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1. Introduccion

1.1 Kéfir

Los grénulos de kéfir son pequefios bulbos insolubles en agua y de forma irregular, su tamafio
varia entre pocos milimetros y algunos centimetros de didmetro (Figura 1). Estdn conformados por
una comunidad compleja de levaduras, bacterias dcido-acéticas (BAA) y 4cido-lacticas (BAL),
confinadas en una matriz de polisacaridos y proteinas (Garrote et al. 2001). El producto obtenido
por la fermentacion de la leche utilizando estos granulos se llama “kefir” y se han asociado a su
consumo varias propiedades promotoras de la salud (Guzel-Seydim et al. 2011). Durante la
fermentacion, los granos aumentan de peso y la biomasa adicional se cosecha para nuevas
fermentaciones. La composicién de la microbiota del kéfir puede variar dependiendo de su
procedencia, pero diferentes estudios han demostrado la presencia principalmente de diferentes

especies de lactobacilos, lactococos y levaduras (Leite et al. 2013).

Figura 1: Granulos de Kéfir

Como es sabido, los probiodticos son “microorganismos vivos que, administrados en cantidades
adecuadas, ejercen un efecto beneficioso para la salud del huésped” (FAO/OMS, 2001). Las
propiedades deseables de un microorganismo probidtico incluyen un género, especie y cepa bien
definidos, seguridad demostrada, resistencia comprobada al acido gastrico y a las secreciones biliares,
capacidad para adherirse al tejido epitelial intestinal, produccién de sustancias antimicrobianas y
actividades antagonistas contra patégenos, modulacion de las respuestas inmunitarias y permanecer

activos y viables durante los procesos tecnoldgicos y en los productos finales (Cunningham et al.

8



2021). En este sentido, diferentes cepas de microorganismos aislados del kéfir han mostrado diferentes

propiedades, tanto en estudios in vitro como in vivo (Bengoa et al. 2019, Carasi et al. 2015).

1.2 Lactobacilos

Los lactobacilos (LB) son un grupo predominante dentro de las llamadas bacterias lacticas (Hynonen
y Palva, 2013). Son bacterias facultativas Gram positivas, no formadoras de esporas y con forma de
baston que fermentan los carbohidratos en édcido l4ctico como criterio de valoracién principal, estdn
ampliamente distribuidos en la naturaleza y tienen multiples usos comerciales, especialmente en la
fermentacién de queso y otros productos lacteos (Malamud et al. 2019a). Muchos LB son flora
comensal que se encuentra en el tracto gastrointestinal y genital de humanos como de animales
(Malamud et al. 2019a). Debido a su larga historia de utilizacién en la produccién de alimentos, asi
como también debido a que habitualmente no presentan factores de virulencia, se los reconoce como

microorganismos seguros (GRAS, por su sigla en inglés de Generally Recognized As Safe).

Cepas especificas de bacterias dcido-lacticas, en particular algunas dentro del grupo de los
lactobacilos, se utilizan ampliamente como probidticos ya que se ha demostrado su capacidad para
modular el sistema inmunoldgico (Corthesy et al. 2007, Wells 2011), asi como su capacidad para
inhibir el crecimiento o la invasién de bacterias y pardsitos patdgenos (Mei et al. 2022, Turpin et al.

2010).

1.3 Lentilactobacillus kefiri

La especie anteriormente denominada como Lactobacillus kefiri es ahora conocida como
Lentilactobacillus kefiri, como parte de una reclasificaciéon completa del género Lactobacillus en 25
nuevos géneros bacterianos (Zheng et al. 2020). En el grupo de Microbiologia del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos (CIDCA; CCT La Plata, CONICET-
UNLP-CIC) y la Catedra de Microbiologia del Departamento de Ciencias Bioldgicas de la Facultad



de Ciencias Exactas de la UNLP, se han aislado y caracterizado numerosas especies de BAL y
levaduras del kéfir, incluidas varias cepas de Lentilactobacillus kefiri (Bosch et al. 2006, Hamet et al.
2013). En particular, la especie L. kefiri es una de las mayoritarias en la leche fermentada con kéfir,

con recuentos que oscilan entre 2x108 y 1x10° células de L. kefiri ml™! (Garrote et al. 2005).

Se ha demostrado el potencial de diferentes cepas L. kefiri como microorganismo probidtico
empleando tanto modelos experimentales in vitro como in vivo (Carasi et al. 2021). En particular,
estudios in vivo han demostrado que la administracion de la cepa de L. kefiri CIDCA 8348 por via oral
induce una respuesta predominantemente anti-inflamatoria a nivel de la mucosa intestinal y cambios
en la microbiota fecal (Carasi et al. 2015). Asimismo, fue posible demostrar en modelos
experimentales en ratén, que el consumo de esta cepa previene el desarrollo de parto prematuro
inducido por un estimulo proinflamatorio agudo (Ventimiglia et al. 2021) y los efectos deletéreos a
nivel metabdlico inducidos por una dieta rica en fructosa (Zubiria et al. 2017). Por otro lado, se ha
demostrado que las cepas de L. kefiri son capaces de mantener un alto porcentaje de viabilidad después
de los procedimientos de secado spray (Golowczyc et al. 2011) y liofilizacién (Bolla et al. 2011).
Algunas de estas propiedades, tanto las probidticas como las tecnolégicas podrian atribuirse a la
presencia en estos lactobacilos de una estructura macromolecular superficial de naturaleza proteica

conocida como capa-S.

1.4 Capa-S

La capa S es una envoltura proteica nanoestructurada constituida por subunidades de proteinas o
glicoproteinas idénticas de 40 a 200 kDa en peso molecular, que se autoensamblan para formar una
red bidimensional, regular y altamente porosa (con tamafios de celdas unitarias en el rango de 3 a 30
nm y grosores de aproximadamente 10 nm), con simetria oblicua, cuadrada o hexagonal, que cubre la
superficie de diferentes especies de Bacterias y Archaea (Sédra & Sleyter ez al. 2000, Sleytr et al. 2014).
Dada su presencia ubicua, las capas-S se consideran el resultado de cambios evolutivos de los
microorganismos para sobrevivir en ambientes hostiles (Claus et al. 2005). La presencia de la capa-S
se ha encontrado tanto en bacterias Gram negativas como Gram positivas, incluidas especies patogenas

y no patogenas (Assandri et al 2023).
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Las técnicas basadas en microscopia electrénica son los métodos de eleccion para detectar la
presencia de una capa-S en la superficie de la célula bacteriana (Figura 2) (Pavkov-Keller et al. 2011).
Para obtener informacién sobre la estructura 3D y la topologia superficial de los conjuntos de la capa
S, se han aplicado métodos como la microscopia de fuerza atomica (AFM) y la dispersion de rayos X
de dngulo pequefio (SAXS). Sin embargo, dado que los métodos convencionales para el andlisis
estructural de alta resolucién, como la cristalografia de rayos X, no se pueden aplicar facilmente a las
proteinas de capa S debido a su dificultad para ser cristalizadas, hay poca informacién disponible sobre
la estructura atémica de las proteinas de capa S, la disposicidn espacial de los dominios y los elementos

de la estructura secundaria dentro de la capa S (Pavkov-Keller ef al. 2011).

Figura 2: Esquema de los distintos tipos de entramados de la Capa S. Imagen extraida de 40 B
Microscopia electrénica de transmision de (1) Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus
L111-69 la cual presenta una simetria hexagonal p6 (2) Desulfotomaculum nigrificans B200-71
con simetria cuadrada p4 (3) Geobacillus con simetria oblicua p2. Barras = 100 nm. Extraida de
Pavkov-Keller et al. 2011.

Las proteinas de capa S fueron las primeras glicoproteinas detectadas en procariotas y adn se
encuentran entre los ejemplos mejor estudiados de proteinas procariotas glicosiladas. De hecho, la
glicosilacion es la modificacion postraduccional mds frecuente de estas proteinas (Ristl et al. 2011).
En las bacterias, la N-glicosilacion es un evento raro, por lo que las SLP bacterianas se caracterizaron
generalmente como O- glicosiladas y el grado de glicosilacién varia generalmente entre el 2% vy el

10% (p/p) (Messner et al. 2013).

