer (25,5 uM) durante 12h. Cada 4h se recogieron alicuotas y la
concentracién del sustrato se monitoriz6 mediante andlisis HPLC. El cromatograma
muestra la degradaciéon del péptido 33-mer a lo largo del tiempo. El cromatograma

completo se observa en un cuadro con el sustrato sefialado con una flecha.
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Discusion

En la actualidad, el trigo es uno de tres cultivos de cereales mas importantes a
nivel mundial, con una cosecha anual de 600 millones de toneladas (Shewry, 2009).
El gluten es un conjunto de proteinas presentes en el grano de trigo y se utiliza
como materia prima o aditivo alimentario en un 80% de los alimentos que
consumimos. Su secuencia aminoacidica rica en residuos de prolina y glutamina, le
proporciona una buena capacidad de absorcién de agua, retencién de gas,
cohesividad, viscosidad y elasticidad, caracteristicas que favorecen la elaboracion de
pan y lo convierten en un ingrediente unico en la elaboracién de multitud de
productos (Wieser, 2007). Sin embargo, no todo en el trigo son ventajas.
Aproximadamente un 1 % de la poblacion mundial desarrolla una intolerancia
alimentaria al gluten, la EC (Green y Cellier, 2007). Hoy en dia representa una de las
enfermedades genéticas mas comunes (Green y Cellier, 2007). Sin embargo, el unico
tratamiento que existe actualmente para la EC es seguir una estricta DSG durante
toda la vida de paciente, por lo que es necesario y urgente el desarrollo de nuevas
terapias alternativas o complementarias a la DSG que mejoren la calidad de vida de
los pacientes celiacos. En los ultimos afios se han propuesto numerosos
tratamientos que se encuentran en diferentes fases de investigaciéon, como por
ejemplo la terapia enzimatica oral, que se basa en la administraciéon de enzimas
especificos de prolina y glutamina, para acelerar la degradacion del gluten durante el
proceso digestivo en el TGI (Bethune y Khosla, 2012). Los enzimas se pueden

obtener de origen animal, vegetal o microbiano, sin embargo, la producciéon de
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enzimas a partir de microorganismos presenta ciertas ventajas: Es mas barato, se
obtiene una produccién a gran escala con un rendimiento predecible y una
disponibilidad continua. Ademas, la enorme versatilidad de microorganismos
disponibles proporciona un elevado numero de enzimas diferentes (Garcfa y cols.,
2002). Por lo tanto, se propusieron la PEP Mx y la PEP S¢ como candidatas para la
hidrélisis de los péptidos del gluten (Shan y cols., 2004). Sin embargo estos
microorganismos no pueden ser incluidos en alimentos, por lo que el enzima debe
de ser purificada para su posterior administracién. Dado que las BAL se consideran
en general microorganismos GRAS, algunas especies estan consideradas como QPS
por la EFSA, forman parte de nuestra alimentacién, asi como de nuestra microbiota
intestinal, junto al hecho de que poseen un sistema proteolitico muy extenso y
variado, en la presente Tesis Doctoral hemos propuesto a las BAL como candidatas
ideales para completar la hidrolisis de los péptidos del gluten en el TGI y mas
concretamente para degradar el péptido mas inmunogénico del gluten (33-mer). Con
el fin de alcanzar dicho objetivo se han seguido dos estrategias: 1) La busqueda en
nichos ecolégicos variados de BAL silvestres con capacidad de degradar el péptido
33-mer y 2) la generacion de BAL recombinantes mediante biologia sintética que

sinteticen enzimas especificas para la hidrélisis de los péptidos del gluten.
1. BUSQUEDA DE BAL SILVESTRES

1.1.Desarrollo de un medio de cultivo adecuado para seleccionar bacterias

con actividad gliadinasa

Los medios de cultivo pueden ser selectivos y/o diferenciales. Los medios
selectivos poseen alguna caracteristica que tan solo permite el crecimiento de
determinados microorganismos, como por ejemplo la adiciéon de antibiéticos al
medio para seleccionar cepas resistentes (Starliper, 2008). Los medios diferenciales
suelen tener un compuesto o ingrediente que identifica una caracteristica particular
de un grupo microbiano y los diferencia del resto. Se pueden utilizar para identificar
enzimas que degraden una variedad de sustratos, incluyendo proteinas (p. ej.
gelatina, casefna, tirosina o elastina) o carbohidratos complejos como el almidén. A
menudo se observan zonas aclaradas alrededor de las colonias indicando una

reaccion positiva (Starliper, 2008). Por ejemplo, el medio de agar sangre permite
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detectar microorganismos con actividad hemolitica, debido a la lisis de las células
sanguineas presentes en el medio (Yeeh y cols., 2009). En algunos casos el medio
puede ser selectivo y diferencial, como por ejemplo el medio para Flavobacterium
colummare (Bullock y cols., 1986) que incorpora sulfato de neomicina como
antibacteriano selectivo y gelatina como caracter diferencial, puesto que las cepas

gelatinasa positivas forman un halo claro alrededor de la colonia (Starliper, 2008).

En la literatura se encuentran descritos diferentes medios de cultivo que
contienen gluten o gliadina entre sus componentes principales (Bernardo y cols.,
2009; Gerez y cols., 2006; Lale y Gadre, 2010; Mottis y cols., 1997; Zamakhchari y
cols., 2011). Sin embargo presentan ciertos inconvenientes, o son muy complicados
de preparar, o no se encuentran bien descritos o se obtiene un medio no
homogéneo debido a la insolubilidad de la gliadina en agua, lo que dificulta su uso
como ingrediente en la elaboraciéon de un medio de cultivo. Se ha descrito que un
tratamiento acido suave de la gliadina incrementa su solubilidad, debido a la
desaminacién de los residuos de glutamina, con la consecuente liberacién de amonio
(Vickery, 1923) y la disrupcién de puentes de hidrogeno. El tratamiento acido
también suscita la hidrolisis de los enlaces peptidicos, generando péptidos de bajo
peso molecular, incrementando la solubilidad de las proteinas y su capacidad de
emulsion (Vickery, 1922; Holme y Briggs, 1959; Wu y cols., 1976; Mimouni y cols.,
1994). Si el tratamiento acido es prolongado y se realiza a temperatura de hervido, se
produce la hidrolisis total de las proteinas con la consecuente liberacion de

aminoacidos libres (Vickery, 1922).

El objetivo en este trabajo era solubilizar la gliadina sin alcanzar un grado de
hidrolisis elevado, para poder utilizarla como sustrato para proteasas y peptidasas
bacterianas. Una degradacion elevada con la consecuente liberacion de aminoacidos,
restarfa selectividad al medio de cultivo, puesto que el crecimiento bacteriano se
basarfa en la utilizacién de los aminoacidos libres. El tratamiento aplicado obtuvo un
aumento del 18% de proteina solubilizada, que se corresponde con pequefos
péptidos de menos de 5 kDa. Resultados similares habfan sido obtenidos con harina
de trigo, donde la hidrdlisis genera oligopéptidos hidrofilicos y solvatados que

aumentan la solubilidad de la muestra (Kong y cols., 2007). También se comprobé el
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aumento de amonio que se relaciona con la desaminacién de glutamina,
corroborando los resultados expuestos por Vickery en 1922. Por lo tanto, el
incremento de la solubilidad de la gliadina habria sido debido tanto a la hidrélisis de

enlaces peptidicos como al proceso de desaminacion.

