DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a moléculas de exopolisacaridos y su uso para

estimular el sistema inmunoldégico.

ANTECEDENTES

El consumo de productos alimenticios y de suplementos denominados probioticos,
es decir, que contienen células microbianas vivas, para prevenir o tratar

enfermedades especificas, esta ganando popularidad constantemente.

Varias especies de Lactobacillus, pero también algunas otras, han sido propuestas
y se usan como cepas probidticas, microorganismos vivos como suplemento

alimenticio para beneficiar la salud.

Las cepas de Lactobacillus paracasei son grampositivas que no forman esporas y
son habitantes comunes del tracto intestinal humano. Las cepas especificas de L.
paracasei se encuentran naturalmente en varios productos alimenticios
fermentados, y tradicionalmente utilizadas en la produccion de leches y quesos

fermentados.

Mas recientemente, cepas especificas de L. paracasei se han utilizado en
suplementos dietéticos probiéticos, incluida la cepa L. paracasei DG (conocida
comercialmente como L. casei DG®, Enterolactis®). Se ha atribuido a L.
paracasei DG una serie de propiedades que promueven la salud, incluida la
mejora de la colitis ulcerosa y el tratamiento del sobrecrecimiento bacteriano del

intestino delgado y se han propuesto varios mecanismos para el efecto probidtico.

Uno de los mecanismos mas estudiados se relaciona con la capacidad de las
bacterias probidticas para antagonizar los organismos patdégenos mediante la

excrecion de agentes antimicrobianos o el desplazamiento de organismos



patdbgenos a través de la ocupacién competitiva de los sitios de adhesion.
Ademas, existe una serie de informes que hacen referencia a los beneficios para
la salud que resultan de la estimulacion del sistema inmunolégico debido a los

componentes presentados en la superficie de las cepas de probidticos.

Varios estudios han demostrado que los polisacaridos presentes en la superficie
de las bacterias, denominados capsulas o exopolisacaridos (SPE), pueden
desempenar un papel tanto en el desplazamiento de organismos patdégenos como

en la estimulacion del sistema inmunoldgico.

En este contexto, la presente invencion se refiere a moléculas de exopolisacaridos
y su utilidad como prebidticos y/o probidticos, en particular para estimular el

sistema inmunoldgico.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

- La figura 1 presenta un analisis gendmico comparativo de Lactobacillus
paracasei DG con otras secuencias completas de genomas de cepas de L.
paracasei. (A) Mapa del genoma circular de L. paracasei (genoma de
referencia) y otros seis genomas de L. paracasei disponibles al publico; en el
mapa se destacan las dos regiones de exopolisacarido (EPS) putativo de la

cepa DG.

- La figura 2 presenta el analisis de RMN del exopolisacarido (EPS) aislado a
partir de Lactobacillus paracasei DG. En particular, la figura 2 muestra regiones
seleccionadas de la 1H-RMN del DG-EPS, registrada a 70° C en D,O y
utilizando acetona como estandar interno, las resonancias anoméricas (H-1)

estan etiquetadas A-F en orden de desviacién quimica decreciente.

- La figura 3 presenta el andlisis de RMN del exopolisacarido (EPS) aislado a

partir de Lactobacillus paracasei DG. En particular, la figura 3 muestra las



regiones seleccionadas de los espectros superpuestos COSY (contornos
negros) y TOCSY (contornos grises) para la DG-EPS registrada a 70°C; los
simbolos A-F identifican los azucares individuales y los numeros (1-6)

identifican la posicion del anillo C/H.

La figura 4 muestra el analisis de RMN del exopolisacarido (EPS) aislado de
Lactobacillus paracasei DG. En particular, la figura 4 muestra regiones
seleccionadas del espectro HSQC de DG-EPS; la ubicacién del anillo individual
y los protones H6 y carbonos se identifican en el marco superior, y la ubicacion
de los protones y carbonos anoméricos se identifica en el marco inferior. El

espectro se registré en D,O a 70° C.

La figura 5 muestra el analisis de RMN del exopolisacarido (EPS) aislado de
Lactobacillus paracasei DG. En particular, la figura 5 muestra la region
anomérica de un espectro ROESY registrado para la DG-EPS; Los NOE inter e
intra-residuos de los hidrogenos anoméricos a los protones del anillo se

etiquetan individualmente.

La figura 6 muestra la estructura de la unidad de repeticion de DG-EPS, es

decir, el heteropolisacarido aislado de Lactobacillus paracasei DG.

La figura 7 muestra el analisis de la expresion génica por gRT-PCR en
macréfagos humanos THP-1 después de 4 h de estimulacion con una molécula
DG-EPS purificada (0,1, 1 y 10 ug ml-1), con o sin la adicién de LPS (1 pg ml-
1). Los niveles de expresion de TNF-q, IL-6, IL-8, CCL20 y COX-2 se muestran
como el cambio de la induccion (FOI) en relacion con el control (macréfagos no
estimulados), que se establecid en un valor de 1. Los datos se presentan como
la media de tres experimentos independientes + desviacion estandar. Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (segun la prueba t
Student no pareada de dos colas) en comparaciéon con las células THP-1 no
estimuladas (muestras bajo el eje Y izquierdo) o estimuladas con LPS

(muestras bajo el eje Y derecho): *, P < 0,05; **, P < 0,01.



- La figura 8 muestra la organizacion funcional predica in silicium de la region
EPS-b de L. paracasei DG; la figura muestra los resultados de busqueda de
BLASTN para la region EPS-b y se ha obtenido al agregar una imagen del
grupo de genes EPS putativo sobre la representacion grafica de la salida de
BLASTN. En blanco se indican marcos de lectura abiertos (ORF) fuera del
operon EPS putativo; en negro estan los ORF que no comparten una
homologia significativa con otras secuencias en GenBank. D.R., repeticion

directa de secuencias.

DEFINICIONES

En el contexto de la presente invencion, el término “exopolisacarido” significa
sustancias poliméricas extracelulares (EPS) compuestas principalmente de
carbohidratos, es decir, polimeros naturales de alto peso molecular secretados por

microorganismos en su entorno.

En el contexto de la presente invencidn, el término “prebidtico” significa sustancias
que inducen el crecimiento o la actividad de microorganismos (por ejemplo,

bacterias y hongos) que contribuyen al bienestar de su huésped.

En el contexto de la presente invencidn, “estimular el sistema inmunolégico”
significa principalmente activar las células del sistema inmunoldégico hacia

cualquier elemento potencialmente perjudicial.

DESCRIPCION DETALLADA

En un primer aspecto, la presente invencidon se refiere a un exopolisacarido que
comprende al menos una unidad repetitiva de ramnosa, galactosa y N-
acetilgalactosamina en wuna proporcion de 4:1:1, respectivamente. El

exopolisacarido también se puede definir como un heteropolisacarido.



De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, el ramnitol es 1,2,3,4,5-

penta-O-acetil-L-ramnitol.

Segun otra realizacion preferida de la invencidn, la galactosa es 1,2,3,4,5,6-hexa-
O-acetil-D-galactitol.
De acuerdo con una realizaciéon preferida adicional de la invencion, la N-

acetilgalactosamina es 2-acetamido-1,3,4,5,6-penta-O-acetil-2-deoxi-D-galactitol.

De acuerdo con una realizacion preferida adicional de la invencion, el ramnitol es
1,2,3,4,5-penta-O-acetil-L-ramnitol, la galactosa es 1,2,3,4,5,6-hexa-O-acetil-D-
galactitol, y la N-acetilgalactosamina es 2-acetamido-1,3,4,5,6-penta-O-acetil-2-
deoxi-D-galactitol.

De acuerdo con una realizacion preferida, los residuos de ramnosa tienen
configuracion L y/o la galactosa y/o la N-acetilgalactosamina tiene (tienen)

configuracion D.

De acuerdo con una realizacion preferida de la invenciéon, el exopolisacarido

comprende la unidad de repeticion que tiene la Formula I:

A D E C B
—3)-a-L-Rhap-(1—3)-a-L-Rhap-(1—3)-p-D-GalpNAc-(1—2)-a-L-Rhap-(1—2)-a-L-Rhap-(1—

(Férmula 1)

A preferiblemente como una ramnosa con enlaces 2,3; B preferiblemente como
una ramnosa con enlace 2; C preferiblemente como una ramnosa con enlace 2; D
preferiblemente como una ramnosa con enlace 3; preferiblemente E (N-
acetilgalactosamina) con enlaces 1,3; y F preferiblemente es mondémero de

galactosa terminal.



De acuerdo con una realizacion preferida, A esta unido preferiblemente a la
posicion 3 de D; C esta unido preferiblemente a la posiciéon 2 de B; D esta unido
preferiblemente a la posicion 3 de E; F esta unido preferiblemente a la posicidon 2

de A.

De acuerdo con una realizacién adicional de la invencién, el exopolisacarido se
produce o puede obtenerse a partir de la cepa L. paracasei DG o de una cepa
mutante de la misma.

En otras palabras, cuando estas bacterias se cultivan en un medio o caldo
apropiado a la temperatura apropiada y durante un tiempo predeterminado, las
moléculas de exopolisacaridos se secretan en el medio o caldo. Este medio o
caldo se define como medio condicionado, lo que significa que contiene los
metabolitos derivados de las bacterias. El exopolisacarido es uno de los

metabolitos.

En algunas realizaciones, el exopolisacarido permanece anclado o es parte de la
membrana celular y/o la pared celular. Por lo tanto, en algunas realizaciones es
posible aislar la membrana o pared de las bacterias en las que dicha membrana o

pared comprende el exopolisacarido de la invencion.

Por lo tanto, como alternativa o en combinacion con el uso del medio
condicionado, es posible utilizar la fraccion de la membrana o pared de las

bacterias que comprende el exopolisacarido o sus fragmentos.

La cepa Lactobacillus paracasei DG se ha depositado en la Coleccion Nacional de

Cultivos de Microorganismos del Instituto Pasteur con el codigo CNCM [-1572.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere al cluster de genes que
codifican las proteinas implicadas en la sintesis 0 expresion del exopolisacarido de

la invencion.



Este cluster comprende la SEC ID NO: 1 o fragmentos de esta, o cualquier

secuencia que tenga 80-99% de identidad.