La informacién sobre las funciones bioldgicas de las proteinas de capa-S se ha incrementado en las
ultimas décadas. Si bien no ha surgido una funcién comin para todas las capas-S se han propuesto
muchas propiedades funcionales diferentes para este tipo de proteinas. Hasta ahora, estas incluyen la

determinacién o el mantenimiento de la forma celular, el funcionamiento como tamiz molecular, como
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sitio de unién para moléculas grandes, iones o fagos, como mediador de la adhesién microbiana,
proteccion frente a los microorganismos a condiciones ambientales adversas, contra la presencia de
péptidos antimicrobianos, de la exposicion a la radiacién, cambios en el pH ambiental, bacteriéfagos
o enzimas bacterioliticas (Gerbino et al. 2015). Por otro lado, también participan en la modulacion de
la respuesta inmune (Konstantinov et al. 2008, Prado Acosta et al. 2021, Taverniti ef al. 2013, Assandri
et al. 2023). Ademas, en las bacterias patdgenas, la capa-S podria contribuir a la virulencia a través de
varios mecanismos que incluyen la adhesion, la coagregacién, la variacidon antigénica, la proteccion
contra la lisis por el sistema del complemento o fagocitosis, 0 inmunomodulacién (Assandri et al.
2023, Ravi y Fioravanti 2021). Por otro lado, algunas proteinas de capa S han demostrado el potencial
de actuar como enzimas, o incluso estar involucradas en la motilidad del microorganismo (Gerbino et

al. 2015).

La atencion especial que estas proteinas han captado por parte de los investigadores en los tltimos
afios se debe a sus excepcionales propiedades fisicoquimicas, que las convierten en una estructura
organizativa Unica con un alto potencial de aplicacion en el campo de la nanobiotecnologia moderna,
la biomimética y la biomedicina. De hecho, diferentes investigadores han llevado a cabo experimentos
centrados en la aplicacién de proteinas de la capa-S para el desarrollo de nuevos portadores de

antigenos/haptenos, adyuvantes o vesiculas (Malamud et al. 2019a, Ik et al. 2011).

La mayoria de las técnicas para el aislamiento y la purificacion de proteinas de capa-S implican el
uso de detergentes (Triton X100 o dodecilsulfato de sodio) o agentes caotrOpicos (como urea,
clorhidrato de guanidina o cloruro de litio) (Schuster y Sleytr 2020). Después de la extraccién de la
superficie bacteriana, las proteinas de capa-S tienen la capacidad intrinseca de formar productos auto-
ensamblados flotantes en solucién (por ejemplo, ldminas planas, tubos, vesiculas), de reensamblarse
en capas simples y dobles en soportes sélidos, en la interfase aire-agua, en peliculas lipidicas, y de
cubrir liposomas, nanocéapsulas y nanoparticulas por completo (Figura 3) (Bolla et al. 2022, Pum y
Sleytr 2014). Esta extraordinaria propiedad es una de las caracteristicas clave de las proteinas de capa-
S y, en combinacién con la exposicién repetitiva y precisa de determinados grupos funcionales,
estableci6 las bases para el desarrollo de carriers para biomoléculas, dispositivos de diagnostico,
biosensores, biocatalizadores, etc. (Bolla e al. 2022, Raff et al. 2016). Por lo tanto, esta capacidad
unica puede ser explotada en diferentes dreas tales como medicina, farmacologia, bioingenieria,

industria alimentaria, entre otras.

12



Proteinas de capa § Vector de expresion

en bactena

. Proteinas de capa S
® /' recombinante

oty

Productos de autoensamblado
cilindncos

Monocapas de proteinas de capa S en

solucion y en interfaces lipidicas

Figura 3: Esquema de autoensamblado de proteinas de capa S. Adaptada de Pum y Sleytr (2014)

1.5 Proteinas de capa-S en Lentilactobacillus kefiri

La presencia de la capa-S se ha descripto en muchas especies bacterianas, incluyendo algunas del
anteriormente denominado género Lactobacillus (Hynonen y Palva, 2013). Para estas bacterias acido-
lacticas, que se encuentran con frecuencia en diferentes ecosistemas naturales como plantas, alimentos,
ensilajes, aguas residuales y el tracto gastrointestinal y genital de humanos y animales (Malamud et
al. 2019a), la presencia de capa-S se convierte en una caracteristica adaptativa relevante para hacer
frente a las condiciones adversas de esos ambientes. Ademads, como la capa-S constituye la estructura
superficial mds externa de estas células bacterianas, podria mediar la interacciéon de los
microorganismos con diferentes células eucariotas (es decir, células epiteliales intestinales, células
presentadoras de antigenos), asi como con la matriz extracelular y los componentes del mucus, hecho
que se ha estudiado particularmente para las cepas de lactobacilos caracterizadas como probidticos

(Hynonen y Palva, 2013, Malamud et al. 2019a).

La presencia de proteinas de capa-S (SLP) en cepas de L. kefiri fue descripta por primera vez por el
grupo de Microbiologia del CIDCA (Garrote et al. 2004) . De los estudios realizados hasta el momento

surge que cada cepa de L. kefiri expresa una unica SLP de entre 66 y 71 kDa que es positiva para la
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reaccion de PAS (“periodic acid Schiff”), lo que indica la presencia de restos glicosidicos (Malamud
et al. 2017, Mobili et al. 2009). Los andlisis de composicion de restos glicosidicos realizados en 4
cepas de L. kefiri revelan que la glucosa es el monosacérido mayoritario en todos los casos, aunque
existen diferencias entre cepas (Cavallero et al. 2017, Malamud et al. 2020). En la cepa L. kefiri
CIDCA 83111, se detectaron cadenas que portan en promedio 8 unidades de glucosa y estdn decoradas
con 4cido galacturénico. A su vez, fue posible detectar 2 péptidos sustituidos por cadenas cortas de N-
glicanos (estructuras fucosiladas, con residuos de manosa y N-acetilglucosamina), siendo esta la
primera descripcion de la estructura del N-glicanos en glicoproteinas de capa-S de una especie por ese
entonces considerada dentro del género Lactobacillus (Cavallero et al. 2017). Posteriormente, los
estudios realizados sobre la SLP de L. kefiri JCM 5818 indicaron que la misma presenta O-glicanos
neutros que contienen en promedio 8 unidades de glucosa, y un sitio de N-glicosilacién sustituido con
una estructura compleja que podria contener un resto dcido ain no identificado. Sorprendentemente,
en otras 2 cepas estudiadas (CIDCA 8321 y CIDCA 8348) no se detectaron N-glicanos, y los O-
glicanos estdn constituidos por restos neutros con un promedio de 5 unidades de glucosa (Malamud et

al. 2020).

Con respecto a la composicion y secuencia de aminodcidos, los estudios realizados demostraron que,
a pesar de provenir de cepas de la misma especie, las SLP de L. kefiri son heterogéneas (Malamud et
al. 2017, Mobili er al. 2009). La informacién obtenida mediante secuenciacion de ADN fue
corroborada con los datos espectrales obtenidos por MALDI-TOF, por lo que el gen amplificado y
secuenciado corresponde a la SLP expresada en cada una de las cepas estudiadas (Malamud et al.
2017). Las proteinas maduras tienen entre 492 y 576 aminoacidos, no poseen residuos de cisteina y los
puntos isoeléctricos calculados elevados (entre 9.37 y 9.67), tal como se ha reportado para otras SLP
de lactobacilos. La regién N-terminal es relativamente conservada y posee un alto porcentaje de restos
positivamente cargados. Por el contrario, la region C-terminal muestra las mayores diferencias en la
secuencia de aminodcidos entre cepas (Malamud et al. 2017). Sin embargo, las SLP de las 6 cepas que
fueron oportunamente caracterizadas como auto-agregantes (Mobili ef al. 2009) son idénticas entre si,
a pesar de que dichas cepas fueron aisladas de diferentes granulos de kefir. Por otro lado, en base a la
secuencia de aminoacidos de sus SLP, las 16 cepas estudiadas pudieron ser clasificadas en 5 grupos:
uno en el que agrupan las cepas agregantes, y otros 4 que contienen a las cepas no agregantes
(Malamud et al. 2017). Estos hallazgos sugieren que las caracteristicas estructurales de las SLP
contribuyen a determinar algunas de las propiedades superficiales de las bacterias, 1o que a su vez

puede tener un impacto significativo en su potencialidad probidtica.
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Desde el punto de vista funcional, se ha demostrado que las proteinas de capa-S de L. kefiri median
la inhibicién de la invasién de Salmonella Enteritidis a células Caco-2 (Golowczyc et al 2007), el
antagonismo de las toxinas de Clostridium difficile sobre células Vero (Carasi et al 2012) y la
interaccion de L. kefiri con levaduras (Golowczyc et al. 2009). Ademas, participan de la adhesion de
los lactobacilos al mucus géstrico, intestinal y colénico (Carasi et al. 2014) y protegen a las bacterias
contra el efecto deletéreo del 16n Pb+2 (Gerbino et al. 2015). Por otro lado, mas recientemente, se han
empleado proteinas de capa-S de L. kefiri como plantillas en la obtencion de nanoparticulas de Pt y Ag

con alta capacidad catalitica (Bolla et al. 2020a,b, Huggias et al. 2020, 2021).