Al incorporar el hidrolizado obtenido (AHG) a una solucién acuosa que
contenfa sales minerales, vitaminas y fuente de carbono, se obtuvo un medio de
cultivo homogéneo, sin grumos ni particulas, con la fraccién proteica solubilizada.
Para evaluar el comportamiento de AHG como sustrato se utiliz6 pronasa, una
proteasa general con actividad gliadinasa conocida (Bietz y Rothfus, 1971). Tanto la
correlacion lineal obtenida entre la concentracién de pronasa y el diametro del halo
en AHG-M, como la obtenida en el analisis intercomparativo entre la degradacion
de AHG frente a una degradacién equivalente de azocaseina con pronasa,
demuestran que la formacién del halo es debida a la hidrélisis de la gliadina y
dependiente del nivel de actividad enzimatica aplicada, reafirmando el uso de AHG

como sustrato de enzimas con actividades gliadinasas.

En la composicion del medio AHG-M se incluyeron vitaminas y sales
minerales con el fin de permitir el crecimiento de bacterias exigentes
nutricionalmente, siendo la unica restriccién, poseer la capacidad de degradar la
gliadina. Los resultados con diferentes géneros y especies avalaron el uso de AHG-
M como medio de cultivo. Al utilizar AHG-M como método de aislamiento de
bacterias capaces de degradar la gliadina, a partir de una muestra de ensilado de
trigo, se puso de manifiesto el caracter selectivo y diferencial del mismo. El caracter
selectivo qued6é demostrado al observar una disminucién de varios 6rdenes de
magnitud en el recuento bacteriano en AHG-M en comparacién con el obtenido en
el medio PCA. El hecho de tener que utilizar obligatoriamente la gliadina como
fuente de nitréogeno inhibié el crecimiento de muchas bacterias. El caracter
diferencial se puso de manifiesto al observar que solo algunas de las colonias
presentaron un halo claro alrededor de la colonia. Los halos fueron visibles sin
necesidad de tefiir con los tradicionales colorantes de proteinas como el Azul de
Comassie y el Negro amido, manteniendo la viabilidad celular y permitiendo el

aislamiento de colonias directamente de las placas de agar. Los pases de
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enriquecimiento en caldo AHG-M no solo provocaron una disminuciéon en el
recuento microbiano, sino que ademas hubo un incremento del porcentaje de
colonias formadoras de halo de degradacién, demostrado su utilidad como método

de enriquecimiento de bacterias con esta capacidad.

La seleccion e identificacion de aislados capaces de crecer y formar halo en
AHG-M a partir de la muestra de ensilado de trigo, dio como resultado la obtencion
de cinco cepas pertenecientes al género Bacillus: Tres B. amiloliquefaciens, un B. subtilis
y un B. mojavensis. Ya se habia identificado una cepa de B. subtilis aislada de harina de
trigo con capacidad para degradar la gliadina (Phromraksa y cols., 2008). Los Baci/lus
son considerados como una de las bacterias mas proteoliticas de la naturaleza,
poseen proteasas tan activas como la subtilisina, capaz de degradar sustratos
proteicos muy diferentes como por ejemplo la caseina y la lisozima (Nishio y
Hayashi, 1984). Este hecho quedé de manifiesto al observar los diferentes perfiles

de hidrdlisis obtenidos en el zimograma.

1.2.Seleccion de muestras para la obtencion de BAL capaces de hidrolizar

la gliadina
1.2.1. Masas fermentadas

Los productos de panaderia se elaboran a partir de una masa fermentada
compuesta principalmente de harina, agua y sal. La fermentacién puede realizarse de
manera tradicional con fermentos espontaneos y naturales, o de manera moderna
utilizando levaduras de panaderia comerciales. La fermentacion tradicional, conocida
como masa madre acida o sourdongh, incluye multiples fermentaciones espontaneas
donde coexisten asociaciones estables de BAL y levaduras. Se han descrito mas de
50 especies de BAL, la mayoria pertenecientes al género Lactobacillus y mas de 20
especies de levaduras, principalmente pertenecientes a los géneros Saccharomyces y
Candida (De Vuyst y Neysens, 2005). Debido a la enorme adaptacion de las BAL a
los habitats en los que se encuentran (Broadbent et al 2012; Makarova y cols., 2007,
Toh y cols., 2013), se decidié buscar BAL capaces de degradar la gliadina en masas

fermentadas, donde el gluten es la proteina mayoritaria.
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A partir del analisis microbiolégico de las masas fermentadas se obtuvieron
recuentos bacterianos elevados en todas las muestras analizadas, similares a los
obtenidos anteriormente en otros trabajos (Vera y cols., 2009). A lo largo de los
pases de enriquecimiento en caldo AHG-M, se observa una disminucién progresiva
del numero de bacterias, lo que indica que se estaba llevando a cabo una seleccion
de aquellas bacterias capaces de crecer en AHG-M, y por lo tanto, potencialmente
capaces de degradar la gliadina. La masa fermentada industrial procedente de
Espafia dio resultados diferentes al resto de muestras analizadas, se obtuvieron los
recuentos bacterianos mas bajos y no se observo el proceso selectivo en el medio
AHG-M, puesto que el recuento fue similar en todos los medios y condiciones
ensayadas. El hecho de ser una masa industrial fermentada con levaduras
comerciales disminuye la biodiversidad microbiana de la muestra, que quedd patente

en el bajo recuento obtenido en todos los pases.

En las placas de AHG-M se observaron dos fenotipos, unas colonias
formaban halo y otras no. Se seleccionaron 48 aislados que posefan ambas
caracteristicas y se identificaron molecularmente, revelando que el 89,6% (43) eran
BAL. Mediante la técnica de PFGE se determiné que eran 20 cepas diferentes de
BAL, pertenecientes a las especies L. casei (15), Ln mesenteroides (4) y L. plantarum (1).
Si bien L. plantarum es una especie habitual en las masas fermentadas, Ln mesenteroides
y L. casei no lo son tanto (De Vuyst y Neysens, 2005; De Vuyst y cols., 2009;
Minervini y cols., 2014). La presencia de especies pertenecientes a los géneros
Lenconostoc y Weisella se asocia a fermentaciones tempranas, lo que podria explicar la
poca biodiversidad obtenida (Corsetti y cols., 2007). En la harina de trigo hay cuatro
carbohidratos principales: maltosa, sacarosa, fructosa y glucosa. Las poblaciones
microbianas presentes en las masas fermentadas forman asociaciones no
competidoras, donde especies como  Lactobacillus  sanfranciscensis  utilizan
preferentemente la maltosa y otras como L. plantarum fermentan glucosa y fructosa
prioritariamente (De Vuyst y cols., 2009). Es interesante destacar, que a pesar de
haber afiadido maltosa al medio AHG-M tal y como recomiendan Vera y cols.
(2009), no se obtuvo ningun aislado perteneciente a la especie L. sanfranciscensis, una

de las especies que se detectan con mayor frecuencia en este tipo de muestras (De
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Vuyst y Neysens, 2005; De Vuyst y cols., 2009; Minervini y cols). Este resultado
podria ser dependiente del origen, el procesado y las panaderias donde se elaboraron
las masas, puesto que se ha demostrado que existe una estricta correlacion
geografica entre las especies de BAL obtenidas en las masas fermentadas (De Vuyst

y cols., 2009) tal y como se detect6 en el analisis PFGE realizado.
1.2.2. Contenido ruminal bovino