SEC

SECUENCIA ID NO NOMBRE
ccatctttag attattaaat aatattatcc tagattgcaa taataaagtt accacctagaaagaggcttg SEC Cepa
ctcactgctt gaactggggt ttgccaacgg agacattitc taggtttgttattgataaac gcetgtggcete | ID NO: Lactobacillus

gttgaatatt ggcctctgaa acctgatcaa actgtgttcccticgggaaa tagtagcgaa gttctcgatt
gaaccgttcg ttcgtgccce gttcattcgggtgataggca tggcaaaagt aaatcggtat ccgatagcge
tttgtaagcg cctgatcgcaggaaaactct ttaccgtgat caaccgtcac tgatcgaacc ggacccggaa

agtctaccatcagtcttgca aatcctttga gaacagcatt ttgtgataag ttttcaagct
tagttgtcgccattaaacgt gtcacccgat cgacaatggt caaaacagca gcctttgacc
cgcgaccaccgcgaactgta tccatctcta aatgtccttt ttcggttcge cgattagctg
actcactgcgaatctcaatt gaggtgccta ctgcttggtt atagcgcgac cgaaggtctt
gtcttcttttatgacgttta ccgtgatcaa agagttggct tggctgaaaa tcgacttgtc
tttgataaatccagtggtaa atcgtgtgtg gcgcacagtg aacgacataa ccgaccattt
caggggaccaacctaggttt agcttctcag ttaccatccg cttcaactta ggcgttaaaa
tcgagtgccgaccacaacga  tgccgacaag — tatcggcatg — atcctgagct — ataatggcegce
agtaatcaccttcagggcaa  cggtgaagct  catgcctaat agaaatacga  gagcggccta
aggtcgcggcgatgtattga atcgtgtggt gttgcatcag ttctatctga gatcgttcaa
ttaaggttataatggccatg ggacctgtcc ttctctctag atggtatgtt atgcaaacac
cattttagcaagaacggaca ggtctttttt cacattttct gggtggtaac tttaattatg
caatctaggttataaaatct tttgatagcc cggcgtttca tctaatgtta aagcataacg
ccgcacattaaaggtggggg  aaaccatgtt  agacaatatc  gggaaattgg  tgcaccaaca
gcgccgceagtttgaacttga cgattgagaa gttggcggag cgatccggceg tctcgatcag
tctgatttcgcgaatggagc  gtggagacgt  caacaatatc  agcataaaaa aattgaccga
cattgcgcgggctttaaata tgcaggtagg cgacttcttt attgctccgg aaatgagcga
tattagcacattagcggtgg  tgaaatactt  aacccactta  ccagagaaag aacgggcgcg
tgtttccgaggtactcatgc aggtgattaa cctgtaagta ccaccttttt agaacagtct
gtcacttgaggctgttcttt tttgatatca aaaatgtcag aatgacctta aaaggatggc
gcaacccgttgtcagtcagc tggtaaaacg cgtatactaa atgcactgat tttagacaat
gaacgcgaacttgcacggtt agcttggttt gacaaagtgg cactgaatag ttgatcaagt
atttgttcggctaacaggct ttcttcacaa taaccaaccg ccatgtggag aacgcatttt
aaaagaaggagaatgatcga catgacattt gaagcaattt taccgtcctt taaagccggce
aagaaggccgttcgcaccgg ctgggaaggt  actgagttgt  atgtgcaact  agttccggaa
ggcaaattcgaaggcgacac tttgaatccg tattttttga tcaaaactgc cgacgaagct
ttcagtctctggtcaccgac tgactgtgac attttggctg aagactggca gcttgtgaac
gcatgacgcatttcgacttc accgacaaga ccgtcatcat caccggcgcg gcttctggca
tcggtgcggcetcaggeggeg gcttttcagg cagctggtgc cactgtggta ggaattgacc
tccaaccaattagcaacctc  acagacgcca  ttcaggccga — tgtgagcgat — cctgccacgg
cagcagcgattgcggctcaa taccagccag atattgtctg caatacggcg ggcgtgttgg
atggttatcaaactgtgacc gatacggcgc tctcggceatg gcagcacatt ctcgatgtcg
atcctaccagtcagttctta atgatcaagg cgctgcetgece ggggatgctg gctcgeggtc
acggtattttcatcaatatg agttccatcg ctggtttagt cggtggtggt ggcggcttgg
cgtatactgctgctaagcac gccgtcatcg tcctcaccaa gcaattagac cttgattacg
ccgccaagggcattcgcgec aacgcgcetcg  caccaggcgc  tatcaacacg — cccatgaacg
ccgctgattttgccggcgac  gggaaaatgg  ctgegtgggt agcgcgcgaa accccagceca
aacgctgggccaagcccgag gaagtcgcac aattatcctt gtttctggec agcgatgctg
ctgattatattcatggaacc gtgattccca ttgacggcgg ctggctcgaa aagtaaactt
aatgcattgcaacaccaaaa ctgaaaacgg aaggcaatcc  ttccacgacg atacttactt
tcctttgatcgtegttacta ctggcatagc cacaaaggag aacaaacatg caaacaactt
caaccacccatcgttcaatc gtcagtctcg ccaaaaccgc catgatcacg tccatttacg
tcgtgatgaccctcatgctc agtccactca gcttcggggt cgtacaagtt cggttctceg
agatgctcaactacacggca ctcttcaacc gccgttatgt ctggggcgtc acgctgggatg
tttttttggccaatttaacc tcgtcaaccg cactcctcga tgtcccaatc ggcaccctcg
gcacgctcgtcttcatcatc atcagccgct ggttagccaa actcgtccaa ccaaaatggg
ctaaattcaccatcatgggt atccttttcg ccttatccat gttcaccatt gccggecgaac
tgaccatcctcacaaaagtc ccattctggc caacctacgc taccatcgcg cttggcgaag
ccatctcgatggccgtcggt ggcgttgtga tgatgatttt gacgcgattt gtggatttgg
ataagtaggcgataaggcta  ttgaaagagg  ctcctataga  aaaaagctta  ctggcaggaa
aggtttcgctgaagcttttc gatctggcag aagggcaagc aggtctgatt gctgtgttca
aaagttgtcgcaggggttag gcttccgatg cacctgattt tggttaaata ttggttaaat
acaaaaaagcatcaagacaa ttgtctcgat gcttttttta atggaaggga tacgccctaa

atcttttttaagcaagatgc taatcctagg taatgatggt cttttcattg ttactttttc aatgtctgcatgacatccit
agcaatcaac gtgtagtaat gcggccggcec agegtegttc ggatggacaccgtcatcage aaaccagtcg
tcattgccac ctgccagata ataccaatcc accacatgcagattggcatg ggttttagct gccgcatgaa
tcagcttgtt aaccggatca atccacgctttccccggage atacgcggtc acccagaaga cctgacgcetc
agtcccaagc tgatccagaatcccgttaat gtcggcectct gtcataggtc cgttcgtccc caaactgatc

