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1. Introducción 
 

   La evolución biológica es el proceso por el cual los organismos, mediante cambios 

genéticos y fenotípicos, logran adaptarse y superar las adversidades de los distintos hábitats. 

Se sabe que las bacterias presentan una gran diversidad de la arquitectura molecular de la 

superficie celular más externa que refleja este proceso de adaptación evolutiva del 

microorganismo a condiciones ecológicas y ambientales específicas. 

   La capa S, una envoltura proteica rígida monomolecular autoensamblada, es considerada 

la membrana biológica más ancestral, y se ha mantenido a lo largo de la evolución tanto en 

bacterias como en Archaea (Claus et al. 2005). Esta red proteica fue descubierta por Houwink 

en 1953 en Spirillum serpens (Houwink, 1953), pero recién para los años 70 comenzó a 

cobrar interés en la comunidad científica dadas sus propiedades fisicoquímicas 

excepcionales, como la capacidad de autoensamblarse en solución o sobre diferentes tipos de 

soporte, que la convierten en una estructura orgánica única con un alto potencial en el campo 

de la nanobiotecnología. Algunas de las aplicaciones que podemos mencionar en este campo 

son la generación de vehículos GRAS (“generally regarded as safe”) para la administración 

de antígenos y otras moléculas de importancia biomédica, el desarrollo de reactivos en fase 

sólida como biocatalizadores, dispositivos de diagnósticos, biosensores, etc. (Ilk et al. 2011, 

Wang et al. 2015). 

   La presencia de capa S ha sido descripta en varias especies bacterianas, entre las que se 

encuentran algunas del género Lactobacillus (Hynönen & Palva, 2013), el cual fue 

recientemente reclasificado en 25 géneros diferentes (Zheng et al. 2020). Los lactobacilos se 

encuentran en diversos entornos naturales como plantas, productos alimenticios, aguas 

residuales, y el tracto gastrointestinal y vías genitales de los seres humanos y los animales, 

donde forman parte de la microbiota comensal. Estas bacterias ácido-lácticas despertaron 

interés dados los efectos benéficos sobre la salud (probióticos) que se pudieron demostrar en 

muchas cepas del género (Fijan 2014). También han demostrado ser prometedoras para ser 

usadas como vehículos de drogas terapéuticas y antígenos vacunales en los seres humanos 

(Ucisik et al. 2015).  

   Las proteínas que componen la capa S representan aproximadamente el 10-15% del total 

de proteínas de la bacteria, y puede considerarse como uno de los biopolímeros más 

abundantes del planeta (Sleytr et al. 2014). Dado que la capa S se encuentra distribuida en 
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diferentes familias de microorganismos, se puede pensar que estas estructuras reflejan las 

adaptaciones evolutivas de los microorganismos a las adversidades de los distintos hábitats 

naturales, y que algún tipo de ventajas les ha proporcionado (Zhu et al. 2017). 

   Como componente de la superficie bacteriana, a la capa S se le han atribuido diversas 

funciones como mantenimiento de la forma celular, unión de iones, moléculas o fagos, 

mediación en la adhesión bacteriana (Gerbino et al. 2015). Por otro lado, protege a los 

microorganismos de las condiciones adversas del medio, contra la presencia de péptidos 

antimicrobianos (de la Fuente-Nuñez et al. 2012), de la exposición a la radiación (Kotiranta 

et al. 1999), cambios en el pH ambiental (Gilmour et al. 2000), bacteriófagos (Howard y 

Tipper 1973), depredadores microbianos bacterianos o eucariotas (Koval y Hynes 1991; 

Tarao et al. 2009) o enzimas bacteriolíticas (Lortal et al. 1992). Además, participan en la 

interacción de los microorganismos con el sistema inmune y en la modulación de la respuesta 

(Konstantinov et al. 2008, Sekot et al. 2011, Taverniti et al. 2013, Collins et al. 2014).  