Los rumiantes, son animales exclusivamente herbivoros que consumen
grandes cantidades de material vegetal. Han desarrollado un aparato digestivo
anterior, que se encuentra dividido en cuatro compartimentos. En el primero de
ellos, el rumen, se lleva a cabo una fermentacion anterior al intestino, donde se
produce la hidrélisis de los materiales de la pared celular vegetal y la degradacion de
proteinas, mediante un proceso microbiano muy complejo y eficiente. Los
rumiantes poseen una microbiota simbionte muy compleja que se caracteriza por
tener una elevada densidad poblacional y una amplia diversidad, donde coexisten
bacterias, protozoos, hongos y arqueas (van Soest, 1994). La microbiota ruminal
ejerce una intensa actividad proteolitica y desaminadora de aminoacidos. Se estima
que comprende varios cientos de especies bacterianas y al menos 30 son
predominantes, alcanzando valores de 10! células bacterianas por ml (Miron y cols.,
2011). De hecho, algunos trabajos proponen disminuir esta intensa proteolisis
microbiana, para que el propio rumiante pueda utilizar parte del nitrégeno

proveniente de la dieta (Wallace y Cotta, 1988, Broderick y cols., 1991).

Por lo tanto, el contenido ruminal es una fuente de microorganismos con
capacidades metabdlicas unicas, adaptados a la degradacién continua de sustratos
complejos. Es por ello que se decidié buscar cepas de BAL con actividades
gliadinasas en un ambiente tan peculiar como el contenido ruminal bovino. Cabe
destacar que es la primera vez que se describe el aislamiento de cepas de BAL

ruminales con capacidad para degradar gliadina.

En el medio genérico PCA se obtuvieron recuentos totales de 107-108 ufc ml-

1, un poco por debajo de trabajos previos que describen recuentos de 108-1010 ufc
ml! (Perry y Briggs, 1958; Wilson y Briggs, 1954). En MRSm y AHG-M estos

recuentos disminuyeron un orden de magnitud, demostrando que no todas las
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bacterias presentes en la muestra pueden crecer en estos medios. En el primer pase
de enriquecimiento en caldo AHG-M se observé una disminucién de los recuentos
microbianos, sefialando el proceso selectivo del medio. Sin embargo, en el segundo
pase, los recuentos aumentaron un orden de magnitud, lo que podtia ser debido a la

adaptacion de los microorganismos al medio AHG-M.

Al igual que con las muestras de masas fermentadas, se seleccionaron 17
aislados. Al identificarlos molecularmente se obtuvo que un elevado porcentaje, el
76,5 % de estos aislados (13), pertenecian al a la especie L. casez. La técnica de PEFGE
demostrd que se trataba de 9 cepas diferentes. Ya se conocfa la presencia de BAL en
el contenido ruminal bovino y en concreto de cepas pertenecientes a la especie L.
casei (Perry y Briggs, 1958; Jensen y cols., 1956). Este grupo bacteriano es altamente
dependiente de la dieta consumida por el rumiante, aumentando considerablemente
con buenos pastos y dietas ricas en almidon (Sadet-Bourgeteau y cols., 2010; Jensen

y cols., 1956).
1.3. Caracterizacion de las cepas silvestres
1.3.1. Seguridad de las cepas: Comprobando su resistencia a antibidticos

Un criterio muy importante a la hora de evaluar la bioseguridad de los
cultivos bacterianos destinados para consumo como aditivos alimentarios, es
comprobar la ausencia de resistencias antimicrobianas adquiridas (Visozo y cols.,
20006). Generalmente se consumen en elevadas proporciones, por lo que el estrecho
contacto con otras bacterias presentes en el intestino humano o animal es una
condiciéon excelente para la transferencia horizontal de genes con la ayuda de
transposones conjugativos y plasmidos (Teuber y cols., 1999). Para poder ser
incluidas en alimentos deben ser sensibles a un amplio espectro de antibiéticos. Por
lo tanto, se comprobo la resistencia de las 29 cepas de BAL aisladas en este trabajo a

nueve antibi6ticos diferentes.

Una cepa de L. plantarum y cuatro L. casei fueron estrictamente sensibles a
todos los antibidticos ensayados, segun los cortes propuestos por el panel de la
EFSA (2012). Sin embargo, los 24 L. casei restantes estin en el limite del corte

propuesto para cloranfenicol. Hay que tener en cuenta que debido a los graves
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efectos secundarios del cloranfenicol (dafo en la médula 6sea y anemia aplasica), su
uso en humanos estd practicamente restringido a infecciones muy graves como la
fiebre tifoidea (Shukla y cols., 2011). Ademas, el hecho de que la distribuciéon de
estas 24 cepas en cloranfenicol forme una tipica campana de Gauss, junto a que esos
valores de CIM (8 pg ml') son aceptados para especies de Lactobacillus muy cercanas
como p.ej. L. plantarum, podria indicar que no se trata de una resistencia adquirida,

sino de una resistencia intrinseca de este grupo poblacional (EFSA 2012).

1.3.2. Sistema proteolitico: gliadinasas, peptidasas y degradacion del 33-

mer

La secuencia aminoacidica de las gliadinas esta compuesta por un elevado
porcentaje de residuos de prolina dispuestos en secuencias repetidas, que le
confieren una inusual resistencia a la hidrolisis por los enzimas gastrointestinales
(Wieser, 2007), por lo que se acumulan en el lumen intestinal y desencadenan las
respuestas inmunitarias de la EC en individuos predispuestos (Sollid, 2002; Di
sabatino y Coraza, 2009; Shan y cols., 2002). El medio de cultivo AHG-M no solo
nos permitié aislar y seleccionar aquellos microorganismos capaces de degradar la
gliadina, sino que nos proporcioné informaciéon sobre la actividad gliadinasa. El
hecho de que ninguno de los sobrenadantes de los cultivos celulares formaran halo
de degradaciéon nos indica que la actividad o actividades involucradas no son
extracelulares, sino que se encontrarian en el interior celular o bien en el exterior,
pero ancladas a la superficie celular. Ademas, no se ha observado una asociacién
entre el fenotipo de crecimiento en AHG-M vy el fenotipo de formacién del halo,

por lo que podrian estar implicadas actividades diferentes en cada fenotipo.