acaaccgtgttagccaactt accacttgcc ttcagctgac taataatcgc aggtgcetgece
tgcacctgccgaccaacctc  agcatcaatc ~ gacatctceg gaaaaagcac  cttcaaatat
gccgaactccccagcataat cgaatcgcca  atcgccgaca ccggcaatgt  tttggecgcea
ttaatctcgcetgtcagttaa gccataaagc cgatactgat tcagaacctt ttecttcttc
accttcgccttagaatcctt ctgaatgcgce tgccgegteg attggttaac cgcaatcgcce
tgctcagactgataatgctt  gacgtagaag aaccccgcga — caccagcagt  tgccaatcce
aacgcgatacttaatagcca gtctcgtaga cgtagcttgt tttttttcat gatttagtga
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acccccaaaatttgcattgce ttatatttta aactaaaaat caggttagtc tgattacaag
ttagggtcattctgacgggt ttataggaaa ctgtaaatag actgtaataa aatgaaattt
gaagttaccaaccttagtaa aaggcgtgta tatcggattc aaactaatct gatagtacaa
ccaaaaacatgacattcatt caaaacaggt agacttcgtc acacatgcta ggttattatg
gtttggagtagagttttaaa agtctttttt agaaatgcgg gctgcegetge ttgtggtccg
cattttgagtgttggatata aattatggga ttaggtgggg aaagagttaa tgaacaagca aatcgacctt
tcgcagttgt ggaatgtatt taaacgcagc tttgttgcaa tgattattct cggaattctt gggatggcgg
ctgcttattt cggtgctaaa acgtttattt cgccaaaata tgagtctgat acgtcattgc tggtcaatcg
caagcaggat aacgatccaa acatgcaatt gaatgctcag caggctgata ttcagatcat taatacatac
aaggacatta tcacacgtcc agtcgtttta caggctgttg cgagtgaact aacaagtccc cagcgtgtat
tgataaaaaa agctacaaag gcggtttatg gtacgcgtta caatgcaaca acaggtgttc gagaagaata
tgttactcaa aaagctcaac cggcgcaata taagttaaag ccagctcaat actccaatct ttcatctacc
gatcttgcta aggtcgtaac agtatccaca cagcaaaatt ctcaagtgtt taccgttaac gttaaagata
cagatcctgt tcgggcaaga gatattgcaa atgaagttgc taaggtittt gaaaagaaaa ttgctaaaat
catgagcatt tccaatgttt ccgttgtttc aagggcaacg gctgatccga taccagtatt gcctcggttg
aatctaatgg cattaattgg cctagtttta  ggagtgcttg tcgctttcgt ttggggattg attcgagaac
tgacagatca gaccattaag gatattgact ttatcacgga cgaccttggg ttggttaatt tgggaatagt
caattatgtt caacatatgc gtgacatgag tgaagcgatc gatgccacaa agtcaataga agctgaggat
actgaagatt acgatgcgtc ggactttccg caacgtagcc gtcgccgaat ctaaggagga
agaaaacatg aagtggtctt tcaaacaact tttccaccgg caacaagaag atcaagaaac
tcaaaagaac ggggtcattt tagtcacttt cgctgaacca aaacatgttg tttcagaaca gtttcgcaca
gtgcgaacta atattgagtt tgctggagca gctcttgata agtgtcaagt tgttatgttt acgtcttcag
tgatgtccaa gggcaagtcg actgtttcgg caaacgttgc ggtaacttgg gctcaggcgg ggaaaaaggt
tttactgatt gattgtgacc ttcgacgacc gactgtacat gcaacttttc gaacgcttaa tctagaggga
gtcacaacag tattaacggg gaaaagtict gctcacaata tagttgagca aacatttgtg agtaatttag
atattcttac  ctccgggecg ctacctccca ctcegtetga acttttaaat tcacaacgta tggctaacct
cgtggattgg gcacgcgaca attatgatat tgttgttcta gatgcaccgc cagttttggc  agtatctgat
gtacaggtct tagtccccaa aacagatggc gtagtggttg tcgcaaagat ggggaagact ttaaagggag
acttaagacg aactattgaa gttctgaagc ttgcaaaagc taaacttctt ggatgtgtag agcgtgtgaa
tgttaaacgt ggcgatcgcg gctatggcta cggttatgge tacggttatg ggaatgaagg gactaaataa
tccgatatta tcaacctaaa gaaaaaaggc atagctcaaa tatttataaa ttgatgctta acgcattgtt
gtctgttttt gatgtttggg tggttatctg attatttatg tgatttaata gtggcaagaa aagtttataa
atttaatata cttgcacaaa gatttttaag aatgcaagtt tttattcttg caaagttgaa  aaagtgatit
cgactttagc acggggaacg cgacatacta aagtcacttc acgtagtgcg tttgggggag gaaggatcat
gtatcaacac ttcattaaaa gaattttaga tattttggga gcaataatag cattgctaat cttggcaatc
ccgtttatca ttattgcaat acttattagg atggattcaa cgggtccage cttttttcgt cagcaaagaa
tggggaagga tgggaagccc tttagaattt acaagtttcg tacaatggac caagaggccc cacacgatct
tgcaactgct aaactagata atgctaataa gcagattaca cgggtcggtc gattgctccg aaagacaagt
attgatgagt tacctcagtt cattaatgtg ttaaagggcg acatgagcat ggtcggacca cgtccggttg
tcttgacaga aactgagcta attgaaatgc gtcacaaaaa tggcgctgaa agtgctttac cggggataac
aggattagcg caggtaaacg gaagagatcg gttatccaat ttaagtaaat ctaattacga tggtatttat
gtttcttcaa tttcattttt tatagattca aagataatgg tcaaaacttt ctggtatgta gctcttcgat
taggtattag agaaggtcgt ccaaattcta aaaaagttaa tgctgctaat atcggagaaa aaaatattag
gccgaacgaa cagcaactat ttttaaaaag gaaagcttag atttaatgaa tgataatact aaagaaatta
gcttttgtac cgttacttat aacagcgcaa aagaagtgac ccagttaata gaaaatatag agtctctaaa
aagcgatttg ttttcctcac gagttttcat tgttgataat gggtcccaag atgacacagt gaatatagtt
ttaaagcttt ctcaggaaca ctctaatctt gttttaatta ggcctgatgt gaatagggga tttggagcag
gcaacaatca ggtgttaaat atgattacct cggattacca tattctgatt aatccagatg tgcgtatacc
gtcctccaga acgattgaaa agatgatcgg gtatatggat actcattctg atgttggact gttatcccece
aaaattctta atgttgacgg ctcagttcaa aaattattta gacataatcc tactgtactt gatatggcgt
tacggttcat ctcacctaat cttatgaaaa aaaggcaaga ttggttcgtc catgaagaga ccgggtatac
tcagagcgga gtgatcgatc aagctagtgg agcatttatg tttttccgta catctgtatt taaaggtata
gcgggttttg atgagagata ctttatgtat ttggaggatg cagacattac tcgtaaggtc aatgctgtta
gcaaagcaat tttttatcct gaagtaagca tcatgcataa gtggaatcga caaaatcatt caaagttgaa
attcattggc tatacaatta agagcatggt tcaatatttt aacaaatggg gatggaagtt attctaacca
ctggggagat tgattgaatg atttggctgg gaattgtctg tattagcttt atatctagtt gtttccaaaa
attagagaag tcagcgggtt tgatatcttt tttgggttta ggttatttgg cgggcacacc aaatatgttg
tacgatcccg atgcttttgt ctatttacaa aattataatt cgggcactga ttatttcgag acaggatata
attgggtgac aaagctattt gagcctagtg tagattatca aacatttaga ttatacagta gtttatttat
ttttttcctg  atgtttttag cagtactttt =~ gatgacaaag cacgtatcaa gtattgcgtt ggtttatgca
atcgcaatgt ttccggttga taaagcacag actagaaatg tcatggcagc cgtcttttgt tcctttttgg
agttestgtt  gttttgctgt aagcttggga aaagaggaat tcttccctca ttactggtca tttttattag
gatctttttt tcatagtctt gcactctact ttcttttact accattatta tggttgttta aaggctttat tgaaaagcat
ttttctgcaa ttactacatg tctaattgtt gttgcgttta tttttgaaat cttaggttca acaagcatag
cgccactatt agtacaactt ttgggaaagt ttgcaaatcg tgcgaacgtt gcagaaaatg tgtcaacttt
atatgctgga ggtcagccat ttagtcagtg gtttgtttct ttcgcagtta ctatgatgat aattttaaca
gttcaatttc  ttagaaggca ataccctaac aatatgagat cctattacca aatgatttta tgttcttcga
tattatggtc agcagcgtta atattgatga cictttcaat tgactacata agaatictga gaattgttac
gtacttctat tttatctata tcgtgaatgt tacttcaaat cagaagagca cggatcgcct tataggggtg
acaatcagta ttggatctgc agtcgttttg atgtttgtcg  ggttatgggt ctacggattt agtggtgacc
aaattcgagc aatttttggg tttatttaag gggactgaag aatgttgaaa gttggagtaa ttgttgttac
ttacaatccg gatttaatga ttctacagaa taatctgacg acactaaaaa ggcaaaatgg catcaactgt
ctgattgttg ataacggctc taagaattca aacgatitaa aaaaagtaag tgaaaactta aaagtcaaca
ttatttcact tgatagtaat cgtgggattg cttatgcaca aaatcgaggt tttgaatttt ttcaaagaga
agggttaaag tgggcgctta ctttagacca agacagcata gttcctgata acttactaga agtgtatgta
aagcaaaaag aattgaactc ttccgacaca gcaattttaa cttgtagcta cgttgatgag gactggactg
gaaagcaaaa agaagctatg cttcagcgtg aaaagattgt gcaaaagcaa tatgtcattt cttcaggtaa