   En las bacterias patógenas, todas las funciones atribuidas a la capa S podrían contribuir a 

la virulencia del patógeno, a través de distintos mecanismos como la adhesión, la 

coagregación (Shimotahira et al. 2013), la variación antigénica (Spigaglia et al. 2011), la 

protección contra la lisis por el sistema del complemento o fagocitosis (Thompson 2002) o 

inmunomodulación (Ryan et al. 2011, Sekot et al. 2011, Settem et al. 2013). Por otro lado, 

algunas proteínas de capa S han demostrado el potencial de actuar como enzimas (Calabi et 

al. 2001, Ahn et al. 2006, Prado Acosta et al. 2008), o incluso estar involucradas en la 

motilidad del microorganismo (McCarren et al. 2005). 

   La capa S está compuesta de varias subunidades de proteínas o glicoproteínas idénticas, 

cuyo peso molecular oscila entre 40 y 200 kDa, forman una matriz bidimensional, regular y 

altamente porosa. Las subunidades se mantienen unidas entre sí y a la superficie celular 

mediante interacciones no covalentes (Hynönen y Palva 2013, Pum et al. 2013). En bacterias 

Gram-positivas la interacción puede ocurrir con la capa de peptidoglicano o con un polímero 

secundario de la pared celular, mientras que en las bacterias Gram-negativas habrá unión al 

LPS de la membrana externa mediante interacción iónica, interacciones carbohidrato-

carbohidrato, proteína-carbohidrato y/o proteína-proteína (figura 1) (Sleytr et al. 2014). En 

algunas bacterias se ha evidenciado la presencia de proteínas asociadas llamadas SLAP, que 
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se extraen junto con las proteínas de capa S (SLP) y que pueden mediar diferentes tipos de 

interacciones con el entorno (Johnson et al. 2013).  

    El método de elección para la detección de la capa S en la superficie celular es la 

microscopía electrónica (figura 2) (Pavkov-Keller et al. 2011). Con respecto a la estructura 

atómica de las proteínas de capa S, la disposición espacial de los dominios y los elementos 

de la estructura secundaria dentro de la capa S, hay muy poca información debido a la 

dificultad para cristalizar la capa S y poder analizarla por los métodos convencionales como 

cristalografía de rayos X (Pavkov-Keller et al. 2011).             

   Las SLP de procariotas sufren glicosilación como modificación postraduccional más 

frecuente (Ristl et al. 2011). La N-glicosilación es rara, se caracterizan por lo general por 

estar O-glicosiladas, y el grado de glicosilación varía entre el 2% y 10% (p/p) (Messner et al. 

2013).  

   Debido a que las interacciones que mantienen unidas a las SLP entre sí y con la célula son 

no covalentes, estas pueden ser fácilmente liberadas y la mayoría de las técnicas para el 

aislamiento y la purificación de las mismas implican el uso de detergentes (Tritón X100 o 

dodecilsulfato de sodio) o agentes caotrópicos (como urea, clorhidrato de guanidina o cloruro 

de litio) (Pum et al. 2013, Schuster y Sleytr 2014). Luego de extraídas de la superficie 

bacteriana, las SLP tienen la capacidad de formar distintos arreglos como resultado de 

autoensamblarse en solución, por ejemplo, láminas planas, tubos, vesículas, de 

reensamblarse en capas simples y dobles en soportes sólidos, en la interfaz aire-agua, en 

películas lipídicas, y de cubrir liposomas, nanocápsulas y nanopartículas por completo 

(figura 3) (Bolla et al. 2022).  

   Referido al género Lactobacillus, los tamaños de las proteínas de capa S informados varían 

entre 25 y 71 kDa, y los valores de pI predichos son altos (9.4-10.4) comparados con otras 

SLP de otras bacterias. También se describió sólo la simetría de red de tipo oblicua o 

hexagonal para el género (Lortal et al. 1992, Smit et al. 2001, Avall-Jääskelainen y Palva 

2005, Anzergruber et al. 2014, Bolla et al. 2020), y la glicosilación es una modificación 

postraduccional encontrada y caracterizada en solo unas pocas especies (Malamud et al. 