Trabajos previos realizados por otros autores, demostraron que una
degradacién eficaz de los péptidos del gluten requiere la participacion de diferentes
actividades (De Angelis y cols., 2006; De Angelis y cols., 2009; Di Cagno y cols.,
2002). En la mezcla probidtica VSL#3, formada por 8 cepas de BAL, se
identificaron los enzimas prolina iminopeptidasa (Pepl), aminopeptidasa N (PepN)
y A, dipeptidasa, prolinasa, prolidasa (PepQ), dipeptidil peptidasa IV (PepX),
tripeptidasa y endopeptidasa (PepO) (De Angelis y cols., 2006). VSL#3 es capaz de

hidrolizar las gliadinas y los péptidos del gluten tras 24 h de fermentacién. Esta

151



Discusion

capacidad de hidrolisis se pierde cuando las cepas se ensayan por separado,
sugiriendo que ninguna de las cepas contiene el conjunto de peptidasas necesarias
para la hidrélisis (De Angelis y cols., 2006). En otro trabajo diferente, a partir de una
mezcla de lactobacilos capaces de hidrolizar el gluten, se purificaron 9 peptidasas y

se propuso que para degradar completamente el péptido 33-mer son necesarias al

menos tres: PepN, PepX y PepO (De Angelis y cols., 2009).

Por lo tanto, se cuantificaron diferentes actividades peptidasa especificas de
prolina (PepX, Pepl, PepQ, PepO, PEP) y la aminopeptidasa N en las 29 cepas
seleccionadas en este trabajo. Los resultados muestran que practicamente todas las
cepas analizadas presentan niveles variables de actividad PepX, Pepl, PepQ y PepN.
En ninguna de las cepas analizadas se detecté PepO ni PEP. Si bien las BAL poseen
varias actividades especificas de prolina, todas ellas liberan aminoacidos o dipéptidos
en los extremos de los oligopéptidos. Sin embargo, hasta el momento en BAL no
hay evidencias de una actividad que hidrolice enlaces peptidicos de residuos internos
de prolina situados en péptidos largos, como la actividad PEP (Savijoki y cols.,
20006). Esta actividad se encuentra sobretodo en bacterias Gram negativas como M.
xanthus y S. capsulata (Gass y Khosla, 2007; Kabashima y cols., 1998), y ha sido

propuesta como posible terapia enzimatica oral para la EC (Gass y cols., 2005).

Cinco de las 29 cepas fueron capaces de hidrolizar completamente el péptido
inmunogénico 33-mer tras 24 h de incubacién. Aunque De Angelis y cols. (2000,
2009) habian descrito que PepO era una actividad indispensable en la hidrolisis del
péptido, en las cepas seleccionadas en este trabajo no se detect6 la actividad PepO,
lo que sugiere la presencia de otras actividades implicadas en la hidrdlisis de los

péptidos del gluten.

Un 33,3% de las cepas provenientes del contenido ruminal y un 10% de las
provenientes de las masas fermentadas, fueron capaces de degradar completamente
el péptido 33-mer en las condiciones ensayadas, demostrando que en el contenido
ruminal bovino se aislé un mayor porcentaje de BAL capaces de degradar el
péptido.

Finalmente se seleccionaron dos cepas, L. casei IPLLA12038 (masas

fermentadas) y L. casez IPLLA12046 (contenido ruminal), debido a la elevada

152



Discusion

degradacion del péptido 33-mer. Aunque ambas cepas presentaron actividad PepX,
Pepl, PepQ y PepN, no poseian los niveles de actividad mas elevados, sugiriendo la
posibilidad de tener otras actividades peptidasa diferentes implicadas en la
degradacion del péptido. Tras 8 h de incubacion, L. caser IPLA12038 y L. casei
IPLLA12046 habfan degradado mas del 80% y del 60% del péptido, respectivamente
Puesto que para el ensayo se habfan utilizado 195 ppm de péptido 33-mer, tras 8 h
de incubacién habian degradado unas 156 ppm y 117 ppm del péptido. Teniendo en
cuenta que este péptido constituye aproximadamente el 1,25 % del gluten (Comino
y cols., 2012), esta cantidad equivaldria aproximadamente a 12.480 ppm y 9.360 ppm
de gluten. Ademas, no se observaron nuevos productos de hidrolisis en los
cromatogramas. Considerando que el consumo de gluten diario en un estudio de
una poblacion Holandesa fue de 13,1 g (van Overbeek y cols., 1997) y que ambas
cepas fueron sensibles a los antibioticos ensayados, excepto L. casez IPLLA12038 que
sobrepasé ligeramente el corte establecido para cloranfenicol, estas cepas podrian

hidrolizar las trazas diarias de gluten presentes en los alimentos.

1.3.3. Capacidad de las cepas L. casei IPLA12038 y L. casei IPLA12046 de

sobrevivir bajo las condiciones simuladas del TG/

Los péptidos inmunotoxicos se acumulan en el lumen intestinal, por lo que
este deberfa de ser el lugar de acciéon de las enzimas degradadoras. Por lo tanto, se
estudi6 la capacidad de las cepas seleccionadas de sobrevivir al paso por el TGI y
alcanzar las condiciones intestinales como células metabdlicamente activas. Se
comprobo el efecto de la lisozima, la pepsina, la bajada de pH, las sales biliares y los
enzimas pancreaticos en un sistema continuo de simulacién del TGI en las dos
cepas seleccionadas, L. cases IPLA12038 y L. cases IPLLA12046 (Fernandez de
Palencia y cols., 2008). Las cepas se resuspendieron en leche como matriz
alimentaria, puesto que es el método habitual de consumo de BAL. Ademas, se ha
descrito que la leche ejerce un efecto beneficioso sobre la protecciéon del cultivo
celular (Conway y cols., 1987; Charteris y cols., 1998; Wang y cols., 2012), tal y
como se demostrd en este trabajo con la cepa L. cases IPLA1506. Ambas cepas
demostraron una buena resistencia al estrés gastrointestinal. Resistieron el estrés

gastrico durante los pH 5, 4,1 y 3, y disminuyeron 4 6rdenes de magnitud solo en las
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condiciones mas extremas, pH 2,1 y pH 1,8, manteniéndose en 10#-10> ufc ml!. La
adiciéon de sales biliares y enzimas pancreaticos apenas afectaron a la viabilidad
celular. Esta buena resistencia podria estar relacionada con el origen de ambas cepas.