tcttgtaaga atttcctctt ggcaaaaagt gggtggattt gacgaattcc ftctttattga catggttgac
ttcgacttty acgctaaact atttttagct ggctttaaaa tctggcagac gaatgaagtc gtactaaaac
attctgttgg acaatcctta aagaagccca tcgtgaaaaa aatactictg attccagaaa ctgctattit
ggccgatcat tcaccaattc gtcagtatta catttataga aatagtatta ttttcgagaa aagatacacg
atgattaccc aacgaaagtt tgttgttctc catactttcg ttgcaacaag gagaatgttt gcgtatagca
ataagttacg caagatgttt gcagcttggc gcggagttat tgatggtgcc agatacaatg tagacaagga
caaacaattt aaaaaaacac tggcaaaact gaaacgatag ttatttgggg tgaaataatg agaagtgaaa
acgtaagtgt cgcaatttgt ttagccacgt ataacgggga gaagtattta gaaaaacaga ttgactcaat
agtttcccaa tctgtctcta gttggacatt gtttattaga gatgatggtt ccaccgatgg aacgcaaaaa
atcattaaaa agtttgcaaa gaagtatccg caaaaagttt tcaacttatc aggtcttcat ggaggcggaa
attctaaaga aaattttttt actattctgc aatgggtgag cgaacacaaa acttttgatt attttatgtt
ttctgatcaa gatgacattt ggttacctga taaaattgca ttaagtgtca aggctattga ttctgatgat
tctccatgtt tagttcatac tgatctaaaa gttgtcgata aaaacttgga tacaataaca gaatcttica
ttcggtacag taacttaaat tctcaagtaa aggattttic gcatatcctt gtacagaaca atgtaactgg
ctgcacaatg ttgtggaata agagtttaaa cgatttaatc gattttcatc cagattctag aatccttatg
catgattggt ggattgcttt aattgcatca gcgtttggaa atgtcgtctt tgtaaaaact ccaaccatcc
tctatcgaca acatgatgaa aatgtagtgg gggcagaagc ggctggttct gtggcatata ttatttcaaa
attgcgtaat tataagttga ttaaaaaagg attgcaacgt acctttgggc aagcaaatat ttttaaagag
atttattatc atcggttaga tgccagttct aaaagtatac tagatgagta tttgcagctt cctgccaagt
ccaaacttag aaaaatatat ctttctctca agtatggatt tacaaaacaa agcaccatac aaattattgg
gcagtttctt  tttgtctagt  ctgttgaggc tgattaattg cgagttitaa aaaattattt atatagtgtt
gggtatcaag ttctaaacat gatattgcca ctcataacag gaccgtatgt tgcacgagtt cttggaccga
agggtgttgg gattaatact tatacaggtg cagtaacaca atacttigtt ttattcgctg gcctagggat
agcgctttat ggaaatcgac agattgctta tgttaagggt gacccacatc agttaagcat taccttttgg
gaaatacagt ttattaaaac gattacaaca gtttgcgect ttgtcgcettt ttcaatatat ttaattttcg
tcaaagaata taagttttat ttactgttac aatccgcgta tattttagct acaggatttg atatttcatg
gctttatgag ggcgttgagg attttaaaaa gacctttact agaaacacgt tagttcgaat agtctcectt
gttctaatcc tcacgctggt acacaaacaa agtgacgttt gggtatacat agtcattctc gcagcttcta
acctcggtgg gtatgttgcg ttgtggccaa ctctaaggcg gcetgctcgta cccattaaac tgtctgaatt
acatcctagg aaacatttga agggcacact gattttattt gtgccataca tgacgctgaa catttatcct
atcattaata aaacattact caaacatttt cttggggttg atgcttccgg ttattttgaa aaaagtgatg
tgatgatacg tatggcgttg acagtagtga cgtcggtaag cgcagtatta ctgccacata catccaaggce
ttttgctgat ggcaaggttt cgttaattaa gaaattgcta aaaacctctt ttggatatgt gtccatgatg
gcattcccaa tcgcattagg aatggcggca atagcaccaa aatttggtgt tttcttttat ggtgaagggt
ttgcaccggt tgggccagca atgatgatag aatctagtgc cattattttc atggggtggt cgagcatcac
aggtaatcag tatttaattc cgacgatgca gtcaaagcat tacacgcact cagttcttct aggctcggtt
ttgaatattg ttcttgacgt tcctcttatc attatttttg ggcttaatgg tgcagcegttt gctactttga ttgctgaage
gtttattgct atatatcagt taataatgat cagtggtcag gttgattatt ccacttggct gatggacatc
attaaatatt gtgtagctgc tataatcatg ttctgctttg tttttttcgc aagtagcatg ttgacgatga
ccatcttgac cttagtgctt gaaatcatgc ttggtgccat catttactta gtatgtctgt ttcttatgaa
acccgcaact aataagcaac tcaaacgggc agcattctca attattaacc gagttcggtc atgattattt
ttgggggaat aatgacaata agacgaagag ftttcttggtt gattcgttca cctgcacgat tacatgttgt
gtatcggatt gacgatttta caaataattt gaaggttcga agactgttac atatactatt gatcccagtc
ggcatgttaa acttaattag gctaaaactg atgactagat cacctgaaaa gtttatgtat caattatcaa
ttgttactac agtcaaaaat gaggctccat acttaagaga gtggctgaga tatcacattt cggttggagt
acagcacttt tatctttatg ataatgatag tcaagataac ttagatgaag tgttaaaaga tttttccgac
tacgttactt taacaaagat acacggacga gttagacaat ttgatgcata caatgacgcg ataaatcgat
tcaggtatga aacaaagtat atggcggtga tagacgcgga tgagtttatt tttagaccag gtaaagacaa
gctgttacta cctcttattg attatttact ttcaaataag tcatttggag gattggcggt gaattgggca
atatttggtt cttcgggttt aaaaaagaaa cctttaggat tggttaccga caactttgta tatcgggcca
acgataactt taggaaaaac aggctggtta aaactatctg caatccgaga aaagtctttt acttttcagt
tagccatgct gcaaattact tgccaggttt ttatgcagtt aatgagaatc aggaaaaagt tgattggaca
acaacgcaag ttcccagtat cagtaagatt agaattaatc actattattc aaaatcacaa gaagagtttt
tacgaaagcg agctcgaggc gctggggatg ttgttggcect tagagactta ggagaattcg cagaacatga
tcgaaatgat gtttttgacg actcgcttag agtttataat gaatcaagag gtttaaacaa agactgaggg
ggatattgaa agatgaaggg gattatatta gctgggggat ccggaactcg actctatcca attacgaagg
caacaagtaa acagttagtt ccaatttatg acaagcccat gatttattac ccattctctg cgctaatgtt
gtctgggatc aaagagtttc tgattatttc tacgccagaa tttctgccac agtttgaaga attatttggt
gatggacata ctctgggact aaatattcat tacaaggttc aaacagagcc aaatggattg gctgaggcat
ttatccttgg tgcggatttt atcggtaatg attccgttge tttagtgctg ggagataatg ttttttatgg
tgctgggtta tcaaagctat tacaagatgg ggccgcaaag gaatctggcg ccacaatttt tgggtatcag
gtaactgatc ctgaacgttt tggtgtagta gaatttgata gccatcaaca cgctgtatcg attgttgaaa
agccaaccca tccacgcagt aattatgcag taactggttt gtatttttat gataatgatg tggttaatat
tgcaaaaaat gtaaagccat ctgcgcgtgg cgaacttgaa attaccgatg tgaatgagga atatcttcgt
cgcgggcagce tagatgtaaa agttatgggc agaggttatg cttggttaga tactggaacg catgactcat
tgcttgctge ttcaagtttt gttgcaacta ttgagaatca acaaaatctt aaagtggcgt gtcttgagga
aattgcttat cgtatggggt atattaatct tgaacagttg gaagaacttg cccagccgct caaaaaaaat
gattatggtc agtatttgtt gcgtttggtc aaggaggaga gtaagtaatg gctttaaaag taatcccgac
aaagttaact gatgtcaagt tggttgagac agatgttttt ggtgataatc gcggtttctt cacagaaacg
tatactcgac ctaagtttca agaggcgggc atcacgaatg atttcaatca agataatcag tcattgtctg
ctgaagcagg tgtgttaaga ggcatgcact accagatggc tccacatgca caaacaaaat tagttcgtgt
ggtaactggt gttgttgaag atgttttggt tgacatccga aagggticac caacttatgg tcagtgggaa
ggatatattt taagcgaatt caaccatcgc caattacttg tgccaaaggg gtttgctcat gggtttatta
cattaactcc aaatgttaat tttgcttata aggttgaagg gtattatgct cctgaagctg atcgtggaat
tgcctttgat gatcctgaca ttggcattaa ttggccaatg tcaacagcac accttattat gtctgagaag
gatcaacacc atccacagct gagggatgct gaaaataact ttgtatacgg ggagatttga taatgaaact
tatgatcact ggcggggctg ggtttatcgg ttcaaatttt gttcattttg tttataataa ccatccagat




gttcagatta tggttttgga caagctaaca tatgccggca ataaggccaa tattgaagat atcttgggcg
atcgtgtcaa attagaagtc ggggatattg ccgacaagaa tttggtcgat aaattgatga gtgaagtcga
tacagttgtc aactitgcgg cagaaagtca caatgacaat tcgttgatta atccggatcc gttcctgcac
agcaatgtta ttggcaccta tactttactt gaagcagcaa gaaagtacga tgttcgattc caccatattt
ccacagatga ggtgtacgga gatctaccat tacgtgcgga tcttccagga cacggggaag
gccctggcga gaagttcacc gttaacagtc gttataatcc ttccagccca tattcttcaa ctaaagcetge
cagtgacatg ttggtacatg catgggcacg ttcatttggc gtacgcgcaa caatttctaa ttgctcgaat
aactatggtc cataccaaca cattgagaaa ttcattcctc ggcaaatcac aaacatttta agcggaatca
aaccgaagct ttatggcact ggcaaaaatg ttcgtgattg gattcacaca aacgatcatt caagtgctat
ctgggatatt ttgactaacg ggaaaattgg tgagacttac ttgatcggcg ccaatggcga aaaagacaat
aagacggtac tcgaacttat cttaaaattg atgggcaaac cagctgatta ctatgaacag gttaaggatc
gtccggggca tgatatgcga tatgccattg atgcttccaa aacccgtgaa gaacttggtt gggaacctca
gtatacgaat tttgaagaag gtttagcaga taccatcaaa tggtacacag atcatcacag ctggtggcaa
ggtgaaaaga ctgcggtaga agaaaagtac caagaaaacg gtcaatgact ttagctcata gtaatggtcg
tcactaatta tgaacctgtt attttctgga atgtcgagga gaagatacat gaagactitg attactggtg
cgcaaggtca gcttggtaca gaattgcgcc gectattaga tgcgcagggce gttgcttatc gagcaacaga
tgcccatgat ttagacatta ctgatgagac tgcggttaat cagtatttta aagattatca acccgagtta
gtttatcact gtgctgccta tacggctgtc gataaggctg aaggtgaagc taaggcaatt aatcaaaaag
ttaatgttga cggaacacgt aatttggcaa aagcggccgc tgaagtagat gcgacacttg tttacatcag
tacagattat gtatttgatg gtgacagcaa agaaatttat accgtcgatg atcaacctgc tccacgtaat
gagtatggcc gggcaaaata tgaaggtgag caacaagtcc aaaaatatct taagaagttc tatattatta
gaacctcatg ggtattcggt gaatttggtc ataactttgt ttatacaatg ttggacttag ccaagacaca
caaagaactc agcgttgtcg acgatcaata cggtcgtccg tcatggacca agacactcgc agaattcatg
acgttcgcag tgaatcaaca tttggattat ggcatttacc acttgtctaa tgataacagt tgtaactggt
acgaatttgc tagcgctatt ttggctgaca aagatgttga tgttaagcca gtatcgtcat cagagtatcc
gcagaaggca tggcgtccge gacattcgat tttggactta agtaagacga aggttacagg ctttaagata
gacacttggc aagaagcttt gacaaacttt ttacaagtta tcgataaata agtgaaacta gatcaagtgt
atcaaaaaga acgtaaaaac caatctggcg attggtttcg gcgccctttt gatacacgta acaataacgg
gtctacactt tctggtgttg agaaataatc agcactgaac gtgtaggccc tttttggata acgcaaaaag
acacctattc agtgaccatg ctatgcttgt tagcgtcgaa accaaaagca agcgaggtta tgagtaaatg
tcccaatacg attctacact gtccgtcctt ggaataccag accataatat caaagtagcc tttgttcgtc
atgaatatcg cggcaacggg gtacgtcgcc gccagtatca tgtgattgat gctgagctga cttaccggtt
acactgtgtg gctttgaggc cttgcaccct aacgggtttt acacggccca tgtgcgegtc ctcaacgggg
ttgaaatgcc gacagtcatt gacttgcaca agcaacgatg gcgctgtcat aactgttacc acacagtcag
tgccaagacg ccactcgtgc aacccaacca cacgatcgcc gctcacatga cagagcgaat
catgaagtta gcgcatgaac ggttgccagt caaaaccatc gcccgtatta tcggaatctc agcctectcg
gttcaacgga tcattgacca aaatctcaaa ctccgaccgg ctcgeccggcet acccacgcga ctetgcetttg
atgagttccg ttccactcat ggcatgatgt cgtttatctg tcttgatgcc gattcacatc atctgattge
cttgcttggt gatcgatgca accgcacgat taaaaacttc ttcctcgctc attattcact cgctgaacge
actcgggtcc agacggtcac catggacatg aatgcagctt atcagacgat tattcatgag gttttccceca
aggcccaagt cgtcattgat cggttccata tcattcaact tgcggctcgt gcccttgatc aggtacgegt
ccaagcgctc aaacagcttg atgacaaaca cagccgtcct tataagatca tgaagacaaa ctggcggctt
tttcatcaaa ctgcgcctga cgctaaacac aaacagttcc tgtttggttt gaatgaagac gtcacgcaac
aggaggccat cgatattgca cttgatactg agcccaagct caagcaaacc tacgagacct acttagcgct
tcatgatgct ttgatggtga agaaacatcc cgcggaactg gcaaacctgt tagctactta cgagccaaac
ggtacggcaa tggacatgac gatcgcgacg cttaagcgac acaaagtcgc tgttctcgee getgtcacca
gcccttattc caacggtccg atcgaagggt taaccgcctc atcaagtcac tcaaacgatc ctgttttigge
ttcaagaatc agctgaacitt cttcaaacga atcataccaa atcacggcat aacatgacaa agacggcggc
atgatcctga agctataata ggcgcagtaa tcacctticag ggcaacgtga agctcatgcc taatagaaat
acgagagcgg cctaaggtcg cggcgatgta ttgaatcgtg tggtgttgca tcagttctat ctgagatcgt
tcaattaagg ttataatggc catgggacct gtcctictct ctagatggta tgttatgcaa acaccatttt
agcaagaacg gacaggtctt ttttcacatt ttctgggtgg taactttaat tatgcaatct aggcattaag
ggtcaaatta ccagatgata atatgcctga ttcattaata atcgcgtgtg aaaaaggaac attaatctta
ggagaattga tgatcg

Como se muestra en la figura 8, las regiones que codifican las proteinas A-P son

fundamentales para la sintesis/expresion/secrecion del exopolisacarido.