Por otra parte, se han realizado estudios acerca del efecto inmuno-estimulador de diferentes SLP
provenientes de cepas de L. kefiri sobre células presentadoras de antigeno. Se ha demostrado que la
SLP de la cepa L. kefiri CIDCA 8348 es internalizada por macréfagos murinos (linea celular
RAW?264.7) y dicho proceso potencia la respuesta celular frente al LPS, observdndose un incremento
en la expresion de MHC-II, CD86 y CD40 en comparacion con las células estimuladas con LPS solo.
Se observaron efectos similares para la expresion y secrecion de IL-6, IL-10 y TNF-a. Este efecto
sinérgico fue inhibido por la presencia de EGTA, lo que sugiere fuertemente la participacion de los
glicanos y de iones Ca +2 en el reconocimiento de SLP-8348 por los receptores celulares (Malamud
et al. 2018). Este sinergismo con el LPS sobre las células RAW?264.7 también se corrobord con otras
3 SLP (CIDCA 8321, CIDCA 83111 y JCM 5818) (Malamud et al. 2020). Estudios realizados con
células presentadoras de antigeno (BMDCs) de ratones salvajes y knock-out para diferentes receptores
de lectinas tipo C (CLR), nos han permitido identificar a Mincle (macrophage inducible Ca 2+ -
dependent lectin receptor) como uno de los receptores clave tanto en el reconocimiento de la SLP-
8348 como de la SLP-8321, y en la consecuente activacion celular (Malamud ef al. 2019b, 2020).
Asimismo, el receptor SignR3 (ort6logo murino de DC-SIGN) seria responsable de la internalizacién
y actividad inmuno-estimulatoria de la SLP-5818 (Malamud et al. 2020). Empleando LT CD4 de
ratones OT-II y BMDC:s de ratones salvajes y knock-out para Mincle o SignR3, fue posible comprobar
que la activacion T es potenciada por las SLP que son reconocidas a través de sus glicanos (Malamud
et al. 2020). M4s atin, mediante estudios in vivo, se pudo demostrar que SLP-8348 potencia la respuesta
celular antigeno-especifica, aumentando la proliferacion de LT-CD4 y la produccion de IFN-y, frente
a ovoalbumina inoculada en dosis tnica por via subcutidnea a ratones BALB/c y que dicha capacidad

depende de la integridad de sus glicanos (Malamud et al. 2019b).
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Figura 4: Micrografias obtenidas por transmision electrénica de una seccion delgada de L. kefiri CIDCA 8321.

Adaptada de Garrote y col. (2004).

1.6 Anticuerpos policlonales y monoclonales

Hasta la década del 80 la produccién de inmunoglobulinas estaba limitada técnicamente a
inmunizar animales con un antigeno determinado y obtener el antisuero para utilizar como fuente de
anticuerpos, directamente o después de una purificaciéon parcial. La utilizacién de antisueros como
parte de ensayos inmunoquimicos posee algunas desventajas. En primer lugar, porque cada antisuero
es distinto de cualquier otro, incluso si fueran obtenidos en animales genéticamente idénticos,
utilizando preparaciones idénticas del antigeno y el mismo protocolo de inmunizacién. En segundo
lugar, porque los antisueros pueden ser producidos sélo en volumenes limitados y por lo tanto es

imposible utilizar el mismo reactivo inmunoldgico durante largos periodos de tiempo.

En la respuesta inmune natural, raramente se produce una respuesta monoclonal. Los mielomas
representan ejemplos patoldgicos de la produccion de anticuerpos monoclonales como consecuencia
del desarrollo descontrolado y desregulado de una célula cancerosa de origen linfoide. Aunque la
preparacion de mielomas con una especificidad antigénica determinada es bastante costosa, durante

algunos afios represent6 la dnica fuente de obtencién de anticuerpos monoclonales.

A mediados de la década del 70, Kohler y Milstein demostraron que es posible establecer una linea
celular productora de anticuerpos monoclonales mediante una técnica de hibridacion de células

somdticas (Kohler y Milstein 1975). Esta técnica permitié superar el factor limitante mds importante
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que se encontraba a la hora de intentar obtener anticuerpos monoclonales, que era la imposibilidad de
establecer un cultivo estable de Linfocitos B. Las células obtenidas mantenian la capacidad de producir
y liberar inmunoglobulinas provenientes de los Linfocitos B y ademds eran capaces de crecer
indefinidamente (propiedad proveniente de células de mieloma). En su trabajo demostraron que la
fusion de células de bazo de un ratén previamente inmunizado, con células de un mieloma murino,
generaba células hibridas que secretaban anticuerpos cuya especificidad venia determinada por el
antigeno utilizado durante la inmunizacién. A partir de esta técnica es posible obtener una linea celular
que produzca sélo una de las inmunoglobulinas que estdn presentes en el suero policlonal del animal
inmunizado (Figura 4). Asimismo, esta linea celular es capaz de ser congelada y almacenada y, cuando
sea requerido, reactivar el cultivo celular para inocular esas células en ratones donde formard un tumor
que mantendrd la capacidad de sintetizar y secretar anticuerpos. De esta manera se obtiene una fuente

permanente de anticuerpos de especificidad definida (Yelton y Scharff 1981).

Células
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Figura 5: Técnica empleada para la obtencion de anticuerpos monoclonales

Desde su aparicion hasta el presente, los anticuerpos monoclonales son herramientas
inmunoquimicas muy valiosas para la deteccion, cuantificaciéon y caracterizacion de antigenos de
distinta naturaleza, a la vez que, con el paso de los afios, se han transformado en herramientas
terapéuticas fundamentales para el avance de la medicina y las ciencias biomédicas para el tratamiento

y prevencion de un gran nimero de enfermedades tumorales e inmunopatoldgicas.
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2. Objetivos:

El presente trabajo tiene como objetivos:

e Obtener hibridomas productores de anticuerpos monoclonales especificos contra proteinas de

capa-S de Lentilactobacillus kéfiri.

e Evaluar la reactividad de los anticuerpos monoclonales obtenidos frente a proteinas de capa-S

y bacterias enteras de distintas cepas de L. kefiri.
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3. Materiales y métodos

En esta seccidn se describirdn los materiales y las técnicas empleadas durante el desarrollo de este

trabajo final.

3.1 Material biolégico

3.1.1 Animales

Como parte del protocolo de obtencion de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales se
utilizaron ratones macho BALB/c de 6 semanas de edad adquiridos en el Servicio de Animales de

Laboratorio la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de la Plata.

3.1.2 Microorganismos

El trabajo se realiz6 empleando cepas de la especie Lentilactobacillus kefiri.
Estas cepas pertenecen a la coleccion del Centro de Investigacion y Desarrollo de Criotecnologia de
Alimentos (CIDCA-UNLP-CONICET). Los cultivos de estas cepas se realizaron a partir del Banco de
Trabajo que se encuentra almacenado en la Catedra de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Exactas de la Universidad Nacional de la Plata. Se trabajo con las cepas de L. kefiri CIDCA 8335,
CIDCA 8343, CIDCA 8348, CIDCA 83111 y JCM 5818.

Condiciones de cultivo: Los lactobacilos se cultivaron en caldo MRS (Difco, BD Bioscience, USA),
(Tabla 1) en condiciones aerdbicas, durante 48 horas, a 37 °C. La pureza de los cultivos se verificé a
través de la observacion microscOpica de preparados fijados y tefiidos mediante la técnica de Gram.

Las diferentes cepas de L. kefiri se conservaron a -80°C en leche descremada estéril.
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Tabla 1. Composicién del medio MRS

Componentes gramos/litro
Peptona 10,0
Extracto de carne 8,0
Extracto de levadura 4,0
Glucosa 20,0
Fosfato monodcido de potasio (K2HPO4) 2,0
Acetato de sodio (CH3COONa.3H;0) 5,0
Citrato de amonio ((NH3)3CcH507) 2,0
Sulfato de Magnesio (MnSO4.4H>0) 0,2

pH= 6,20

3.1.3 Células eucariotas

Para la obtencion de anticuerpos monoclonales, se utilizo la linea celular de mieloma NSO originada
en ratones BALB/c, disponible en el CIDCA. Esta linea celular de linaje B no produce

inmunoglobulinas y es deficiente en la enzima hipoxantina-guanina-fosforribosiltransferasa (HPGRT).