La cepa L. casei IPLLA12038 proviene de una masa fermentada. Durante la
fermentaciéon de la masa se alcanzan valores de pH por debajo de 3,5, donde
predominan bacterias pertenecientes al género Lactobacillus (De Vuyst y Neysens,
2005; Minervini y cols., 2014), lo que podtia explicar la elevada resistencia de esta
cepa al pH gastrico. Por el contrario, la cepa L. casez IPLLA12046 proviene de una
muestra de contenido ruminal bovino. Las condiciones ruminales favorecen el
crecimiento de microorganismos, el pH oscila entre 5,5-7 con ligeras variaciones en
funcién del tipo de alimentacién, dietas ricas en almidén provocan una acidosis
ruminal que disminuye el valor de pH por debajo de 5,5. Si bien este es un ambiente
propicio para el crecimiento bacteriano, el fuerte movimiento peristaltico del rumen
desplaza a los microorganismos entre los distintos compartimentos del sistema
digestivo, por lo que podrian estar parcialmente adaptados a un ligero estrés
gastrointestinal (Owens y cols., 1998). Ademas, la especie L. casei se encuentra
habitualmente en el sistema digestivo humano (Axelsson, 2004) y se ha demostrado
en numerosas ocasiones su capacidad de sobrevivir a las condiciones
gastrointestinales (Curto y cols., 2011; Bao y cols., 2013; Sidira y cols., 2010; Tuohy
y cols., 2007; Oozeer y sol., 2006; Yuki y cols., 1999).

1.3.4. Andlisis del genoma de L. casei IPLA12038

El hecho de que la mayoria de los lactobacilos aislados en este trabajo posean
un perfil de peptidasas muy similar, pero solo cinco fueron capaces de degradar
eficientemente el péptido 33-mer, abre la posibilidad de que estas cepas posean otras
peptidasas que no se hayan identificado en este trabajo. Por lo tanto, consideramos
interesante la secuenciacion completa del genoma de la cepa L. cases IPLLA12038 y su
comparacion con otros genomas disponibles, con el objetivo de identificar aquellas

actividades que pudieran estar implicadas en la hidrélisis de la gliadina.

En la presente Tesis Doctoral se ha secuenciado por primera vez el genoma
de un L. casei proveniente de una masa acida fermentada. El elevado nimero de

genes implicados en el metabolismo de carbohidratos, proteinas y aminoacidos es
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una caracteristica tipica de la especie L. casez, utilizada para adaptarse con facilidad a
nuevos ambientes y estilos de vida (Broadbent y cols., 2012; Toh y cols., 2013;
Douillard y cols., 2013; Vogel y cols., 2011). Asi como la presencia de 38
transposasas y secuencias moviles, que representa el 1,2% del genoma, facilitarfa la
adaptacion a nuevos nichos proporcionando plasticidad al genoma (Vogel y cols.,
2011). Se observa la presencia de genes involucrados en la sintesis de
exopolisacaridos, frecuentes en cepas provenientes de masas fermentadas, puesto
que mejoran la textura de la masa, alargan la vida util del producto y su valor
nutritivo (Tieking y cols., 2005). Sin embargo, difiere mucho de la BAL mas
frecuente en masas fermentadas, L. sanfranciscensis, que tiene un tamafio de genoma
de 1,4 Mpb, en comparacién con los 3,1 Mpb de L. cases IPLA12038 (Vogel y cols.,
2011).

Se han hallado ocho genes pertenecientes al sistema inmunitario adaptativo
CRISPR-Cas. Este sistema es utilizado por las bacterias para protegerse de
bacteriofagos invasivos o ADN plasmidico. L. casez IPLA12038 posee 8 genes del
sistema CRISPR-Cas, cuatro de ellos no se encontraron en el genoma de L. casei
BL23. Es una caracteristica demandada en el campo de la industria alimentaria, que

lucha continuamente contra la infecciéon por bacteriéfagos (Horvath y Barrangou,

2010; Dupuis y cols., 2013).

En la Tabla 19 se observa una amplia representaciéon de la diversidad
genética, ecologica y geografica de la especie L. caser. 1. casei IPLA12038 se
encuentra entre los cinco genomas de L. case/ de mayor tamano, y es el segundo con
mayor nimero de CDS, después de L. case; A2-362. Este resultado concuerda con
que todos los L. casei aislados de plantas poseen el repertorio mas diverso de genes
accesorios especificos de cepa (Broadbent y cols., 2012). La comparaciéon con los
ocho genomas completos de L. casei realizada con el programa Mauve, sefiala que
son genomas muy conservados. A pesar de ello, se observan numerosas regiones

especificas y diferenciales para cada cepa.

Se ha descrito que en la especie L. cases, las mayores diferencias existentes
entre cepas suelen encontrarse en los plasmidos, indicadores de la evolucion de esta

especie (Douillard y cols., 2013). L. case; IPLA12038 posee varios plasmidos, y
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ademas present6 366 CDS especificas que no se encuentran en el genoma de la cepa

de referencia L. case; BL23, poniendo de manifiesto la gran diferencia existente entre

ambas cepas. Lamentablemente, ninguna CDS exclusiva de L. casez IPLLA12038

estaba anotada como peptidasa o proteasa. Sin embargo, 284 de estas CDS

especificas estaban anotadas como proteinas hipotéticas de funcién desconocida,

abriendo la posibilidad de identificar en un futuro las posibles actividades implicadas

en la hidrolisis de la gliadina.

Tabla 19. Caracteristicas principales de 18 genomas de L. casei. Adaptado de

Broadbent y cols., (2012).

Ne N2 de pb
Cepa Origen Cobertura %GC Plasmido CDS tRNAs
contigs totales

ATCC 334 Queso suizo 8x 2 2.924.325 46,6 1 2.643 59
M36 Queso Cheddar 19x 78 3.152.126 46,3 3.001 57
Uuwi Queso Cheddar 21x 143 2.865.538 46,4 2.826 54
uw4 Queso Cheddar 22x 122 2.758.298 46,4 2.689 57
Zhang Koumiss bx 2 2.898.335 46,4 1 2.723 59
BD-II Koumiss 381x 2 3.127.288 46,3 1 3.069 59
LC2W Producto lacteo 98x 2 3.077.434 46,3 1 3.019 58
Lc-10 Producto lacteo 24x 76 2.951.397 46,4 2.780 58
Lpc-37 Producto lacteo 133x 150 3.075.253 46,3 2.861 58
BL23 Desconocido 34x 1 3.079.196 46,3 0 2.977 60
12A Ensilado de maiz 23x 28 2.885.619 46,4 2.702 57
21/1 Ensilado de maiz 26x 75 3.215.878 46,2 3.080 57
32G Ensilado de maiz 17x 42 3.011.496 46,4 2.920 57
A2-362 Vino 24x 167 3.361.266 46,1 3.262 58
ucD174 Vino 25x 116 3.071.637 46,4 3.020 57
T71499 Sangre humana 30x 55 3.000.122 46,2 2.796 57
CRF28 Sangre humana 24x 57 3.036.548 46,3 2.911 54
IPLA12038 Masa fermentada 40x 120 3.151.760 46,2 varios 3.144 60

2. GENERACION DE BAL RECOMBINANTES

Como ya se ha comentado a lo largo de este trabajo en numerosas ocasiones,

las PEP han sido seleccionadas como posibles agentes terapéuticos para tratar la EC