2019). 
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Figura 1: Bacterias Gram-positivas y Gram-negativas y su zona de anclaje de la proteína de capa S. 

 

 

 

Figura 2: Micrografía obtenida por transmisión electrónica de una sección delgada de Lentilactobacillus 

kefiri CIDCA 8321. Adaptada de Garrote y col. (2004). 
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Figura 3: Esquema de autoensamblado de proteínas de capa S. Adaptada de Bolla y col. (2022).  

 

1.1. Proteínas de capa S en Lentilactobacillus kefiri 
 

   En los últimos años, el grupo de trabajo se ha enfocado en el estudio de las propiedades 

probióticas de bacterias ácido lácticas, entre ellas, Lentilactobacillus kefiri (antes llamado 

Lactobacillus kefiri) aisladas de un fermento natural conocido como “kefir” (Carasi 2014, 

Carasi et al. 2014, 2015). En estas bacterias se ha demostrado la presencia de SLP, positivas 

para la tinción de PAS, lo que indica que presentan restos glicosídicos (Mobili et al. 2009, 

Malamud et al. 2017). También se demostró que cada cepa de L. kefiri expresa una única 

SLP. Estas proteínas tienen pesos moleculares aparentes por SDS-PAGE de 66 a 71 kDa. Los 

primeros estudios MALDI-TOF y reactividad frente a un panel de anticuerpos monoclonales 

específicos demostró que, a pesar de tratarse de cepas de la misma especie, las SLP de L. 

kefiri presentan una gran heterogeneidad entre ellas (Mobili et al. 2009). El grupo de trabajo, 

a la fecha, ha logrado secuenciar los aminoácidos de 16 de las 25 cepas disponibles en el 

laboratorio, observando diferencias en las mismas sobre todo a nivel de la región C-terminal 

(Malamud et al. 2017). En base a la secuencia aminoacídica, estas SLP se clasificaron en 5 



12 

 

grupos: uno en el que se agrupan las SLP de todas las cepas con capacidad autoagregante, y 

otros 4 en los que se encuentran cepas sin esta capacidad (Malamud et al. 2017).  

   Del análisis de la composición y estructura de los residuos glicosídicos, se ha demostrado 

que hay 2 cepas, L. kefiri CIDCA 83111 y JMC 5818, con coexistencia de O- y N-glicanos 

(Cavallero et al. 2017, Malamud 2019), mientras que las cepas L. kefiri CIDCA 8321 y 8348 

(ambas autoagregantes) solo presentan O-glicanos (Malamud et al. 2020).  

   En relación a las funciones que podrían llevar a cabo las SLP de L. kefiri, se ha demostrado 

que median la inhibición de la invasión 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 interacción de L. kefiri con levaduras (Golowczyc et al. 2009). 

También, se ha demostrado que las SLP participan en la adhesión de L. kefiri al mucus 

gastrointestinal (Carasi et al. 2014), y protegen a las bacterias contra el efecto dañino del ión 

Pb+2 (Gerbino et al. 2015). 

   En los últimos años, el grupo de trabajo ha demostrado que las SLP de algunas cepas de L. 

kefiri potencian la respuesta de los macrófagos a la estimulación con LPS (Malamud et al. 

2018) y, particularmente, las SLP de la cepa CIDCA 8348 muestran capacidad adyuvante 

sobre la respuesta inmune celular, al ser inoculadas por vía subcutánea junto con el antígeno 

(Malamud et al. 2019). La SLP de L. kefiri CIDCA 8348 es internalizada por macrófagos 

murinos (RAW 264.7), y potencia la respuesta celular al LPS, observándose un incremento 

en la expresión de MHC-II, CD86 y CD40 en comparación con células estimuladas con LPS 

solo. Asimismo, se observaron efectos similares en la expresión y secreción de IL-6, IL-10 y 

TNF-α. Esta actividad inmunoestimulatoria sobre células RAW 264.7, también fue 

corroborada en otras SLP de L. kefiri (SLP-8321, SLP-83111 y SLP-5818) y, además, esta 

actividad es dependiente de la interacción de sus glicanos con distintos receptores de lectina 

tipo C (CLRs), entre los que se ha identificado a Mincle (Malamud et al. 2019) y DC-SIGN 

(Malamud et al. 2020).  