Las células NSO fueron mantenidas en cultivo en medio RPMI suplementado con bicarbonato de
sodio, antibidticos (penicilina y estreptomicina) y suero fetal bovino (Gibco, Invitrogen, USA) al 10%

en estufa a 37°C, en una atmésfera con 5% de di6xido de carbono (Tabla 2).

Tabla 2. Medio de cultivo para la linea celular NSO

Componentes RPMI completo
RPMI 1640 (Invitrogen, USA) 1 sobre
Penicilina/Estreptomicina 13 mL

(1000 UI, 1000pg/mL)

Aminoéacidos no esenciales 13 mL
L-glutamina

NaHCOs3 20¢g

Suero fetal bovino inactivado 120 mL

Agua MiliQ 1000 mL

pH 7.5 +/-0.1

Por otro lado, las células hibridas son capaces de proliferar en un medio de cultivo selectivo que
contiene aminopterina (antagonista del acido f6lico) como inhibidor de la sintesis de novo de acidos

nucleicos, en el cual las células NSO no fusionadas no pueden dividirse y mueren. Por lo tanto, los
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hibridomas fueron obtenidos y cultivados en medio selectivo RPMI-HAT (Hipoxantina-
Aminopterina-Timidina) (Sigma, USA) (Tabla 3). La hipoxantina y la timidina sirven como

precursores de bases puricas y pirimidinicas, respectivamente.

Tabla 3. Medio de cultivo selectivo para hibridomas (RPMI-HAT)

Componentes Cantidad
Hipoxantina-Aminopterina-Timidina (HAT) 50X 2 ml
Suero fetal bovino inactivado 20 ml
Medio RPMI 1640 (con antibidticos y

NaHCO:s) Csp 100 ml

3.2 Obtencion de proteinas de capa-S

3.2.1 Extraccion

Se partié de 50 ml de cultivo de 48 hs a 37°C en caldo MRS en aerobiosis, de cada una de las cepas
de L. kefiri seleccionadas. Los cultivos en fase estacionaria fueron centrifugados a 3500 rpm durante
10 minutos, los pellets bacterianos obtenidos se lavaron 2 veces con buffer fosfato-salino (PBS) y

fueron posteriormente resuspendidos en el agente de extraccion.

Protocolo

1) Se centrifugaron durante 10 minutos a 3500 rpm y 10°C, 50 mL de cultivo de L. kefiri CIDCA 8335,
8343, 8348,83111 y JCM 5818 en fase estacionaria.

2) Se descart6 el sobrenadante y se realizaron dos lavados con 10 mL de PBS.

3) Se resuspendi6 el pellet del dltimo lavado en 5 mL de LiCl (JT Baker) 5 M, y se agitd en vortex

durante 7 minutos.
4) Se centrifugé a 3500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.

5) Se filtr6 el sobrenadante con filtro de 0,45 um Steritop (Millipore), y se dializ6 usando una

membrana de celulosa (SpectraPor membrane tube, MWCO 10000- 14000, Spectrum Medical
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Industries, California,USA) con agitacién suave durante 36 hs contra 6 litros de PBS (2 cambios de 3

L cada uno) a temperatura ambiente.

6) Se determiné la concentracion de proteinas en los extractos dializados mediante el método de

Bradford (1976).

3.2.2  Separacion electroforética de proteinas mediante SDS-PAGE

Se utilizé la técnica desarrollada por Laemmli (1970). Los geles se prepararon con una

concentracion de acrilamida 12 % p/v en el gel separador y 4% p/v en el gel apilador (Tabla 4). Las

corridas electroforéticas se realizaron a voltaje constante (90 V) hasta que el frente de corrida alcanz6

el extremo inferior del gel, en un sistema vertical Bio-Rad Mini Protean III (BioRad Lab, C.A.).

Tabla 4. Preparacion de los geles para la separacion electroforética por SDS-PAGE

Solucion Gel Separador (12%) Gel de apilamiento (4% )
Acrilamida/Bis 50% 2.2 mL 330 ul

(buffer separador)

SDS 10% 8.3 ul 125 ul

Tris/HCI 0 0,375M, pH 6,8 - 1.4 ml

(buffer apilador)

H>O 2.96 ml 2.1 ml

TEMED 2 ul 1.7 ul

Persulfato de amonio 100 mg/ml 330 ul
(catalizador)*

*El catalizador se agreg6 al final antes de la siembra.

3.2.3 Revelado con Coomassie Blue Coloidal

1) Se coloco el gel en agitacién durante 30 minutos en la solucién de fijacion 1 (Tabla 5).

2) Se colocé el gel en agitaciéon durante 20 minutos con 100 mL de la solucién de fijacién 2 (Tabla 5).

Se descartd y se repitio el procedimiento.
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3) Se coloco el gel en la solucién de coloracién durante 30 minutos, en agitacion, y luego se agrego 1

mL de Coomassie G250 2 % p/v (Tabla 5). Se mantuvo en agitacion toda la noche.

4) Al dia siguiente, se lavé con agua destilada y se visualizaron las bandas.

Tabla 5. Soluciones para el revelado con Colloidal Blue.

Denominacion Composicion Volumen final
Solucién de fijacion 1 30 ml de etanol absoluto 100 ml

2 ml de 4cido fosférico 85% p/p
Solucién de fijacién 2 4 ml de écido fosférico 85% p/p 200 ml
Solucién de coloracién 18 ml de etanol absoluto 100 ml

7 ml de acido fostorico 85%p/p

15 g de (NH4)2S504
Solucion de Coomassie 1 g de Coomassie G250 50 ml
G250

3.2.4 Cuantificacién de proteinas

Para determinar la concentracién de proteinas de capa S en el dializado de la extracciéon con LiCl
5M, se utiliz6 el método de Bradford (Bradford 1976). Este ensayo emplea el colorante hidrofébico
Coomassie Brilliant Blue G-250 cuyas disoluciones acuosas, en presencia de acido fosforico, tienen
un color pardo y que, al encontrarse en el entorno hidrofébico del interior de una proteina, origina un
color azul intenso que se puede medir facilmente (Tabla 6). El coeficiente de extincién del complejo
proteina-colorante a 620 nm es muy elevado, lo cual le da al método una gran sensibilidad. Para
determinar la concentracion de proteina en una muestra es necesario comparar la absorbancia de dicha

muestra, a la longitud de onda mencionada, con una curva patrén.

La curva patrén se realizé a partir de un stock comercial de albimina bovina de 2 mg/ml (Thermo

Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit).
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Tabla 6. Composicion del reactivo de Bradford.

Componentes Cantidad
Azul de Coomassie G-250 10 mg
Etanol 95% 5 mL
Acido fosférico al 5% p/v 10 mL
H>0O Hasta 100 mL

3.3 Desarrollo del plan de inmunizacion

3.3.1 Inmunégeno, adyuvante y via de inoculacion

Para la inmunizacién se inocularon 3 ratones macho BALB/c, de seis semanas de edad, por via
intraperitoneal. Para la obtencidn de anticuerpos monoclonales, se utilizaron proteinas de capa-S de la

cepa L. kefiri CIDCA 83111 (SLP-83111).

A cada ratén se le inyectaron 20 pg del antigeno (SLP-83111) y para potenciar la respuesta
inmunoldgica se utilizé adyuvante de Freund. En la primera inoculacién se utilizé adyuvante de Freund
completo, mientras que para las siguientes dos inoculaciones se utilizé6 adyuvante de Freund
incompleto (Tabla 7). Cada raton fue inoculado con una mezcla 1:1 de adyuvante/inmunégeno a razoén
de 200 pl/raton en cada oportunidad. Las inoculaciones se realizaron cada 15 dias, y luego de 7 dias

de cada inoculacidn, se extrajo sangre por puncion del plexo submaxilar (sangrias parciales).

Tabla 7. Composicién de adyuvantes de Freund completo e incompleto

Adyuvante de Freund Adyuvante de Freund
incompleto completo
Aceite mineral. Aceite mineral.
Agente dispersante. Agente dispersante.
Mycobacterium tuberculosis inactivado por calor

Con el fin de reactivar las células T y B de memoria, se realiz6 una cuarta inoculacion con la
misma concentracion de proteina (20 pg) pero sin ningin adyuvante, tres dias antes de realizar el

sacrificio. El animal seleccionado para realizar la fusién fue sacrificado por inhalacién de COo.
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3.3.2 Seguimiento del plan de inmunizacion

La respuesta de anticuerpos especificos se evalué mediante titulaciéon por ELISA indirecto contra
el antigeno de muestras de suero obtenidas a partir de las sangrias parciales que se fueron realizando
luego de 7 dias de cada inoculacién, las cuales se llevaron a cabo de acuerdo con los lineamientos

establecidos en el Protocolo 004-00-16 oportunamente presentado ante el CICUAL de la Facultad de

Ciencias Exactas de la UNLP.