(Gass y cols., 2005; Shan y cols., 2004). Actualmente se estan estudiando con mas
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detalle la PEP S¢y la PEP Mx por proceder de microorganismos no patéogenos, por
lo que su uso como farmaco serfa mas conveniente (Kabashima y cols., 1998; Gass y
cols., 2005), pero la desventaja de estos microorganismos es que no pueden ser
incluidos en alimentos, por lo que el enzima tiene que ser producida y purificada
para su posterior administracion. Shan y cols. (2004) ya expresaron los genes en E.
coli y purificaron PEP Mx y PEP Se Sin embargo, E. /i tampoco es una bacteria
que se pueda incorporar en un alimento, por eso consideramos el uso de cepas de
BAL como hospedadores para la expresion heterdloga de pepMxy pepSe. Las

BAL son microorganismos seguros que forman parte de nuestra alimentaciéon y son
ampliamente utilizadas en la industria alimentaria (De Vos, 2011). Se ha demostrado
su prometedor uso como productoras de proteinas heterdlogas, tanto para
aplicaciones experimentales como comerciales (Nouaille y cols., 2003; Wells y
Mercenier, 2008; Bermudez-Humaran y cols., 2013; Daniel y cols., 2011; del Rio y
cols., 2010). Ademas el uso de BAL proporciona importantes ventajas frente a E.
coli: No producen endotoxinas, producen cantidades muy bajas de exoproteinas
nativas y su genoma es mas pequefio que el genoma de E. ¢o/i (Kunji y cols., 2003).
Estas caracterfsticas proporcionan una mejora en la produccion heterdloga 7 vivo y
en su uso como vehiculo de suministro de vacunas, ya que hay menos proteinas
contaminantes cuando se utilizan BAL como hospedadores (Kunji y cols., 2003;
Wells y Mercenier, 2008; Bermudez-Humaran y cols.,, 2013). Hasta la fecha,
Lactoccocus y Lactobacillus han sido los dos géneros principales de BAL utilizados para
la producciéon de moléculas recombinantes (Wells y Mercenier, 2008; Bermudez-
Humaran y cols., 2013; de Azevedo y cols., 2013). Por lo tanto, decidimos generar
cepas recombinantes de L lactis y L. case/ que produzcan PEP Mxy PEP S¢, con el
objetivo de complementar la accién de los enzimas gastrointestinales e hidrolizar los

péptidos del gluten hasta aminoacidos libres en el duodeno.
2.1.Sistemas de clonacion
2.1.1. Sistema NICE

Inicialmente seleccionamos L. lactis como bacteria hospedadora y el sistema
NICE, por ser uno de los mas eficientes en BAL, para la expresion de los genes

heterélogos de interés (De Ruyter y cols., 1996; Kuipers, 1998). Se construyeron dos
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cepas de Le. Jactis NZ9000 recombinantes que expresaban los genes pepSec (Le. lactis
IPLA1509) v pepMx (Le. lactis IPLLA1510). La actividad PEP fue 4,4 veces superior
en la cepa L lactis IPLLA1510, por lo que fue seleccionada para estudios posteriores.
Ya habia sido descrito que PEP Mx posee una mayor especificidad y afinidad por el
sustrato cromogénico Suc-Ala-Pro-pNa que PEP S¢ (Shan y cols., 2004), lo que

explicaria la elevada diferencia de actividad entre ambas cepas.

Una vez optimizadas las condiciones de inducciéon (2,5 ng ml-1 de nisina
durante 3 h de incubacién), se analiz6 la capacidad de hidrolizar el péptido 33-mer.
Cuando el cultivo celular de L /actis IPLA1510 fue inducido con nisina, la cepa
hidrolizé un 80% del péptido inmunogénico tras 24 h de incubacion. Sin embargo,
el mismo cultivo celular sin inducir, utilizado como control negativo del
experimento, degradé un 4% en 24 h. El sistema de transporte en L Jactis se
encuentra muy estudiado, y los transportadores descritos no aceptan péptidos tan
largos como el 33-mer, por lo que es probable que no pueda ser transportado al
interior celular (Mazé y cols., 2010; Savijoki y cols., 2006). En consecuencia,
suponemos que se debié de producir una lisis celular, al menos parcial, que habria
permitido la liberacion de PEP Mx al exterior, y por lo tanto, la degradacion del

péptido 33-mer.
2.1.2. Sistema de integracion de grado alimentario

La expresion de genes de interés en plasmidos, como el sistema que
acabamos de describir, presenta tres grandes desventajas: 1) La inestabilidad de los
genes por estar clonados en un vector que debe de ser mantenido continuamente
con la adicién del antibiético de seleccion, 2) la expresion inducible dependiente de
la concentracién de nisina disponible en el entorno y 3) poseer marcas de resistencia
a antibiéticos y ADN de grado no alimentario procedentes del vector, caracteristicas
todas ellas que restringen su posible uso en alimentos. También cabe destacar, que
L. Jactis no es el hospedador ideal para nuestro objetivo, ya que es poco resistente al
paso por el TGIL Ademas, dado que el tamafio del péptido inmunogénico es
ligeramente superior al limite de los transportadores de péptidos descritos en BAL,
nos planteamos ir un paso mas alla y conseguir la produccién extracelular de PEP.

Por lo tanto, para solventar estos problemas nos enfrentarnos a una serie de retos:
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1) Utilizar L. casez como hospedador, 2) Integrar establemente en su cromosoma los
genes pepMx y pepSe, 3) Mantener el estatus de grado alimentario de las cepas
recombinantes, 4) Producir constitutivamente los enzimas en cantidad suficiente y

5) Producir los enzimas intra y extracelularmente.

Los tres primeros desafios los hemos resuelto utilizando el sistema de
integraciéon de grado alimentario desarrollado en nuestro grupo (Martin y cols.,
2000; Martin y cols., 2004; Martin y cols., 2011). Mediante el uso de este sistema, se
integraron los genes pepMxy pepSc en el cromosoma de la cepa L. casez BL23 bajo el
control del promotor constitutivo del gen apf de L. crispatus (Martin y cols., 2011).
Ademas, la fusion traduccional del péptido sefial del gen apf en el extremo amino,
permitié la secrecién de las proteinas al exterior celular. Hay que destacar que
ninguna de las PEP descritas hasta el momento son extracelulares, todas ellas han
sido descritas como enzimas intracelulares o periplasmicas (Shan y cols., 2004). Su
elevado tamafio, de aproximadamente 78 kDa (Gass y Khosla, 2007) podria afectar
a la produccién, solubilidad, plegamiento y secrecion del enzima al exterior celular.
En consecuencia, dirigir estas proteinas tan grandes a través de la membrana y
obtener un plegamiento adecuado con una buena cantidad y actividad enzimatica
supuso realmente un reto importante. Se obtuvieron cuatro cepas de L. casei
recombinantes que produjeron PEP Mx y PEP S¢ activas, como demostraron los
valores de actividad frente al sustrato cromogénico, tanto en el citoplasma como

secretadas al exterior celular.