La SEC ID NO: 1 comprende secuencias T1 y/o T2 correspondientes a secuencias

de transposones. Estas secuencias pueden usarse para mutagénesis insercional.

De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, la SEC ID NO: 1 o

fragmentos de esta se introducen, eventualmente usando un vector, en una célula,

preferiblemente una bacteria.



Esto permite obtener una célula disefiada, preferiblemente una bacteria o levadura
disefiada que comprende la SEC ID NO: 1 o fragmentos de esta. La célula

disefiada produce el exopolisacarido de la invencion.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un medio que comprende el
exopolisacarido de la invencién, preferiblemente dicho medio es el medio
condicionado en el que han crecido las células que producen dicho
exopolisacarido. Estas células son preferiblemente bacterias o levaduras,
preferiblemente disefiadas genéticamente. Alternativamente, las células que
producen el exopolisacarido de la invencion son la cepa L. paracasei DG, que es

la bacteria que produce naturalmente el exopolisacarido de la invencién.

Preferiblemente, las células modificadas genéticamente comprenden el acido

nucleico SEC ID NO: 1 o cualquiera de sus fragmentos.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a una composicion que
comprende el exopolisacarido tal como se describiéo anteriormente o el medio
condicionado tal como se describi6 anteriormente y otros ingredientes,

preferiblemente excipientes.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere al exopolisacarido de la
invencion o el medio condicionado de la invencion o la composicion que
comprende el exopolisacarido o el medio condicionado de la invencion en
combinacioén con cualquier otra bacteria o levadura probidtica. Preferiblemente, las

bacterias pertenecen al género Lactobacillus y/o Bifidobacterium.

Preferiblemente, dicho Lactobacillus pertenece a una especie seleccionada de:
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus amylolyticus, Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus alimentarius,

Lactobacillus aviaries, Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus



casel, Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus crispatus,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus farciminis,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus gallinarum, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus  helveticus, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus  kefiranofaciens, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus mucosae,
Lactobacillus panis, Lactobacillus collinoides, Lactobacillus paraplantarum,
Lactobacillus pentosus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pontis, Lactobacillus
reuteri, Lactobacillus sakei, Lactobacillus salivarius 'y Lactobacillus

sanfranciscensis, mas preferiblemente es la cepa Lactobacillus paracasei DG®.

Preferiblemente, dicho Bifidobacterium pertenece a una especie seleccionada de:
B. animalis, B.B. angulatum, B. asteroides, B. boum, B. choerinum, B.
coryneforme, B. cuniculi, B. denticolens, B. dentium, B. gallicum, B. gallinarum, B.
indicum, B. inopinatum, B. lactis, B. magnum, B. merycicum, B. minimum, B.
pseudocatenulatum, B. pseudolongum, B. pullorum, B. ruminantium, B. saeculare,

B. subtile, B. thermacidophilum, B. thermophilum y B. tsurumiense.

Preferiblemente, dicha levadura es Saccharomyces, mas preferiblemente

Saccharomyces cerevisiae 0 Saccharomyces boulardii.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere al exopolisacarido de la
invencion o el medio condicionado de la invencion o la composicion que
comprende el exopolisacarido o el medio condicionado de la invencidén para uso
como un medicamento.

Preferiblemente, el exopolisacarido de la invencion o el medio condicionado de la
invencion o la composicion que comprende el exopolisacarido o el medio
condicionado de la invencion se usa en este contexto para estimular la respuesta

del sistema inmunolégico en un individuo que lo necesite.

Por lo tanto, el exopolisacarido de la invencidn o el medio acondicionado de la

invencion o la composicion que comprende el exopolisacarido o el medio



acondicionado de la invencion es (son) utiles como alimento funcional y/o

prebidtico.

En otras palabras, el exopolisacarido de la invencion o el medio acondicionado de
la invencién o la composicion que comprende el exopolisacarido o el medio
acondicionado de la invencidn se pueden agregar a cualquier alimento, como

leche, yogur, queso o jugo para estimular la respuesta inmune.

Por lo tanto, el exopolisacarido de la invencion o el medio condicionado de la
invencidon o la composicion que comprende el exopolisacarido o el medio
condicionado de la invencion puede ser util como adyuvante para tratar cualquier
enfermedad o déficit o afeccién causada por una respuesta inmune deteriorada o

comprometida.

Preferiblemente, la enfermedad o déficit o afeccidn de la invencion implica una
regulacion por disminucion de al menos una citoquina, preferiblemente

seleccionada entre: IL6, IL8, TNF-ay CCL20.

De hecho, los ejemplos aqui proporcionados muestran claramente que el
exopolisacarido de la invencion puede aumentar la expresion de citoquinas, con

particular referencia a IL6, IL8, TNF-a y CCL20.

Por lo tanto, el refuerzo del sistema inmunitario o su respuesta se debe
principalmente a su capacidad de activar citoquinas, preferiblemente la expresion

de citoquinas proinflamatorias.

La enfermedad o déficit o condicion preferiblemente utilizada para tratar
enfermedades intestinales, preferiblemente es seleccionada entre: enfermedades
autoinmunes, preferiblemente artritis reumatoide, lupus eritematoso o miastenia
gravis, inmunodeficiencias, reacciones alérgicas o hipersensibilidad e infecciones

preferiblemente bacterianas y/o virales.



Ademas, el exopolisacarido de la invencion o el medio condicionado de la
invencidon o la composicion que comprende el exopolisacarido o el medio
condicionado de la invencion puede ser util como adyuvante para curar o tratar
afecciones no patoldgicas asociadas a estrés, cambio de estaciones, deficiencias
de vitaminas preferiblemente B12 y/o B19, edad, embarazo, abuso de alcohol, uso
de drogas y envenenamiento por metales pesados preferiblemente plomo y/o

mercurio.

EJEMPLO

Identificacion del cluster de genes putativos EPS

A la luz de la importancia potencial de las moléculas de EPS en la comunicacion
cruzada entre las bacterias probioticas y el huésped, realizamos analisis in silicium
para identificar los posibles operones putativos de EPS en el borrador del genoma

de la cepa probidtica L. paracasei DG.

El borrador de la secuencia del genoma de L. paracasei DG se obtuvo a través de
“lon Torrent PGM” (Life Technologies, Alemania) como se describié anteriormente
(Guglielmetti et al, 2014). Los datos de secuencia sin procesar se ensamblaron
utilizando MIRA v.3.9 (http://www.chevreux.org/projects_mira.html), aplicando los
parametros predeterminados recomendados para el procesamiento de datos lon
Torrent. La anotacion automatizada inicial del genoma se realizé utilizando RAST,
combinado con BLASTX. Los resultados del programa de codificacion de genes se
combinaron manualmente con los datos del andlisis BLASTP contra una base de
datos de proteinas no redundantes proporcionada por el Centro Nacional de
Informacién de Biotecnologia (NCBI). El borrador de la secuencia del genoma de
L. paracasei DG se compardé con otras secuencias del genoma de L. paracasei por

medio de “BLAST Ring Image Generator (BRIG)”. La anotacién funcional de la



region EPS-b se llevd a cabo combinando los resultados de BLASTN, BLASTP y
la "CD-search" de la base de datos de dominio conservado (CDD) disponible en el

sitio web del NCBI (http://www.ncbi.nlm .nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).

La secuencia de ADN de la region EPS-b se ha depositado en la base de datos

EMBL con el numero de acceso LT629195.

Especificamente, el analisis comparativo con otros genomas de la misma especie
condujo a la identificacion en el genoma de la cepa L. paracasei DG de dos
regiones diferentes que codifican marcos de lectura abiertos (ORF)
supuestamente involucrados en la biosintesis de moléculas de EPS (regiones
EPS-a y EPS-b en la figura 1). Notablemente, mientras que la region EPS-a es
comun a todos los genomas de L. paracasei investigados, EPS-b es una region de
13 kb que codifica para varias glicosiltransferasas putativas que incluyen una
region de aproximadamente 7 kb en el centro del cluster que no encontr6é ninguna
coincidencia con otras secuencias en GenBank segun busqueda de BLASTN. El
%GC de la region de 7 kb es mucho mas bajo (36%) que el contenido promedio de
GC del genoma completo de L. paracasei DG (aproximadamente el 46%), lo que
respalda la idea de la adquisicion de estos genes por transferencia horizontal de

genes desde un huésped filogenéticamente no relacionado.

Aislamiento v purificacion de EPS

La cepa Lactobacillus paracasei DG (depositada en la Coleccion Nacional de
Cultivos de Microorganismos del Instituto Pasteur bajo el coddigo CNCM 1-1572) se
cultivdo a 37°C en el caldo “Man-Rogosa-Sharpe (MRS)” (Difco Laboratories Inc.,
Detroit, MI) por 24 h. Este cultivo se utilizdé para inocular el medio quimicamente
definido (CDM, Tabla 1).