   Recientemente, se ha logrado obtener arreglos regulares de nanopartículas de Pt y Ag 

soportados sobre SLP de L. kefiri en solución (Bolla et al. 2020a,b) y sobre sistemas 

poliméricos recubiertos con SLP de L. kefiri (Huggias et al. 2020), que presentan alta 

actividad catalítica en la reacción de reducción del p-nitrofenol.   
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   Considerando todo lo mencionado anteriormente, conjeturamos que las SLP de L. kefiri 

tienen un alto potencial para el desarrollo de adyuvantes vacunales y de plataformas de 

inmovilización de partículas metálicas. En este sentido, y teniendo como objetivo a largo 

plazo la administración de SLP de L. kefri en humanos, consideramos que es necesario 

primero lograr la adaptación de los métodos de extracción para la obtención de SLP para que 

la misma sea apta en la realización de futuros ensayos clínicos. Al respecto, Sahay y 

colaboradores emplearon NaCl 5M en lugar de LiCl 5M para la extracción de la SlpA de L. 

acidophilus NCK2187, obteniendo excelentes resultados tanto desde el punto de vista del 

rendimiento como de la no toxicidad de la proteína extraída (Sahay et al. 2015). 

   Por lo tanto, en el marco de este trabajo final de la carrera de Bioquímica, se propuso como 

objetivo lograr la optimización de un método de extracción alternativo, reemplazando el LiCl 

5M por NaCl 5M, para la obtención de SLP de distintas cepas de L. kefiri y la caracterización 

de los extractos obtenidos.                                     
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 2.Objetivos 

 

   Los objetivos específicos de este trabajo fueron los siguientes: 

 

A- Optimizar el método de extracción de SLP de diferentes cepas de L. kefiri con NaCl 5M. 

B- Comparar el rendimiento del proceso de extracción con NaCl 5M con el método utilizado en 

el laboratorio (LiCl 5M).  

C- Caracterizar el perfil de proteínas presentes en los extractos obtenidos y evaluar su actividad 

inmunomodulatoria sobre la activación de macrófagos murinos.   
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3. Materiales y métodos  

 

3.1 Material biológico  

 

   En el proceso de este trabajo se emplearon los siguientes materiales biológicos para los 

distintos ensayos llevados a cabo:  

 

● Cepas de L. kefiri: disponibles en el laboratorio (CIDCA 8343, 8348, 83111 y 83113 aisladas 

de gránulos de kefir; JCM 5818 de colección). 

 

Tabla 1, características de las SLP de las cepas de L. kefiri utilizadas en este trabajo. 

 

Grupo Cepa PM 

aparente** 

(kDa) 

pI PM 

calculado 

(kDa) 

Longitud 

(total de 

aminoácidos) 

% 

aminoácidos 

hidrofóbicos 

% 

aminoácidos 

con grupos 

hidroxilos 

I 8348* 66 9,60 57,039 542 38,4 27,9 

II 83111 71 9,52 59,939 568 34,9 29,2 

III 8343 71 9,53 59,958 564 36,5 26,9 

IV 83113 66 9,57 51,490 492 37,1 26,4 

V 5818 69 9,37 57,665 547 36,5 24,6 

 

 *cepa con capacidad autoagregante (Garrote et al. 2004). 

 **peso molecular aparente obtenido de la migración en SDS-PAGE (Garrote et al. 2004, Mobili et al. 2009). 

  Todas las cepas presentan glicosilación en las SLP (Mobili et al. 2009, Malamud 2019).  