Ademas de producir la proteina, es importante obtener la maxima actividad
posible. En BAL se habia descrito la influencia de la fuente de carbono en la
expresion heterdloga, por lo que se ensayo la actividad en glucosa, lactosa y maltosa.
Se observo que en la mayor parte de los casos fue en presencia de lactosa donde se
obtuvieron los mejores niveles de actividad. Sin embargo, se decidié dar mas
importancia al elevado crecimiento obtenido en glucosa, que facilita el trabajo en el
laboratorio, obteniendo masas celulares mas elevadas en tiempos menores. Se

selecciond glucosa para experimentos posteriores.

Al analizar la actividad enzimatica de las PEP extracelulares a diferentes

valores de pH, se detecté un comportamiento diferente entre ambos enzimas. En el
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caso de PEP Mx no se detecté actividad por debajo de pH 5, pero se obtuvieron
buenos niveles de actividad a pH 7. Sin embargo, con PEP S¢ no se observaron
grandes variaciones de actividad en los diferentes pH ensayados. Estos resultados
coinciden con trabajos previos que describen la PEP S¢, como la PEP mas activa y
estable en condiciones gastricas (pH acido y presencia de pepsina), mientras que
PEP Mx es precisamente muy susceptible a estas condiciones ambientales (Shan y
cols., 2004; Ehren y cols., 2008; Kabashima y cols., 1998; Gass y cols., 2007; Gass y
Khosla, 2007; Gass y cols., 2005). Sin embargo, PEP §¢ es un enzima muy activo
frente a los péptidos mas pequefios del gluten (menores de 30 aminodcidos), pero es
incapaz de degradar el péptido inmunotéxico 33-mer, debido a su tamafio (Gass y
cols., 2004). Estas dos caracteristicas, resistencia a pH acido e imposibilidad de
degradar el 33-mer, fueron tenidas en cuenta por Gass y cols. (2007), que realizaron
una combinacion sinérgica de PEP S¢ con la endoproteasa EP-B2, de forma que el
conjunto de ambos enzimas fue capaz de degradar el gluten en condiciones
gastrointestinales. La endoproteasa hidroliza los péptidos mas grandes, mientras que
PEP Sc degrada lo mas pequefios (Gass y cols., 2007). En el presente trabajo de
Tesis Doctoral, hemos generado un L. case/ recombinante, de forma que el
hospedador potencia y complementa la actividad PEP Sg obteniendo una
degradacién completa del péptido 33-mer. Este resultado se confirma al compararlo
con la cepa recombinante L. Jactis IPLA1510, que aun produciendo una mayor
cantidad de PEP, la velocidad de degradacién del péptido fue mucho menor,

reflejando la importancia del hospedador en la hidrélisis del péptido 33-mer.

En el caso de PEP Mx; a pesar de ser susceptible a las condiciones gastricas,
su elevada actividad a pH 7 y el hecho de ser bastante resistente a los enzimas
pancreaticos (Shan y cols., 2004), hacen de este enzima una candidata ideal para
hidrolizar los péptidos del gluten en su sitio de accién, el duodeno, donde hay un
pH 6,0-7,0. En este caso es necesario el desarrollo de un sistema de transporte que
proteja al enzima a través del TGI, tal y como trataron de realizar Gass y cols.
(2005) utilizando capsulas de recubrimiento entérico. En el presente trabajo, células
vivas de L. case/ actian como sistema de transporte protegiendo al enzima a lo largo

del paso por el TGI y asegurando su produccion en el lugar de accién, el duodeno.
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Esta estrategia evita los tediosos y costosos pasos previos de sintesis y purificacion
del enzima. Ademas, aunque habia sido demostrado previamente que PEP Mx
degrada el péptido 33-mer en fragmentos de 4 a 7 aminoacidos (Shan y cols., 2004),
L. casei IPLA1506 fue capaz de degradar completamente el péptido 33-mer, no
habiéndose detectado mediante la técnica LC-MS péptidos mas pequefios producto
de la degradacion. Este resultado sugiere que la degradacion inicial del péptido 33-
mer por PEP Mx serfa una actividad que limitarfa la velocidad de la reaccion, pero
en cuanto se realiza la hidrélisis interna del péptido, los transportadores y las
peptidasas de la cepa hospedadora eliminarfan rapidamente los productos de PEP
Mx. Es bien conocido que el sistema proteolitico de las BAL posee diferentes
transportadores de oligopéptidos, asi como una bateria de peptidasas intracelulares.
Los resultados obtenidos indican que el péptido 33-mer serfa demasiado largo para
que L. case BL23 pueda transportarlo al interior celular intacto (Mazé y cols., 2010;
Savijoki y cols., 2000), de forma que la actividad PEP Mx extracelular degradaria
parcialmente el péptido 33-mer en el medio extracelular y los péptidos resultantes,
mas pequefios, ya podrian ser transportados al interior celular donde serfan

finalmente degradados a aminoacidos.

Las cepas recombinantes generadas en el presente trabajo podrian ser
utilizadas para detoxificar el gluten de la dieta de los enfermos celiacos. Fueron
capaces de degradar totalmente 100 ppm del péptido 33-mer tras 12 h de
incubacién, que es aproximadamente la cantidad que tendrian 8.000 ppm de gluten.
Considerando un consumo diario normal de gluten de 13,1 g, estas cepas podrian
ser una terapia util para hidrolizar el péptido inmunotoxico presente en las trazas
diarias de gluten presente en los alimentos, puesto que hemos demostrado que estas
cepas no solo son capaces de sobrevivir a las condiciones gastrointestinales
simuladas 7z vitro, sino que ademas, mantienen la capacidad de secretar la PEP de
manera activa (van Overbeek y cols., 1997). Es importante destacar el papel que
juega la leche en la supervivencia celular. En estudios preliminares con las células
resuspendidas en medio de cultivo o en solucion salina la supervivencia fue mucho

menor (datos no mostrados). Muchos estudios han demostrado que la capacidad de
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las BAL de sobrevivir a las condiciones del TGI es considerablemente mejorada por

la leche (Conway y cols., 1987; Charteris y cols., 1998; Wang y cols., 2012).

Sin embargo, a pesar de haber obtenido actividad tanto con el sustrato
cromogénico, como con el péptido 33-mer con las cuatro cepas de L. casei
recombinantes construidas, la cepa L. casez IPLA1506 es la que redne las
caracteristicas mas prometedoras: posee los niveles de actividad extracelular mas
clevados, degradé completamente el péptido 33-mer tras 12 h de incubacién sin
dejar productos toxicos de la degradacion, y ademas necesité un menor tiempo de
incubacién para producir PEP tras las condiciones intestinales que la cepa L. cases
IPLA1507. L. casez IPLLA1506 actia como vector, transportando el enzima PEP Mx
a las condiciones intestinales. De esta forma solventa las desventajas del enzima al
protegerla de las condiciones gastricas, y potencia sus beneficios al complementar la
hidrélisis del péptido 33-mer y asegurar su secreciéon en el duodeno, sabiendo que
PEP M-x es resistente y estable durante mas de 1 h a los enzimas pancreaticos (Shan

y cols., 2004).