Tabla |

Componente | Concentracion (g I')
Sol. 1
(NH4)2SO4 2
MgSO, x 7 H,O 0,15




MnSO, x 4 H,O 0,02
Sol. 2

Adenina 0,005
Piridoxal 0,002
Acido Nicotinico 0,001
Ca?*-D-pantotenato 0,001
Riboflavina 0,001
Tiamina 0,001
Vitamina B12 0,000001
Biotina 0,00001
Acido p-aminobenzéico 0,000005
Acido félico 0,00001
Sol.4*

Guanina 0,005
Xantina 0,005
Uracilo 0,005
Sol. 5

KoHPO,4 4,56
Sol. 6

Acetato de sodio 0,05
Citrato de sodio 0,02
KH,PO, 0,01
NaCl 0,002
CaCl, 0,002
Sol. 7

Tween 80 1
Tween 20 1
Glicerol 1
Glucosa 20
Casaminoacidos 10

Se realizé la extraccion en multiples etapas y la purificacion de EPS a partir de
aproximadamente 1 L de CDM suplementado con 2% de glucosa. Después de
crecer a 37°C durante 48 h, las células se recogieron mediante centrifugacion a
12000 x g durante 15 min a 4°C (Avant J-26 XPI, Beckman Coulter Ltd, High
Wycombe, Reino Unido) y se separaron del medio agotado. Las dos fracciones
fueron tratadas por separado. El medio agotado se anadié con un volumen igual
de etanol absoluto y se almacen6 a 4°C durante 48 h. Después del
almacenamiento, se centrifugd a 25000 x g durante 35 minutos a 4°C. El
sedimento obtenido (fraccion S1) se disolvi6 en agua desionizada
(aproximadamente 20-50 ml), mientras que el sobrenadante se afiadi6 a un

segundo volumen de etanol y se almacend nuevamente a 4°C durante 48 h.

Posteriormente, se repitio la etapa de centrifugacion, y el sedimento (fraccion S2)

se disolvio en agua desionizada como anteriormente se realizé. Con respecto a las



fracciones celulares, el sedimento se lavo con tampon fosfato salino (PBS) para
eliminar las impurezas del polisacarido y luego se traté con hidroxido de sodio 1M
y se agitd durante la noche a 4°C. Posteriormente, se centrifugd nuevamente a
12000 x g 4°C durante 15 minutos para eliminar el hidroxido de sodio. EI EPS
bruto se precipit6 mediante la adicion de un volumen igual de etanol absoluto
refrigerado; esto se almacend durante 48 horas a 4°C y luego se centrifugd a
25000 x g a una temperatura de 4°C durante 35 minutos. El sedimento recuperado
(fraccion C1) se volvié a disolver en agua desionizada (aproximadamente 20 ml).
El sobrenadante resultante se afadidé luego a un segundo volumen de etanol

absoluto y se incubd de nuevo durante 48 horas a 4°C.

Otra centrifugacion, como se describe anteriormente, se recuperé una segunda
fraccion precipitada (C2), que se disolvid en agua desionizada. Luego se
eliminaron los pequefos azucares neutros y proteinas mediante dialisis (con
membranas de acetato de celulosa de corte de 100 kDa) de las fracciones
extraidas durante 72 horas a 4°C, contra tres cambios de agua desionizada por
dia. Después de tres dias, se recogieron los contenidos de la membrana de
dialisis y se liofilizaron en un liofilizador (Northern Scientific, York, Reino Unido).
Luego se determind la masa seca de EPS. La presencia de ADN bacteriano
contaminante en las preparaciones de EPS se probé mediante PCR cuantitativa
en tiempo real (QPCR) con dos pares de partidores: partidores universales
dirigidos al gen 16S rRNA (EUB), y partidores especificos de la cepa DG dirigidos
al gen welF. Este analisis revelo la presencia de 10-63 ng ml-1 en las soluciones
madre de 1 mg ml-1 de EPS, que corresponde a una concentracion maxima global
de 0,6 ng ml-1 de ADN incubado con células THP-1 cuando la concentracién mas

alta de EPS (10 pyg ml-1) se us6 en experimentos inmunoldgicos.

Los resultados muestran que, aunque el crecimiento fue mas lento que el
observado en medios mas convencionales como el caldo MRS, se eligié el CDM
ya que no contiene polisacaridos contaminantes que interfieran con la

caracterizacion de los polisacaridos bacterianos por RMN. Para aislar una muestra



de polisacarido adecuada para la caracterizacion, se cultivd L. paracasei DG
durante tres dias, momento en el cual la biomasa celular se separ6 de los licores
de fermentacion por centrifugacion. Se aislé EPS de alta pureza del sobrenadante

por precipitacion fraccionada de material.

La adicion de un volumen de etanol liberé pequefas cantidades de un material
EPS contaminado con proteinas (tipicamente 20-25 mg de una fermentacidn
discontinua de 500 ml). La adicion de un segundo volumen de etanol también
precipitd una cantidad relativamente pequeia de EPS (20-25 mg) pero con una
pureza mucho mayor y de una pureza que fue adecuada para la caracterizacion
por RMN. Como los rendimientos de EPS fueron bajos, y para determinar si se
estaba reteniendo materiales adicionales con la biomasa, se intentaron varios
meétodos diferentes para recuperar el material capsular unido a las células. La
agitacion de una suspension de las células durante la noche en una solucion
acuosa de hidroxido de sodio 1M y luego la precipitacion del polisacarido crudo
agregando dos volumenes de etanol produjo una cantidad significativa de material
que incluia tanto polisacarido como proteina. Se adopté el mismo enfoque para el
aislamiento de moléculas de polisacaridos extracelulares de la cepa L. paracasei

LPC-S01.

La pureza de las EPS liberadas en el sobrenadante se estableci6 mediante el

examen de un espectro de 1TH-RMN de la muestra (Fig. 2). La regién de bajo

campo del espectro contenia seis senales anoméricas. Dentro del error de los

experimentos, las integrales de area de pico para cada una de las sefales

anoméricas fueron las mismas, lo que implica que se habia aislado un solo EPS

que tenia una unidad de repeticion que contenia seis monosacaridos. Ademas de

las sefiales anoméricas, una resonancia unica con una altura integral de tres fue

visible a un cambio quimico de 2,05 ppm, lo que es indicativo de la presencia de

una N-acetilhexosamina y otros dos conjuntos de dobletes superpuestos, cada

uno integrado a seis protones, estuvieron presentes a 1,25 y 1,32 ppm, estas

senales indicaron que la unidad de repeticidn contenia cuatro 6-desoxihexosas.




Determinacion de la composicién de mondmeros y analisis de ligamiento.

Para determinar la composicion monomeérica del polisacarido, la EPS (3 mg) se
hidrolizé mediante tratamiento con acido trifluoroacético 2M (TFA, 120°C durante
2h); Los monosacaridos liberados se derivaron posteriormente para formar
acetatos de alditol, que se analizaron mediante cromatografia de gases y
espectrometria de masas (GC-MS). Para derivatizar los monémeros, la mezcla
resuspendida en 1 ml de agua Milli-Q se afadié con 10 mg de NaBH, y se incubd
a 40°C durante 2 h. Después de la evaporacion de la solucion, se ainadio 1 ml de
acido acético glacial al residuo, y nuevamente se evapor6 a sequedad.
Posteriormente, se agregaron 3 ml de metanol y luego se evaporaron para
eliminar el complejo de borato y dar los alditoles de azucar metilados. Luego se
agregaron 2 ml de piridina y 2 ml de anhidrido acético; la reaccion de acetilacion
se realizé a 100°C durante 2h. Al final de la reaccidn, la solucion se evaporo y los
monomeros acetilados se resuspendieron en agua. La extraccion con cloroformo
se realiz6 para recoger la fase organica, que contenia los azucares de acetato de
alditol. Se elimind cualquier rastro de agua agregando sulfato de sodio anhidro y
almacenando la muestra durante 30 minutos a 4°C. El sulfato de sodio se elimin6
por filtracion en papel de filtro y cloroformo por evaporacién. El residuo resultante
se resuspendid en acetona. El analisis GC-MS se realizd en un sistema
cromatografo de gases Agilent 7890A (Santa Clara, CA, EE. UU.) acoplado a un
MS cuadrupolo Agilent 5675c. Las muestras se eluyeron de una columna HP-5 (30
m x 0,25 mm id, 0,25 ym de pelicula) utilizando helio como portador (9 psi, caudal
1 ml min-1) y utilizando un programa de temperatura (temperatura inicial 150°C,
tiempo de espera 4 min, y una temperatura final de columna de 250°C alcanzada a

través de un gradiente ascendente de 4°C min-1).

Las proporciones de los diferentes azucares se determinaron mediante el examen
de las respuestas relativas de los diferentes acetatos de alditol con referencia a las

respuestas relativas determinadas para una mezcla estandar de acetatos de



alditol. El area integral para los azucares amino fue baja, y esto es el resultado de

haber sufrido una descomposicién térmica durante el analisis.

La proporcion final de mondmeros, para el amino azucar, se tomo de la integracion
de las integrales de los picos de resonancia magnética nuclear (RMN) para los
respectivos protones anoméricos y H2. Las configuraciones absolutas de los
monosacaridos se determinaron por conversion a sus 2-butilglicosidos usando el
procedimiento descrito por Gerwig et al. 1979. Para determinar el patrén de enlace
del EPS, la muestra se permetild utilizando los procedimientos descritos por

Ciucanu y Kerek, 1984.

El polisacarido permetilado se hidrolizo luego (TFA 2M, 120°C durante 2 h) y los
monosacaridos metilados se convirtieron en acetatos de alditol metilados. La
identidad de los acetatos de alditol metilados se determiné mediante el analisis de
sus patrones de fragmentacion del espectro de masas individuales generados
durante el analisis GC-MS. Los analisis de GC-MS se realizaron en la misma
instrumentaciéon que el analisis de mondmeros, pero utilizando el siguiente
programa de temperatura: temperatura de inicio 155°C, tiempo de espera de 1
minuto y una temperatura final de la columna de 195°C alcanzada a través de un
gradiente creciente de 0,75°C min-1.

El analisis de GC-MS de los acetatos de alditol generados durante el analisis de

monomeros de la EPS identific6 la presencia de 1,2,3,4,5-penta-O-acetil-L-

ramnitol, 1,2,3.4.5.6 -hexa-O-acetil-D-galactitol, y 2-acetamido-1,3.4,5,6-penta-O-

acetil-2-deoxi-D-galactitol en una relacion de 4:1:1. Los resultados del analisis de

mondmeros identificaron la presencia de ramnosa, galactosa y N-

acetilgalactosamina en la unidad de repeticion.

Los acetatos de alditol metilados generados durante el analisis de ligamiento
incluyeron: un 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metilhexitol que confirma que la
galactosa esta presente en su forma de piranosa como un azucar terminal; un

1,3,5-tri-O-acetil-2- (acetiimetilamino) -2-deoxi-4,6-di-O-metilgalacitol, que confirma



que la N-acetilgalactosamina esta presente en su forma de piranosa como un
monosacarido con enlaces en 1,3; dos 1,2,5-tri-O-acetil-3,4-di-O-metil-6-
desoxihexitoles, lo que indica que dos de los monémeros de ramnosa tienen
enlaces en 1,2; un 1,3,5-tri-O-acetil-6-desoxi-2,4-di-O-metilhexitol, que indica que
uno de los mondmeros de la ramnosa esta unido en 1, 3; vy, finalmente, un 1,2,3,5-
tetra-O-acetil-6-desoxi-4-O-metilhexitol que sugiere que la ramnosa final es una
ramnosa con enlaces en 1,2,3 presente como un punto de puente en la unidad de

repeticion.