              

● Células eucariotas: RAW 264.7. Línea celular monocito-macrófago de origen murino (cepa 

BALB/c), como modelo de célula presentadora de antígenos. Adquiridas del banco de células 

IMBICE (Instituto Multidisciplinario de Biología Celular, La Plata) y actualmente disponible 

en el laboratorio.   
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● LPS (0.1 µg/ml) de Escherichia coli O111:B4, Sigma, EEUU. 

 

● Antisuero de conejo anti-SLP 21, obtenido mediante la inmunización con SLP de la cepa 

8321. En estudios previos se demostró que dicho antisuero reconoce las SLP de las cepas 

utilizadas en este trabajo en ensayos previos.   

 

 

3.2 Condiciones de cultivo  

 

   Las condiciones de cultivo de las células utilizadas para los ensayos fueron las siguientes: 

 

● Cepas de L. kefiri para la obtención de las SLPs: se incubaron durante 48hs a 37°C en 

condición aeróbica, en caldo MRS (Difco, USA). El medio de cultivo utilizado fue 

esterilizado por calor húmedo, en autoclave, a 1 atmósfera de sobrepresión por 15 minutos. 

Se tomaron 50 µl de suspensión bacteriana, conservada en leche descremada estéril a  -80°C, 

y se sembraron en 5 ml de caldo MRS, en las condiciones pre mencionadas. De dicho cultivo 

se tomaron 500 µl y se incubaron nuevamente en 50 ml de caldo MRS en iguales condiciones.  

    

● Células eucariotas: Las células RAW 264.7 se cultivaron en medio DMEM (tabla 2) 

suplementado con suero fetal bovino al 10%, aminoácidos no esenciales y antibióticos 

(penicilina-estreptomicina), esterilizado por filtración (0.22 µm, SteritopTM, Millipore), en 

estufa (Thermo Forman 3310 SteriCult CO2 incubator) gaseada (CO2 5%) a 37°C, durante 

72 hs. 
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Tabla 2, composición del medio DMEM utilizado 

Ingredientes DMEM suplementado 

DMEMa 1 sobre 

Penicilina/estreptomicinab 

(1000 UI, 1000μg/mL) 

13 ml 

Aminoácidos no esencialesc 13 ml 

NaHCO3 2.0 g 

Suero fetal bovino inactivadod 120 ml 

Agua miliQ 100 ml 

pH 7,5±0,1 
 

aDulbecco Modified Eagle´s Medium, GIBCO, Grand Island N.Y., USA; bGIBCO; cNon-essential amino acids 

solution (100X), GIBCO; dGIBCO, El suero fue inactivado térmicamente, incubándolo 30 minutos a 65 °C. 

 

3.3 Extracción de SLPs de las distintas cepas de L. kefiri utilizadas.  

 

   La extracción de las SLPs de las cepas de L. kefiri seleccionadas se llevó a cabo mediante 

dos protocolos diferentes, partiendo para ambos casos de 50 ml de cultivo, de cada cepa, en 

las condiciones mencionadas en el punto 3.2. El cultivo en fase estacionaria se fraccionó en 

dos alícuotas de 25 ml cada una y se centrifugaron a 10000 g durante 10 minutos, se descartó 

el sobrenadante y se realizaron dos lavados con 25 ml de PBS. Finalmente, se resuspendieron 

los pellets del segundo lavado en los distintos agentes de extracción utilizados.  

 

3.3.1 Extracción con LiCl 5M  

 

   Se utilizó como método de referencia de acuerdo al protocolo puesto a punto en el 

laboratorio por Malamud (Malamud et al 2017) para la extracción de las SLP de L. kefiri.  

   Se resuspendieron los pellets bacterianos obtenidos a razón de DO=25, en 5 ml de LiCl (JT 

Baker) 5M y se agitó en vortex durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se 

centrifugó a 12000 g durante 15 minutos a temperatura ambiente, finalmente el sobrenadante 
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se dializó usando una membrana de celulosa (SpectraPor membrane tube, MWCO 10000-

14000, Spectrum Medical Industries, California, USA) con agitación suave durante 24 horas 

contra 2 litros de PBS (2 cambios de 1 litro cada uno) a temperatura ambiente. 