Nuestros estudios sugieren que tanto la cepa silvestre L. case; IPLA12038,
como la cepa recombinante L. case IPLLA1506 serfan buenos candidatos para realizar
ensayos 7 vitro e in vivo en modelos de EC, como por ejemplo los ensayos realizados
con macacos sensibles al gluten, con los que se ensayaron nuevas terapias
enzimaticas como la de la endoproteasa B2 de cebada (Bethune y cols., 2008).
También se han utilizado ratas recién nacidas sensibilizadas con INF-y y alimentadas
con gliadina para evaluar la administracion de una cepa de Bifidobacterinm longum
(Laparra y cols. 2013). Para nuestro proposito, los ratones serfan unos buenos
candidatos debido a su corta vida, a los avances en su manipulaciéon genética y a la
capacidad de alterar radicalmente su microbiota intestinal. Ademas, se ha
demostrado un efecto adyuvante de L. case/ en un modelo murino de sensibilidad al
gluten (D'Arienzo y cols., 2008), asi como el potencial de L. casei de reducir la
enteropatia especifica de gliadina en este mismo modelo (D'Arienzo y cols., 2011).
De hecho, la administracién de L. casei reduce la atrofia vellositaria y la homeostasis

anormal de la mucosa intestinal.

162



Discusion

3. PERSPECTIVAS DE FUTURO

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral abren la puerta a una
nueva terapia alternativa para la EC basada en el uso de BAL como fuente de
enzimas para hidrolizar los péptidos inmunotéxicos del gluten. Se trata de una
primera aproximacion que revela aplicaciones prometedoras de las BAL en el campo
de la EC. En un futuro se podria ensayar combinaciones de cepas que degraden los
péptidos en un tiempo menor. Otra opcidon prometedora serfa la combinacion de las
dos estrategias desarrolladas en este trabajo, clonando el gen que codifica la PEP Mx
en la cepa seleccionada de masas fermentadas, L. case; IPLA12038. También se
podrian expresar en una misma cepa varios genes que codifiquen actividades
enzimaticas especificas en la hidrolisis del gluten para conseguir un efecto sinérgico
entre ellas, como por ejemplo la endoproteasa de cebada B2 (Bethune y cols., 20006),
la prolil endoproteasa de Aspergillus Niger (Stepniak y cols., 2006) o las actividades
especificas de glutamina aisladas de la cavidad oral de cepas de Rhotia (Zamakhchar
y cols.,, 2011). Todas ellas son actividades con un interesante futuro en la
degradacion del gluten, y los resultados obtenidos en este trabajo apuntan a la
utilizaciéon de L. casei vivas como los vectores ideales para su producciéon en la

mucosa intestinal.
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El objetivo de la presente Tesis Doctoral fue obtener cepas de BAL capaces
de degradar el péptido inmunogénico 33-mer asociado con el desarrollo de la EC.

De los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir que:

Conclusién 1: El tratamiento acido de la gliadina permitié aumentar su
solubilidad, generando péptidos de bajo peso molecular pero no aminoacidos
libres y permitiendo su uso como unica fuente de nitrégeno en un medio de
cultivo selectivo que denominamos AHG-M, con el que se seleccionaron

bacterias con actividad gliadinasa.

Conclusién 2: El desarrollo de un zimograma que contiene hidrolizado acido
de gliadina como matriz permitié identificar distintas actividades enzimaticas
implicadas en la degradacion de la gliadina, obteniéndose distintos perfiles de

hidrélisis para cada cepa analizada.

Conclusiéon 3: A partir de diez muestras de masas de harina fermentada se
obtuvieron 15 cepas diferentes de L. casez, 1 de L. plantarum y 4 de Ln. mesenteroides

capaces de crecer en AHG-M y de formar halo de degradacion.

Conclusiéon 4: A partir de dos muestras de contenido ruminal bovino se
obtuvieron 9 cepas diferentes de L. casei capaces de crecer y formar halo de

degradacién en el medio AHG-M.

165



Conclusiones

166

Conclusiéon 5: Todas las cepas seleccionadas presentaron actividad PepQ,
PepX y Pepl. Todas las cepas seleccionadas a excepcion de una cepa de L.

mesenteroides presentaron actividad PepN. En ninguna de las cepas se detecto

actividad PepO ni PEP.

Conclusién 6: Cinco de las cepas seleccionadas degradaron completamente el
péptido inmunogénico 33-mer en las condiciones ensayadas, de las cuales L. cases
IPLA12038 y L. cases IPLA12046 degradaron el 85% y el 70% del péptido
respectivamente, tras 8 h de incubacion. Ambas cepas son capaces de sobrevivir a

las condiciones gastrointestinales simuladas 7 vitro.

Conclusién 7: Se ha secuenciado, ensamblado y analizado el genoma completo
de L. cases IPLLA12038, identificindose 25 CDS que codifican peptidasas y 22 que
codifican proteasas. Ademas, se identificaron 366 CDS que no se encuentran en
el genoma de la cepa de referencia L. case; BL23, 284 de las cuales estan anotadas

como proteinas hipotéticas de funcién desconocida.

Conclusién 8: Se han construido dos cepas recombinantes de Le. lactis, Le. lactis
IPLA1509 y Le. lactis IPLA1510, que expresan bajo el control del promotor
inducible de la nisina los genes pepSc y pepMx, respectivamente. L lactis
IPLA1510 present6 una actividad PEP 4,4 veces mas elevada que L lactis
IPLA1509 y fue capaz de degradar el 80% del péptido inmunogénico tras 24 h de

incubacion.

Conclusién 9: Se han construido dos cepas recombinantes de L. case/ de grado
alimentario, L. case IPLA1504 y L. cases IPLLA1507, con el gen pepSe integrado
establemente en el cromosoma. L. casez IPLA1504 produce el enzima PEP Sc
intracelularmente mientras que L. cases IPLLA1507 la secreta al exterior celular. La
accion sinérgica del enzima PEP S¢ junto con el L casei permitié la degradacion
del péptido inmunogénico 33-mer. Ademas, la cepa L. cases IPLA1507 sobrevivié
a las condiciones del TGI simuladas 7z vitro y fue capaz de continuar secretando el

enzima de manera activa.

Conclusién 10: Se han construido dos cepas recombinantes de L. case7 de grado

alimentario, L. cases IPLA1503 y L. cases IPLA1506, con el gen pepMx integrado
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establemente en el cromosoma. La cepa L. casez IPLLA1503 produce la enzima
PEP Mx en el citoplasma celular, mientras que L. case; IPLLA1506 la secreta al

sobrenadante. Ambas cepas fueron capaces de degradar el péptido 33-mer.

Conclusion 11: La cepa L. case IPLA1506 sobrevivié a las condiciones del TGI
simuladas 7z vitro y fue capaz de continuar secretando el enzima de manera
activa.Ademas, L. case; IPLA1506 fue capaz de degradar completamente el
péptido inmunogénico tras 12 h de incubacidn, sin generar productos de

hidrolisis.
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