La conversion de los monomeros a mezclas de sus 2-butilglicésidos epiméricos
confirmé que todos los mondmeros de ramnosa tenian una configuracion absoluta
de L, mientras que tanto la galactosa como la N-acetilgalactosamina tenian una

configuracion absoluta de D.

Analisis de RMN de la EPS de L. paracasei

Se registraron los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) para las
muestras de EPS que se disolvieron (10-20 mg ml-1) directamente en D,0O (Goss
Scientific Instruments Ltd., Essex, Reino Unido). Los espectros de RMN se
registraron a una temperatura de sonda de 70°C. Los espectros de RMN se
registraron en un espectrometro Bruker Avance 500,13 MHz 1H (125.75 MHz 13C)
(Bruker-Biospin, Coventry, Reino Unido) que operan con gradientes de campo Z
cuando sea apropiado y utilizando los programas de pulso de Bruker. Los
desplazamientos quimicos se expresan en ppm en relacion con la acetona interna
(62,225 para 1H y 6 31,55 para 13C). Los espectros registrados incluyeron: un
espectro de correlacion de filtro cuantico doble gradiente 2D seleccionado (gs-
DQF-COSY) registrado en modo de magnitud a 70°C; experimentos de
espectroscopia de correlacion total (TOCSY) registrados con tiempos de mezcla
variables (60, 90, 120 ms); 1H-13C espectros de coherencia cuantica unica
(HSQC) heteronucleares (desacoplados y acoplados); un espectro de correlaciéon

heteronuclear de enlaces multiples (HMBC); y finalmente, un espectro de efecto



Overhauser nuclear de marco giratorio (ROESY). Los espectros 2D se registraron
con 256 experimentos de 1024 puntos de datos. El espectro ROESY se registrd
utilizando una secuencia de pulsos de Bruker y 256 experimentos de 1024 puntos
de datos utilizando un tiempo de mezcla de 200 ms. Para la mayoria de los
espectros, los datos del dominio del tiempo se multiplicaron por las funciones de
campana sinusoidal (cuadrada) de desplazamiento de fase. Después de aplicar el
llenado a cero y la transformada de Fourier, se obtuvieron conjuntos de datos de

1024-1024 puntos.

Los desplazamientos quimicos de cada uno de los protones y carbonos en la
unidad de repeticion se determinaron mediante la inspeccion de una serie de

espectros de RMN 1D & 2D (Tabla II).

Tabla ll
Posicién A B C D E F
H1 5,30 5,21 5,15 4,87 4,72 4,53
(C1) (102,6) | (102,2) | (102,4) | (102,5) | (103,5) | (106,0)
H2 4,21 4,07 413 3,90 3,82 3,59
(C2) (79,8) (79,6) (80,3) (71,6) (57,1) (72,5)
H3 4,01 3,91 3,86 3,79 3,65 3,63
(C3) (78,2) (72,0) (71,3) (79,5) (83,1) (76,5)
H4 3,67 3,49 3,35 3,55 3,54 3,93
(C4) (70.4) (73,6) (73,7) (72,9) (72,6) (70,1)
H5 3,82 3,77 3,66 4,02 3,45 3,53
(C5) (70.6) (70,6) (73,8) (70,5) (77,3) (70,0)
H6 1,32 1,32 1,25 1,25 3,91/3,75 3,75
(C6) (18,6) (18,1) (18,0) (17,9) (62,4) (62,3)
CH3 6
2,05
Acetil CH3 6
(CH3;CO) 23,5
CO3s
175,6

El analisis del espectro COSY 1H-1H (Fig. 3, contornos negros) en combinacién
con el espectro TOCSY 1H-1H (Fig. 3, contornos grises) permiti6 que el
acoplamiento escalar dentro de los azucares individuales se rastreara desde los
protones anoméricos (etiquetados De A F en orden decreciente de cambio
quimico, ver Fig. 2) de H1 a H6 en los azucares de ramnosa (A, B, Cy D) y de H1

a H4 en los mondmeros de galactosa y N-acetilgalactosamina (Fig. 3 ).



Se usé un espectro de HSQC para correlacionar los carbonos del anillo con sus
protones unidos (Fig. 4) y la posicion distintiva de C2 y la identificacion de H2 de la
N-acetilgalactosamina confirmada, mediante la observacion del acoplamiento
escalar a la resonancia H1 a 4,72 en el espectro COSY, que la resonancia
anomérica a 4,72 ppm (E en la Fig. 2) fue la de la N-acetilgalactosamina. La
resonancia anomeérica restante a 4,53 ppm, por lo tanto, debe pertenecer a la

galactosa terminal.

Mediante la inspeccion de los desplazamientos quimicos de carbono de los
carbones del anillo de ramnosa, fue posible identificar puntos de enlace mediante
la localizacion de aquellos carbones cuyos desplazamientos quimicos se habian
movido hacia posiciones de campo bajo (por encima de 78 ppm) en comparacion
con los valores normalmente asociados con las posiciones de anillo no sustituidas
(menos de 74 ppm para azucares de ramnosa). Esto identific6 A como una
ramnosa con enlaces en 2,3 (C2, 6 79,8 ppm; C3, 6 78,2 ppm), B como una
ramnosa con enlace en 2 (C2, 8 79,6 ppm), C como una ramnosa con enlace en 2
(C2, 6 80,3 ppm), y D como una ramnosa con enlace en 3 (C3, 6 79,5 ppm). Los
resultados del analisis de ligamiento ya identificaron que la N-acetilgalactosamina
(E) esta unida en 1,3, y esto se confirmé por el alto cambio quimico de C-3 en E (8
83,1 ppm). Finalmente, los desplazamientos quimicos de los carbonos en el

residuo F concuerdan con que es un monomero de galactosa terminal.

La configuracion anomérica de los monosacaridos se determiné midiendo las
constantes de acoplamiento 1JC1-H1 que eran visibles en un espectro de HSQC
acoplado. Los residuos A D tenian constantes de acoplamiento 1JC1-H1 A (177
Hz), B (172Hz), C (175Hz) y D (174 Hz) que son mas de 170 Hz, lo que indica que
los residuos de ramnosa estan alfa-enlazados, mientras que el tamafio de las
constantes de acoplamiento 1JC1-H1 en E (164 Hz) y F (157 Hz) identifica estas

dos resonancias como mondmeros con enlace beta.



Finalmente, la secuencia de los azucares en la unidad de repeticidon se establecié
a través de la inspeccion tanto del espectro 1H-13C-HMBC como del espectro 1H-
1H-ROESY (Fig. 5). El acoplamiento escalar entre residuos observado en el
espectro HMBC incluyé: el acoplamiento entre A-H1 y D-C3, indicando que A esta
vinculado a la posicion 3 de D; el acoplamiento entre C-H1 y B-C2, lo que indica
que C esta vinculado a la posicion 2 de B; el acoplamiento entre D-H1 y E-C3, lo
que indica que D esta vinculado a la posicion 3 de E; el acoplamiento entre F-H1 y
A-C2, indicando que F esta vinculado a la posicion 2 de A. En el espectro de
ROESY, se observaron NOE entre residuos: entre A-H1 y D-H3, confirmando la A
(1-3 ) Enlace D; entre B-H1 y A-H3 (fuerte) y A-H4 (moderado), identificando que B
esta vinculado a la posicion 3 de A; entre C-H1 y B-H2, confirmando el enlace C
(1-2) B; entre D-H1 y E-H3, identificando un enlace D (1-3) E; entre E-H1 y C-H2,
identificando el enlace E (1-2) C; y también entre F-H1 y A-H2, confirmando el

enlace F (1-2) A.

Los resultados combinados del analisis quimico y de RMN de la EPS aislada de L.

paracasei DG indican que la DG-EPS es un heteropolisacarido novedoso que

tiene la estructura de la unidad repetitiva informada en la Fig. 6.

Adhesioén bacteriana a la linea celular Caco-2

Para investigar la capacidad potencial de DG-EPS para mediar en la interaccién
de la bacteria con el huésped, primero usamos la linea celular Caco-2, que se
considera una herramienta in vitro valiosa para estudiar los mecanismos
subyacentes a la interaccion entre las células bacterianas y el intestino humano.

La adhesion de cepas L. paracasei a la capa de células Caco-2 (ATCC HTB-37)
se evaluo tal como se describio anteriormente en Balzaretti et al, 2015. En
resumen, para los experimentos de adhesion, se utilizaron células Caco-2
totalmente diferenciadas (es decir, 15 dias después de la confluencia). Se
incubaron 100 yg ml-1 de EPS con una monocapa de células Caco-2 durante 1

hora a 37°C. Finalmente, las monocapas fueron examinadas microscépicamente



(magnificencia, 400x) bajo inmersion en aceite después de la tincion de Giemsa.

Todos los experimentos se realizaron por duplicado.

La participacion potencial de DG-EPS se evalué probando también la capacidad
de adhesiéon de la cepa DG después de la eliminacién de la molécula de EPS
(células DG "desnudas", nDG, preparadas mediante lavados con PBS vy
sonicacién suave) y luego de la incubacion previa de células Caco-2 con EPS

purificado.

Los resultados demuestran que el EPS purificado no fue capaz de afectar las

propiedades de adhesion de la cepa DG. De hecho, la adhesién de L. paracasei

DG no fue significativamente diferente de la de nDG y fue bastante modesta
(aproximadamente 300 bacterias por 100 células Caco-2); Ademas, la capacidad
de adhesidén no se vio afectada por la co-incubacién de las células bacterianas con

EPS purificado.