La titulacion de las muestras de suero de los animales inmunizados se realiz6 siguiendo el protocolo

que se describe a continuacion:

1y

2)

3)

4)

5)
6)

7)

Sensibilizacion: Las placas de ELISA (Greiner-BioOne, Alemania) fueron
sensibilizadas con 100 pl de solucién de 10 pg/ml de SLP-83111 en PBS. La incubacién
de las placas se realiz6 durante una hora a 37*C en cdmara himeda, una vez transcurrido
este tiempo se descarto el volumen contenido en cada una de las fosas.

Bloqueo: Para bloquear los sitios de unién a proteinas que hubieran quedado accesibles
en las fosas de la microplaca, se eligié una proteina que no presentara reactividad frente
a los anticuerpos anti-capa-S. Se utiliz6 una suspension de leche descremada en polvo
3%pl/v. El bloqueo se realiz6 durante una hora a 37°C o bien durante toda la noche a
4%C, en ambos casos en cimara himeda.

Lavado: Se realizaron 3 lavados con 150 pl de solucion de Lavado (PBS + Tween 20
0.05%v/v) por fosa.

Anticuerpo primario (antisuero): se parti6 de una dilucién 1/20 de los sueros a titular
y se realizaron diluciones seriadas 1/3 in situ (volumen final: 100 pl por fosa). La
microplaca se incub6 durante una hora a 37°C en cdmara humeda.

Lavado: se realizaron 3 lavados con 150ul de Solucion de Lavado por fosa.
Anticuerpo secundario: se utiliz6 una dilucién 1/2000 del anticuerpo anti-IgG de ratén
conjugado a peroxidasa de rdbano picante (anti-IgG-HRP) (Santa Cruz Biotech, USA)
en Solucién Diluyente (100 ul por fosa). Se incubé durante una hora a 37°C en cdmara
himeda.

Revelado: se utilizé como sustrato una solucién de TMB comercial (Wiener Lab) (100

ul por fosa). La reaccién enzimdtica se detuvo con el agregado de 50 ul de H>SO4 1IN

25



en cada fosa. La lectura de la absorbancia se realizé a una longitud de onda de 450nm

en un lector de microplacas Infinite F50 (Tecan Trading AG, Suiza).

3.4 Obtencion de anticuerpos monoclonales

Para la obtencién de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales contra proteinas de capa-
S de L. kefiri, se utilizé la técnica de hibridacion de células somaticas descripta por Galfre y Milstein
(1981). Para ello se cultivaron y amplificaron células de una linea de mieloma murino (NSO0), las cuales

fueron fusionadas con esplenocitos de uno de los ratones inmunizados.

El procedimiento se llevo a cabo de acuerdo con los lineamientos establecidos en el Protocolo 004-

00-16 oportunamente presentado ante el CICUAL de la Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP.

3.4.1 Fusion

Aquel ratén cuyo suero presentaba el titulo mds elevado de anticuerpos especificos contra el
antigeno inoculado fue sacrificado. Se extrajo el bazo en condiciones asépticas y se disgregé en un
homogeneizador Potter con solucion de lavado RPMI 1640 sin suplementos (ver Tabla 2). La
suspension obtenida fue filtrada con malla plastica de poros 70 micras, y se realizé el recuento de

glébulos blancos totales con liquido de Turk en cdmara de Neubauer.

Paralelamente al plan de inmunizacion, se cultivaron células de la linea NSO en medio RPMI
suplementado con antibidticos y suero fetal bovino (ver Tabla 2) hasta alcanzar un recuento total de
aproximadamente 5x107 células. El recuento de células NSO se realizé por coloracién vital con azul
Tripan en camara de Neubauer. El sobrenadante de cultivo de estas células (denominado spent) se
conservo para su posterior utilizacion como suplemento del medio de cultivo de los hibridomas ya que
contiene gran cantidad de factores de crecimiento y otros compuestos que favorecen el desarrollo

celular (Spens y Haggstrom 2005).

Posteriormente 1.28 x108 células de bazo se mezclaron con 5.6 x 107 células de la linea NSO en un
tubo coénico tipo falcén de 50 ml y se centrifugd a 1500 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante de

esta centrifugacion fue descartado.
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A continuacién, se agregé polietilenglicol (PEG) (PM 3500 Dalton) al 50% para favorecer la
interaccién entre las células y se realizaron lavados respetando el protocolo que se describe a

continuacion:

1) Se agreg6 1 ml de PEG durante un minuto.

2) Se agit6 la suspension celular durante un minuto.

3) Se agregaron 2 ml de RPMI 1640 sin suplementos, lentamente, durante 2 minutos.
4) Se agregaron 5 ml de RPMI 1640 sin suplementos, durante 2-3 minutos.

5) Se agregaron 10 ml de RPMI 1640 sin suplementos, rdpidamente.

Nota: todas las etapas se realizaron con agitacion continua sobre un bafio de agua a 37°C.

Una vez completado el protocolo de fusion se adicioné medio RPMI 1640 sin suplementos hasta
completar un volumen final de 50 ml y se centrifugé la suspensién celular a 1500 rpm durante 10
minutos. El sobrenadante fue descartado y el paquete celular obtenido fue resuspendido en 50 ml de
medio RPMI-HAT (ver Tabla 3) y distribuido en 5 placas de 96 fosas (Jet Biofil, China) a razén de
100 pl por fosa. Las placas de cultivo fueron mantenidas en estufa a 37°C en una atmésfera de 5% de

COa.

3.4.2 Seguimiento de hibridomas y clones

A los 7 dias de realizada la fusion, las fosas fueron alimentadas con 100 pl de medio RPMI-HAT

fresco. Mediante observaciones microscopicas se evalud el crecimiento celular.

A los 15 dias de realizada la fusiéon se inicié la etapa de screening en busca de hibridomas
productores de anticuerpos especificos. Mediante observacion microscopica se seleccionaron aquellas
fosas que presentaban desarrollo celular (células viables). El sobrenadante de cultivo de estas fosas fue

analizado mediante ELISA indirecto contra proteinas de capa-S de la cepa CIDCA 83111.

Aquellos hibridomas cuyos sobrenadantes de cultivo presentaron reactividad frente a la proteina de

capa-S fueron amplificados y clonados por dilucién limite.
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3.4.3 Seleccion de hibridomas productores de Anticuerpos monoclonales (AcMo) anti-SLP

83111

Para realizar el screening o seleccion de los hibridomas productores de AcMo especificos, se utilizé

la técnica de ELISA indirecto.

Fueron seleccionadas aquellas fosas que presentaron crecimiento celular mediante observacion

microscopica y se utilizé como control positivo el suero del ratén inmunizado.

Protocolo:

1) Sensibilizacién: Las microplacas Microlon 600 (GBO, Alemania) fueron sensibilizadas
con 100 pl de soluciones de 10 pg/ml de la proteina SLP-83111 en PBS. La incubacién
de estas placas se realizé durante una hora a 37 °C en cdmara himeda. Una vez
transcurrido ese tiempo, se descart6 el volumen contenido en cada una de las fosas.

2) Bloqueo: Se utiliz6 una suspension de leche descremada en polvo 3% p/p en PBS (200
ul por fosa). El bloqueo se realizé durante una hora a 37*C o bien durante toda la noche
a 4*C, en ambos casos en camara humeda.

3) Lavado: Se realizaron 3 lavados con 150 pl de Solucién de Lavado por fosa.

4) Anticuerpo primario: Se ensayaron los sobrenadantes de cultivo a razén de 100 pl por
pocillo de las fosas seleccionadas mediante observacién microscopica. La incubacion se
realiz6 durante una hora a 37 °C en cdmara himeda.

5) Lavado: Se realizaron 3 lavados con 150 pl de Soluciéon de Lavado por fosa.

6) Anticuerpo secundario: Se utilizé una dilucién 1/2000 del anticuerpo anti-IgG de ratén
conjugado a peroxidasa de rdbano picante (anti-IgG-HRP) (Santa Cruz Biotech, USA)
en Solucién Diluyente (leche descremada en polvo 1%p/v) a razén de 100 pl por fosa.
Se incub6 durante una hora a 37°C.