Activacion del factor nuclear kB (NF-kB) por exopolisacaridos

La activacion del factor nuclear kB (NF-kB) se estudié mediante una linea celular
recombinante Caco-2 transfectada de forma estable con el vector pNiFty2-Luc
(InvivoGen, Labogen, Rho, lItalia). Las monocapas de Caco-2 recombinante
(aproximadamente 3 x 105 células/pocillo), cultivadas en presencia de 50 yg mi-1
de zeocina, se lavaron con tampén Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0) y luego se
suspendieron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) fresco que
contiene HEPES 100 mM (pH 7,4) y con 0,1 ml de L. paracasei DG-EPS, que
corresponde a una concentracion final de 100 yg ml-1. La estimulacién se realiz6
afiadiendo 10 ng ml-1 de interleuquina (IL)-1B. Después de la incubaciéon a 37°C
durante 4 h, las muestras se trataron y la bioluminiscencia se midié segun lo
descrito por Stuknyte et al., 2011. Se realizaron dos experimentos independientes

por triplicado para cada condicion.



Recientemente se ha demostrado que L. paracasei DG posee una capacidad
evidente para reducir la activacion de NF-kB en células Caco-2 al inicio del estudio
y luego de la estimulacién con la citoquina proinflamatoria IL-1p3 (Balzaretti, 2015),
segun lo determinado por un sistema indicador obtenido al transfectar células
Caco-2 con un vector indicador de luciferasa. Aqui, el mismo modelo inmunolégico
se ha utilizado para probar la macromolécula de EPS aislada de la cepa DG. Los

resultados muestran que la molécula de EPS purificada, a diferencia de las células

bacterianas completas y su caldo agotado, no pudo afectar la activacién de NF-kB

tanto al inicio como en presencia del estimulo proinflamatorio IL-13 (datos no

mostrados. Otras cepas de L. paracasei en estudio (a saber, las cepas LPC-S01 y
Shirota) mostraron la misma capacidad de la cepa DG para reducir la activacion
de NF-kB en células Caco-2 (13), lo que sugiere que DG-EPS no contribuye a este

especifico efecto inmunomodulador.

Activacion de la linea celular de macrdéfagos humanos THP-1: cultivo celular,

condiciones de crecimiento y protocolo de estimulacion

La linea celular THP-1 monocitica se adquirié de la Coleccion de Cultivos Tipo de
EEUU (Manassas, VA, EE. UU.). Las células THP-1 se cultivaron originalmente a
partir de sangre periférica de un nifio de 1 afio con leucemia monocitica aguda.
Son células no adherentes, que pueden diferenciarse en células similares a
macrofagos a través de una via de senalizacion dependiente de la especie de
oxigeno reactivo (EOR) mediada por la proteina quinasa C por tratamiento con
miristato acetato de forbol (PMA). El medio de crecimiento normal para las células
THP-1 consistié en medio RPMI 1640 (Lonza, Basilea, Suiza) suplementado con
suero fetal bovino (SFB) al 10% (v/v) (Gibco-BRL, Life Technologies, Milan, Italia),
2 mM L-glutamina, 100 unidades ml-1 de penicilina y 100 pg ml-1 de
estreptomicina (Sigma-Aldrich). Las células se sembraron a una densidad de 5 x
105 células/pocillo en placas de 24 pocillos y se incubaron a 37°C en una
atmosfera humidificada con aire al 95% y 5% de CO,. La diferenciacién se indujo

mediante la adicion de PMA (Sigma-Aldrich) en el medio celular a una



concentracion final de 100 nM y se dejd que continuara durante 24 h.
Posteriormente, las células se lavaron una vez con tampdén PBS estéril para
eliminar todas las células no adherentes, y se anadié medio completo fresco. Las
bacterias se usaron en la multiplicidad de infeccion (MOI) de 50, EPS en
concentraciones finales de 0,1, 1 y 10 uyg ml-1; Se uso lipopolisacarido (LPS) de
Salmonella enterica (Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 1 yg ml-1. Se
usoé una muestra no tratada, es decir, solo medio RPMI 1640 con 10% (v/v) de

FBS, como control.

Preparacion de ARN y PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

Después de incubar las células THP-1 a 37°C durante 4 h, se elimind
cuidadosamente el sobrenadante de cada pocillo y se aislé el ARN celular total de
las células adheridas con el kit de células de cultivo y sangre de ARN total
(GeneAid, New Taipei City, Taiwan). Posteriormente, se eliminaron trazas de ADN
mediante tratamiento con la enzima DNAse (Sigma-Aldrich), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La concentracion de ARN y la pureza se determinaron
con un lector de placas de varios volumenes Take3 (Biotek, Luzern, Suiza), y la
transcripcion inversa a ADNc se realizé con el kit de sintesis de ADNc iScript™
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), utilizando el siguiente térmico: 5 min a
25°C, 30 min a 42°C y 5 min a 85°C. La PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-
PCR) se llevé a cabo para medir los niveles de expresion de citoquinas en el
ARNm mediante la tecnologia “SYBR Green Technology” utilizando SsoFast
EvaGreen Supermix (Bio-Rad) en un sistema Bio-Rad CFX96 de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

Los partidores fueron los siguientes (5'...3’):

GAPDH hacia adelante, 5'-GGGAAGGTGAAGGTCGGAGT-3"

GAPDH reverso, 5-TCAGCCTTGACGGTGCCATG-3’;

IL-6 hacia adelante, 5'-CGGTACATCCTCGACGGCAT;



IL-6 reverso, 5'-TCACCAGGCAAGTCTCCTCAT-3’;

IL-8 hacia adelante, 5'- TGTGGTATCCAAGAATCAGTGAA-3;
IL-8 reverso, 5'-TATGTTCTGGATATTTCATGGTACA-3’;
CCL20 hacia adelante, 5'-CTGCTTGATGTCAGTGCTG;
CCL20 reverso, 5-CACCCAAGTCTGTTTTGG-3’;

TNF-a hacia adelante, 5-TCAGCTCCACGCCATT-3';

TNF-a reverso, 5'-CCCAGGCAGTCAGATCAT-3";

COX-2 hacia adelante, 5'-CCCTTGGGTGTCAAAGGTAA;

COX-2 reverso, 5'-TGAAAAGGCGCAGTTTACG-3'.

Todos los partidores se disefiaron previamente y su especificidad se evalu6 con
curvas de fusidn durante la amplificacion y mediante geles de agarosa al 1%. La
PCR cuantitativa se llevé a cabo de acuerdo con el siguiente ciclo: retencion inicial
a 95°C durante 30 s y luego 39 ciclos a 95°C durante 2 s y 60°C (para TNF-a y
ciclooxigenasa COX-2) o 58,2°C (para IL-6, IL-8 y CCL20) durante 5 s. La
expresion geénica se normalizd con respecto al gen de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) de referencia. La cantidad de ADNc de plantilla utilizada
para cada muestra fue de 15 ng. Todos los resultados con respecto a los niveles
de expresion de ARNm de citoquinas se informan como el pliegue de la induccion
(FOI) en relacion con el control (es decir, THP-1 no estimulado), al que atribuimos
un FOI de 1. Se han determinado diferencias estadisticamente significativas a

través de la prueba t Student no pareada con una distribucién de dos colas.

Se cuantificd la expresion génica del factor de necrosis tumoral (TNF) -a, la
interleuquina (IL) -6, el ligando 20 (CCL20) de quimiocina (C-C), la quimiocina IL-8
y la ciclooxigenasa (COX)-2 a través de qRT-PCR. Se analizaron tres
concentraciones de la molécula DG-EPS purificada (0,1, 1 y 10 yg ml-1). Los
mismos experimentos se realizaron en presencia de 1 pg ml-1 del estimulo

proinflamatorio LPS.



Los resultados muestran que la DG-EPS purificada puede estimular la expresion
de todos los genes en estudio de una manera dependiente de la concentracién,
con la excepcion de COX-2 (Fig. 7). En particular, las quimioquinas IL-8 y CCL20
se indujeron aproximadamente 70 veces por 10 ug ml-1 DG-EPS, mientras que las
citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-6 26 y 39 veces, respectivamente. Se
observo un perfil estimulante similar con las células bacterianas de la cepa DG
(MOI 50), aunque en menor medida (Fig. 8). Ademas, cuando se elimin6 el EPS
mediante lavados con PBS y sonicacion suave, las células bacterianas de la cepa
DG perdieron su capacidad para estimular la expresion génica de TNF-a, IL-8 y
CCL20; la adicion de 1 pyg ml-1 de EPS purificado reconstituyd parcialmente la

capacidad estimuladora de las células (Fig. 8).

Como se esperaba, la estimulacion de las células THP-1 con LPS determind una
sobreexpresiéon marcada de todos los genes analizados, en particular IL-6, IL-8 y
CCL20. Sin embargo, la adicion de DG-EPS no afecto significativamente las

inducciones asociadas a LPS de todos los genes probados (Fig. 7).

En conclusion, gracias al analisis gendmico sobre la cepa L. paracasei DG,
pudimos identificar dos cluster de genes que codifican supuestamente la

biosintesis de EPS. Curiosamente, la busqueda en GenBank revelé que una de

estas regiones, EPS-b, no tiene precedentes.

Después de la purificacion de la fraccion de células exopolisacaridicas de la cepa
DG, la unidad de repeticion de EPS se caracterizO6 mediante métodos
cromatograficos y espectroscopia de RMN, estableciendo que posee una

estructura novedosa.

En efecto, las estructuras de unidades repetitivas de varias cepas diferentes del
grupo de especies de L. casei (es decir, L. casei, L. paracasei y L. rhamnosus) se

han publicado previamente, y la que se describe aqui es diferente.




Cualquier molécula de EPS con una secuencia de monosacaridos diferente puede
representar un potencial patréon molecular asociado a patdégenos (PAMP)

novedoso.

DG-EPS muestra propiedades inmunoestimuladoras en células THP-1

monociticas de leucemia humana al aumentar la expresion génica de las

citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-6 y, en particular, las quimioguinas IL-8 y

CCL20. Por el contrario, el nivel de expresion de la enzima ciclooxigenasa COX-2

no se vio afectado.

El EPS purificado producido por L. paracasei DG mostré6 una actividad

inmunoestimuladora, particularmente en términos de expresion de quimioquinas.
Por lo tanto, el EPS de L. paracasei DG, en vez de ser una molécula inerte, puede

considerarse un producto bacteriano que puede estimular el sistema inmunoldgico

como una molécula secretada liberada de la bacteria o también, plausiblemente,

como una envoltura capsular sobre la pared de la célula bacteriana.

En conclusion, la cepa probidtica L. paracasei DG produce un hetero-

exopolisacarido rico en ramnosa unico, llamado DG-EPS, que posee propiedades

inmunoestimulantes.

DG-EPS puede representar una nueva molécula para potenciales aplicaciones

nutracéuticas y farmacéuticas.