7) Revelado: Se utilizé como sustrato OPD. La lectura de los resultados se realizé a una

longitud de onda de 492 nm.
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3.4.4 Clonacién por dilucién limite

Para realizar la clonacién por dilucién limite de los hibridomas cuyo sobrenadante de cultivo
presenté reactividad frente a la proteina de capa-S de la cepa L. kefiri CIDCA 83111, se procedié como
se describe a continuacion. Se realiz6 el recuento de células viables por coloracidn vital con azul Tripan
y se efectud la dilucion adecuada de forma tal de obtener una suspension celular de 5 células/pl.
Cincuenta pl de esta suspension, conteniendo aproximadamente 250 células, fueron diluidos con 4,6
ml de medio fresco para células RPMI-HAT suplementado con el sobrenadante de cultivo Spent al
10%. Posteriormente, 3,6 ml de esta suspension se distribuyeron a razén de 100 pl por fosa en las
primeras 3 filas (filas A, B y C) de una placa de cultivo de 96 wells. De acuerdo a las diluciones

realizadas era de esperar que en esas fosas desarrollardn alrededor de 5 células por fosa (Figura 6).

Figura 6. Distribucién de células en la microplaca de clonacién por dilucién limite

9 10 11 12

w >

3 CELULAS POR FOSA

1 CELULA POR FOSA

r 1 CELULA CADA 2 FOSAS

T

Un ml de la suspension celular remanente fue diluido con 4 ml (dilucién 1:5) de medio RPMI-HAT
fresco suplementado con Spent. Nuevamente 3,6 ml de esta suspension fueron distribuidos en las filas
D, E y F de la placa de cultivo de 96 wells a razoén de 100 pl por fosa. Teniendo en cuenta las diluciones
realizadas se esperaba obtener un desarrollo de un hibridoma por fosa. Finalmente, el volumen
remanente (1,4 ml) fue diluido a la mitad y la suspension fue distribuida en las filas G y H a razén de

100 ul por fosa, por lo que se espera el desarrollo de 1 célula cada 2 fosas.
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3.4.5 Criopreservacion de hibridomas

Aquellos hibridomas cuyos sobrenadantes de cultivo presentaron reactividad frente a las proteinas

de capa-S fueron conservados empleando dimetilsulf6xido (DMSO) como crioprotector.

Para ello 1-2x10° células fueron cosechadas y resuspendidas en Suero fetal bovino en DMSO al

10% y almacenadas en tanque con N2 liquido a -196°C.

3.5 Caracterizacion de anticuerpos monoclonales

Se analiz6 la reactividad de los AcMo obtenidos frente a SLP de diferentes cepas de L. kefiri
disponibles en el laboratorio. La eleccion de las cepas se realizé considerando las diferencias
encontradas en la secuencia de aminoécidos de sus SLP, por lo que se seleccioné una cepa de cada uno
de los grupos previamente identificados (Malamud et al. 2017): SLP-5818, SLP-8335, SLP-8343,
SLP-8348 y SLP-83111.

La reactividad se analiz6 mediante ELISA indirecto, Dot-Blot e Inmunoblotting.

3.5.1 ELISA indirecto

Para realizar el seguimiento de la reactividad de los clones, el ELISA se realizé con el mismo
protocolo descripto en el ELISA de screening (Punto 3.4.3), a excepcién del paso 1, donde las
microplacas fueron sensibilizadas con las diferentes SLPs (SLP-5818, SLP-8335, SLP-8343, SLP-
8348 y SLP-83111).
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3.5.2 Inmunoblotting

Los geles de poliacrilamida sembrados con 5 a 10 ug de proteina/calle fueron electrotransferidos a
membranas de nitrocelulosa (NitroME, MSI) en una celda Transblot System (BioRad, USA) con buffer
de transferencia (Towbin, 1979). La transferencia se llevé a cabo a 250 mA durante 45 minutos.
Posteriormente se colorearon las membranas con una solucién de Ponceau S al 0.2% en TCA 3%

durante 5 minutos, y fueron luego decoloradas con sucesivos lavados con agua destilada.

Las membranas fueron incubadas con solucién de bloqueo (suspension de leche descremada en
polvo 3% p/p en PBS) durante 1 hora a 37°C. Luego de un ciclo de lavado, se realizé la incubacién

con los sobrenadantes de cultivo de los hibridomas 1B9 y 3A12 durante 2 horas a 37°C.

Después de un nuevo ciclo de lavado, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo anti-IgG
de raton conjugado a peroxidasa de rdbano picante (anti-IgG-HRP) (Santa Cruz Biotech, USA) diluido
172000 durante 1h a 37°C.

El revelado se llevo a cabo utilizando 4-cloronaftol como sustrato (ver Tablas 8 y 9).

Tabla 8. Solucién de sustrato de peroxidasa para IB.

Componentes Cantidad
TBS 15 ml
4-cloronaftol 9 mg
Metanol 3ml
H>0> 100 volumenes 12 ul

Tabla 9. Composicién del buffer TBS 5X

Componentes Concentracion
NaCl 0.14M

KCl 0.1M
Tris-hidroximetil-aminometano 2 mg/ml
pH=8.4 1 ul/ml
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3.5.3 Dot-Blot

Esta técnica es una simplificacion de la técnica de Inmunoblotting (o Western blotting) que permite
detectar la presencia de una determinada proteina en una muestra compleja. A diferencia del
Inmunobloting, esta técnica no brinda informacién acerca del tamaifio de los antigenos, sin embargo,

ofrece la ventaja de ser mds simple y ahorrar una gran cantidad de tiempo.

Esta técnica fue utilizada en el presente trabajo para caracterizar la reactividad de los anticuerpos
monoclonales obtenidos contra bacterias enteras y proteinas de capa-S extraidas de las diferentes cepas

de L. kefiri.
Protocolo

Se sensibilizaron membranas de nitrocelulosa (NitroME, MSI) con 1 aplicacion de 3 ul de extracto
antigénico (SLP) o de la suspension bacteriana, dejando secar las membranas en la estufa a 37°C luego

de la aplicacion.

Las etapas siguientes (bloqueo, incubacion con los sobrenadantes de los hibridomas, incubacion
con anticuerpo conjugado y revelado) se llevaron a cabo siguiendo el protocolo oportunamente

descripto para el ensayo de inmunoblotting (Punto 3.5.2).
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4. Resultados y Discusion

4.1 Extraccion de proteinas de capa-S de L. kefiri

La obtencién de proteinas de capa-S en forma soluble se realizé mediante un tratamiento con LiCl
SM (Punto 3.2) a partir de los cultivos en medio liquido de las cepas L. kefiri CIDCA 8335, 8343 y
83111 (cepas no agregantes), CIDCA 8348 (cepa agregante) y JCM 5818 (cepa no agregante) (Figura
7).

Figura 7. Tubos de cultivo en caldo MRS de distintas cepas de L. kefiri.

La eficacia del tratamiento elegido fue evaluada mediante electroforesis desnaturalizante en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Como se observa en la Figura 8, a partir de este tratamiento se obtiene
una solucién en la cual la proteina mayoritaria es la capa-S con un PM aparente coincidente con los

previamente reportados por el grupo de trabajo (Mobili et al. 2009, Malamud et al. 2017).
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Figura 8=SDS-PAGE. Extraccion de proteinas de capa-S por tratamiento con LiCl 5M. Perfil electroforético
de la cepa L. kéfir 8335, 8343, 8348, 83111 y JCM 5818.

4.1.1 Cuantificacion de proteina soluble

La determinacién de la concentracion de proteina total en los extractos de capa-S dializados contra
PBS se realiz6 mediante el método colorimétrico de Bradford. Se cuantificaron muestras de capa-S
extraidas de las cepas mencionadas anteriormente, de las cuales la cepa CIDCA 83111 fue la que se

emple6 como inmundgeno.

Se realiz6 una curva de calibracién a partir de una solucién patrén de albimina comercial. En la

Tabla 10 y en la Figura 9, se muestran los resultados obtenidos para esta curva de calibracion.
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Tabla 10. Cuantificacién de proteina por Bradford

Curva de calibracion Abs-1 Abs-2
(ng/ml)

0 0,8445 0,8403

0,05 0,9354 0,9933

0,075 0,9634 0,9247

0,1 1,0015 1,0302

0,25 1,1216 1,1787

0,5 1,3892 1,4258

0,75 1,7216 1,7032

Figura 9. Curva de calibracién para la cuantificacién de proteinas por Bradford.

Curva de calibracion
2
1,8
1,6
1,4
1,2

1

Abs 620 nm

0,8
0,6
0,4
0,2

0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

y =1,1019x + 0,8766 Concenctracion pg/ml
R?=0,9888

Para determinar la concentracion de proteina total en los extractos de capa-S se midi6 la absorbancia
de las muestras en las mismas condiciones que fue realizada la curva de calibracién. En la Tabla 11 se

muestran los resultados obtenidos para las cepas de L. kefiri CIDCA 8335, 8343, 8348, 83111 y JCM

5818. La concentracion de proteina total varia desde aproximadamente 20 pg/ml en la cepa JCM 5818
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hasta aproximadamente 270 pg/ml en la cepa CIDCA 83111. Estas diferencias en la concentracion de

SLP extraida entre las diferentes cepas ya han sido observadas previamente en el grupo de trabajo.

Tabla 11. Determinacién de la concentracién de proteina total en los extractos.

SLP 5818 8335 8343 8348 83111
Abs-1 0.9003 0.9326 0.9457 0.9655 1.1943
Abs-2 ND* 0.9493 0.9949 1.0199 1.1521
pg/ml 21 58+5 85+7 105+12 269+10

*ND: no detectable.

4.2 Obtencion de anticuerpos monoclonales

4.2.1 Seguimiento del plan de inmunizacion

El plan de inmunizacién se inicid con tres ratones macho BALB/c de seis semanas de edad. La
titulacion de los sueros contra proteina de capa-S de la cepa L. kefiri CIDCA 83111 se siguié mediante
ELISA indirecto. Las curvas de titulacion correspondientes a las diferentes sangrias post-inoculacion
se muestran en la Figura 10. En ellas se puede apreciar un aumento de la respuesta de anticuerpos IgG

especificos a medida que avanza el plan de inmunizacién, en todos los ratones.

36



Figura 10. Seguimiento plan de inmunizacién de los 3 ratones. Titulacién de antisueros. Antigeno: proteina de capa-S de la cepa
CIDCA 83111.
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A partir de los resultados obtenidos, el raton 2 fue seleccionado para continuar el protocolo de
obtencion de anticuerpos monoclonales debido a que presentaba un titulo mayor de anticuerpos

especificos contra el antigeno luego de la tercera inoculacion.

4.2.2 Primera fusion

Luego de realizadas las tres inmunizaciones y en base a la titulacién de anticuerpos anti-capa-S de
la cepa elegida, se procedid al sacrificio y posterior extraccion del bazo del raton 2 en condiciones
asépticas. Los esplenocitos fueron fusionados con células de mieloma NSO, distribuidos en 5 placas

de 96 pocillos e incubados tal cdmo se describe en la seccién 3.4.1 de materiales y métodos.

Como resultado de la fusion, se observé mediante el uso de un microscopio Optico invertido,

desarrollo celular en aproximadamente el 1,45% de las fosas de cultivo.

La etapa de screening arrojé como resultado que siete de los sobrenadantes de cultivo presentaban
reactividad contra proteinas de capa-S de las cepas L. kefiri CIDCA 83111. En base a estos resultados
se seleccionaron los hibridomas de las fosas 2C9, 2F6, 4B8, 4E3, 4F10, 4F11 y 5DS5. Esta eleccion se

basé en el hecho de que los sobrenadantes de cultivo de estas fosas presentaban una mayor reactividad
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(mayor absorbancia) frente a la proteina de capa-S elegida. A continuacidn, se procedio a realizar la

amplificacion de los hibridomas seleccionados anteriormente.

En la figura 11 se muestra una fotografia tomada a través del microscopio 6ptico invertido de uno

de los hibridomas obtenidos.

Figura 11. Observacién microscdpica de un clon del hibridoma 4B8 luego de 6

dias de cultivo.

Desafortunadamente, una vez amplificados los sobrenadantes de cultivo, los mismos no arrojaron
resultados positivos en los ensayos de ELISA indirecto, por lo que se decidi6é hacer una nueva fusioén

con el bazo del ratén 3 en las mismas condiciones que el ratén 2.

4.2.3 Segunda fusion

Como resultado de la segunda fusidn, se observé desarrollo celular en aproximadamente el 95% de

las fosas de cultivo.

En este caso, el primer screening arrojé como resultado una gran cantidad de sobrenadantes
positivos, por lo que se decidi6 continuar con aquellos que presentaron una DO >2.7 los que sumaban
un total de 52 hibridomas. Las fosas seleccionadas fueron: 1B9, 1C6, 1E1, 1F2, 2A2, 2B11, 2Cl11,
2D5, 2E2, 2F11, 2H4, 2H9, 2H12, 3A11, 3A12, 3B7, 3B9, 3B10, 3C2, 3C7, 3C8, 3C10, 3D8, 3E3,
3E4, 3E11, 3F6, 3G1, 3G7, 3H2, 3H4, 4A2, 4A4, 4B1, 4B4, 4B7, 4B8, 4B10, 4C7, 4E12, 4F2, 4F4,
4H4, 5B10, 5C12, 5D3, 5El, 5E3, 5E6, SE10, 5F10, 5G8, 5HS y SH6.

38



Ademds, estas fosas presentaban un mejor crecimiento celular comparado con otras que también
habfan presentado reactividad frente al antigeno mencionado A continuacion se procedié a realizar la

amplificacion.

En la Figura 12 se muestra una fotografia tomada a través del microscopio 6ptico invertido de uno

de los hibridomas de la segunda fusion.

Figura 12. Observacion microscépica de un clon de hibridoma SH6 luego de 7

dias cultivo.

Pasados los 7 dias se procedié a realizar un nuevo screening mediante ELISA indirecto, el cual
arrojo como resultado que doce (12) de los sobrenadantes de cultivo presentan reactividad contra SLP-
83111. En base a los resultados obtenidos se seleccionaron los hibridomas de las fosas 1B9, 1C6, 1E1,
1F2, 2D5, 3A12, 5E6, SE10, SF10, 5G8, SHS y 5H6. Esta seleccion se basé en el hecho de que los
sobrenadantes de cultivo de estas fosas presentaban una mayor reactividad (mayor absorbancia) frente
a SLP-83111. A continuacidn, se seleccionaron los hibridomas 1B9, 3A12 y 5H6 para realizar la

clonacién por dilucion limite.
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4.3 Caracterizacion de la reactividad de los Ac. Monoclonales.

El perfil de reactividad de los anticuerpos monoclonales producidos por los hibridomas 1B9, 1C6,
1E1, 1F2, 3A12, SE6, SE10 y 5H6 fueron analizados mediante Inmunoblotting, Dot-Blot y ELISA
indirecto, con el fin de evaluar la reactividad frente a proteinas de capa-S de cepas diferentes a las

empleadas en la inmunizacion.

4.3.1 Reactividad cruzada entre proteinas de capa-S de L. kefiri

Se evalud la reactividad de los sobrenadantes de los hibridomas seleccionados frente a las SLP de
las cepas de L. kefiri CIDCA 8335, 8343, 8348, 83111 y JCM 5818. Los anticuerpos monoclonales
1B9, 1C6, 1E1, 1F2, 3A12, SE6, SE10 y SH6 presentaron reactividad contra SLP-5818 y SLP-83111.
Por otro lado, los anticuerpos 1F2, 3A12 y SH6 presentaron reactividad contra las cinco cepas de L.
kefiri utilizadas en este ensayo, aunque se observaron algunas diferencias entre ellos, tal como se
muestra en la Figura 13. En particular, el sobrenadante del hibridoma 3A12 mostré una muy buena
reactividad contra todas las SLP ensayadas, lo que sugiere que el epitope reconocido por el anticuerpo
monoclonal producido esta conservado en las SLP de las cepas analizadas. En el caso de los hibridomas
1F2 y 5H6, se observé una menor reactividad frente a la SLP-8348 con respecto al resto de las proteinas
estudiadas, lo que podria deberse, o bien a diferencias estructurales (de secuencia o conformacionales)
en el epitope reconocido por dichos anticuerpos, o a una menor accesibilidad al mismo en la SLP-

8348.

El hecho de que todos los anticuerpos monoclonales seleccionados muestren reactividad frente a la
SLP-83111 y la SLP-5818, sugiere la presencia de una o mds regiones conservadas entre ambas
proteinas, por lo que podria llegar a identificarse el epitope especifico comparando las secuencias de
aminoécidos de ambas proteinas. De todas maneras, no podria descartarse la posibilidad de que hubiese
epitopes conformacionales muy similares entre ambas proteinas, que pudiesen explicar el

reconocimiento de ambos antigenos por alguno o algunos de los anticuerpos monoclonales estudiados.
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Figura 13. Ensayo de reactividad cruzada mediante ELISA indirecto.

El trabajo previamente publicado por Mobili et al. (2009), muestra, entre otros resultados, la
reactividad mediante ELISA indirecto de 2 anticuerpos monoclonales (designados como 1F8 y 5F8)
por inmunizacién con la proteina de capa S de la cepa L. kefiri CIDCA 8348. Alli se observa que el
AcMo 1F8 es capaz de reconocer las SLP de 11 cepas de L. kefiri, provenientes tanto de cepas
agregantes (CIDCA 8321, 8325, 8345, 8347, 8348 y 83115) como no agregantes (CIDCA 8335, 8344,
83113, JCM 5818 y ATCC 8007), mientras que el AcMo 5F8 solo presenta reactividad frente a las
SLP provenientes de las cepas agregantes. En base a este antecedente, seria interesante analizar la
reactividad los AcMo obtenidos en este trabajo frente a las SLP extraidas a partir de todas las cepas de

L. kefiri disponibles en el laboratorio.

4.3.2. Reactividad contra proteinas de capa-S y bacterias enteras

Con el objetivo de analizar los perfiles de reactividad frente a las SLP y a las bacterias enteras, se
realizé un ensayo de Dot-Blot. Los anticuerpos monoclonales producidos por los hibridomas 1B9,

1C6, 1E1, 1F2, 3A12, SE6 y 5H6 se incubaron con las bacterias enteras de las cepas L. kefiri CIDCA
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8335, 8343, 8348, 83111 y JCM 5818, y con las distintas proteinas de capa-S (SLP-8335, SLP-8343,
SLP-8348, SLP-83111 y SLP-5818).

Asimismo, se incluy6 una muestra de SLP 83111 recombinante (83111R*) expresada en la bacteria

E. coli. Los resultados de estos ensayos se muestran en las Figuras 14 a 19.

Figura 14. Dot-Blot. Caracterizaciéon de la reactividad del AcMo 1B9 contra bacterias enteras (a) y
proteinas de capa-S (b) de las cepas L. kefiri CIDCA 5818, 8335, 8343, 8348, 83111 y 83111R*
5818 8335 8343 8348 83111 83111R*

Figura 15. Dot-Blot. Caracterizacion de la reactividad del AcMo 1C6 contra bacterias enteras (a) y
proteinas de capa-S (b) de las cepas L. kefiri CIDCA 5818, 8335, 8343, 8348, 83111 y 83111R*
5818 8335 8343 8348 83111  83111R*
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Figura 16. Dot-Blot. Caracterizacion de la reactividad del AcMo 1E1 contra bacterias enteras (a) y
proteinas de capa-S (b) de las cepas L. kefiri CIDCA 5818, 8335, 8343, 8348, 83111 y 83111R*
5818 8335 8343 8348 83111 83111R*

Figura 17. Dot-Blot. Caracterizacion de la reactividad del AcMo 3A12 contra bacterias enteras (a) y
proteinas de capa-S (b) de las cepas L. kefiri CIDCA 5818, 8335, 8343, 8348, 83111 y 83111R*
5818 8335 8343 8348 83111 83111R*
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Figura 18. Dot-Blot. Caracterizacién de la reactividad del AcMo 5E6 contra bacterias enteras (a) y
proteinas de capa-S (b) de las cepas L. kefiri CIDCA 5818, 8335, 8343, 8348, 83111 y 83111R*
5818 8335 8343 8348 83111 83111R*

Figura 19. Dot-Blot. Caracterizacion de la reactividad del AcMo 5H6 contra bacterias enteras (a) y
proteinas de capa-S (b) de las cepas L. kefiri CIDCA 5818, 8335, 8343, 8348, 83111 y 83111R*
5818 8335 8343 8348 83111 83111R*
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El ensayo de Dot-Blot nos permitié hacer una segunda evaluaciéon de la reactividad de los
anticuerpos monoclonales obtenidos, analizando su capacidad de reconocimiento frente a las bacterias

enteras y frente a las diferentes SLPs.

Los perfiles de reactividad que presentaron los distintos hibridomas frente a las SLP son
coincidentes a los que se obtuvieron al realizar el ensayo de ELISA indirecto, mientras que en el ensayo
frente a las bacterias enteras, se observaron algunas diferencias, como es el caso de los anticuerpos
monoclonales SE6 y SH6. Estos AcMo no presentan reactividad frente a todas las bacterias enteras,
pero si frente a las SLP extraidas, lo que podria deberse a que no esté accesible o expuesto el epitope
de reconocimiento cuando las SLP estin ensambladas en la superficie bacteriana. Por otro lado, el
anticuerpo monoclonal 3A12 presenta reactividad tanto frente a las bacterias enteras como frente a los

extractos de proteinas de capa-S utilizados en este ensayo.

De todas formas, y a pesar de las diferencias encontradas, estos resultados indican que por un lado,
la mayoria de los anticuerpos monoclonales obtenidos a partir de la inmunizacién con la proteina de
capa-S de la cepa L. kefiri CIDCA 83111 son capaces de reconocer a las proteinas superficiales
expresadas en las diferentes cepas de L. kefiri, y a su vez también reconocen al antigeno sobre la
bacteria entera, lo que los transforma en herramientas de gran utilidad para la deteccion

inmunoquimica de estos lactobacilos en diferentes entornos.

4.3.3 Reactividad por Inmunoblotting

Al andlisis de la reactividad de los anticuerpos monoclonales obtenidos mediante ELISA indirecto
y Dot-Blot, se le sum6 un ensayo de Inmunoblotting empleando los sobrenadantes de los hibridomas

1B9 y 3A12. En las figuras 20 y 21 se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 20. Inmunoblotting. Caracterizacion de la reactividad del
AcMo 1B9 contra proteinas de capa-S de las cepas L. kefiri
CIDCA 8335, 8343,8348, 83111 y JCM 5818

83111 8348 8343 8335 5818

Figura 21. Inmunoblotting. Caracterizacion de la reactividad del
AcMo 3A12 contra proteinas de capa-S de las cepas L. kefiri
CIDCA 8335, 8343,8348, 83111 y JICM 5818

83111 8348 8343 8335 5818

En coincidencia con los resultados obtenidos en el ELISA indirecto y el Dot-Blot, el anticuerpo
monoclonal 1B9 present6 reactividad contra las SLP-83111 y SLP-5818, mientras que el anticuerpo
monoclonal 3A12 present6 reactividad frente a las SLP de las cepas CIDCA 8335, 8343, 83111 yJCM
5818. En este tltimo ensayo no pudo detectarse reactividad frente a la SLP-8348, lo cual podria deberse
a una menor cantidad de proteina total en ese extracto o a la desnaturalizacién del epitope debido al

tratamiento con SDS. Para el resto de las SLP ensayadas, los resultados del Inmunoblotting permiten
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concluir que los epitopes reconocidos por los anticuerpos monoclonales estudiados (1B9 y 3A12) se

mantienen conservados a pesar del tratamiento de desnaturalizacién proteica con SDS.

47



5. Conclusiones

+ Durante el desarrollo del presente trabajo final se alcanzaron los objetivos propuestos
inicialmente. Se logré la obtencién de 6 hibridomas productores de anticuerpos
monoclonales contra proteina de capa-S de L. kefiri.

Los anticuerpos monoclonales presentan reactividad mediante ELISA indirecto, Dot-Blot
e Inmunoblotting. Asimismo, los anticuerpos obtenidos son capaces de reconocer tanto a
las proteinas de capa-S aisladas como a las bacterias enteras de diversas cepas de la
especie L. kefiri. Estos resultados indican que los anticuerpos monoclonales obtenidos
podran ser utilizados en futuros ensayos para detectar o cuantificar bacterias o proteinas
de capa-S de las distintas cepas utilizadas en el presente trabajo. Ademds, considerando
la diversidad estructural reportada previamente para las proteinas de capa-S, la obtencién
de anticuerpos monoclonales con capacidad de reconocer diferentes epitopes, implica que
podrian utilizarse como herramientas de deteccion y/o caracterizacion en distintos tipos

de ensayos.
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“S¢ firme en tus actitudes y perseverante en tu ideal. Pero sé paciente, no pretendiendo que todo te
llegue de inmediato. Haz tiempo para todo, y todo lo que es tuyo, vendra a tus manos en el momento
oportuno.”

M. Gandhi
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