 

3.3.2 Extracción con NaCl 5M  

 

   Se planteó, como objetivo de este trabajo, poner a punto este método de extracción de las 

SLP de L. kefiri, tomando como referencia las condiciones experimentales previamente 

descriptas por Sahay y colaboradores (2015) para L. acidophilus.     

   Se realizó la extracción con 5 ml de NaCl 5M, siguiendo los mismos pasos que se 

mencionaron en el punto anterior para el LiCl 5M, la única variante en este caso es el agente 

de extracción utilizado. También se realizó una segunda extracción con NaCl 5M 

modificando el tiempo de agitación a 30 minutos.  

 

3.4 Caracterización de los extractos obtenidos 

 

   Los extractos obtenidos con los distintos agentes y los distintos protocolos llevados a cabo, 

se analizaron por SDS-PAGE (Laemmli 1970) y por Western blot, y la concentración de 

proteínas totales obtenidas se determinó por el método de Bradford (1976). También se 

analizó la capacidad inmunoestimulatoria de las SLP obtenidas mediante la cuantificación de 

IL-6 en el sobrenadante de cultivo de células RAW264.7 (en ausencia y presencia de LPS) 

por ensayo de ELISA de captura no competitivo.  

 

3.4.1 Cuantificación de proteínas totales extraídas 

 

   Para determinar la concentración de proteínas totales de los extractos obtenidos de cada 

cepa, tanto con LiCl 5M como con NaCl 5M, se utilizó el método de Bradford (Bradford, 

1976). Se realizó una curva de patrón utilizando un stock comercial de albumina bovina de 

2 mg/ml (Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit), y reactivo de Bradford 

(Coomassie Brillant Blue G-250 en etanol al 95% (v/v), ácido fosfórico 85% (v/v) y agua 
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destilada). Se leyó la absorbancia a 620 nm en un lector de absorbancia (TECAN INFINITE® 

F50, Austria).   

 

3.4.2 Separación electroforética de proteínas mediante SDS-PAGE  

 

   Para caracterizar cada extracto dializado, se utilizó la técnica SDS-PAGE desarrollada por 

Laemmli (1970). Los geles se prepararon con una concentración de acrilamida de 12% p/v 

para el gel separador y 4% p/v para el gel apilador (Manns 2011). Se utilizaron 20 µl de 

muestra en 10 µl de buffer muestra (azul de bromofenol, glicerol, SDS) y se sembraron de 

esta 20 µl en cada calle. Las corridas electroforéticas se realizaron a voltaje constante (120 

V) hasta la llegada del frente de corrida al extremo opuesto del gel, en un sistema vertical 

Bio-Rad Mini Protean III (BioRad Lab, C.A.). Simultáneamente se sembraron 4 µl de 

marcadores de peso molecular (Blue Plus® IV Protein Marker, 10-80 kDa, Trans, China). 

 

Revelado  

 

   Se utilizó la técnica de tinción con Coomasie coloidal. Una vez finalizada la corrida se 

siguieron los pasos citados a continuación: 

1- Se colocó el gel en agitación por 30 minutos en la solución de fijación 1. 

2- Se colocó el gel en agitación por 20 minutos con 100 ml de solución de fijación 2. Se descartó 

y se repitió el paso.  

3- Se colocó el gel en la solución de coloración durante 30 minutos, en agitación, y luego se 

agregó 1 ml de Coomasie G250 2% p/v. Se mantuvo en agitación toda la noche.   

4- Al día siguiente, se lavó con agua destilada y se visualizaron las bandas.  
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Tabla 3, Composición de las soluciones utilizadas para el revelado del gel de SDS-PAGE 

 

Solución Ingredientes Volumen final 

Fijación 1 30 ml de etanol absoluto 

2 ml de ácido fosfórico 85 

% p/p 

100 ml 

Fijación 2 4 ml de ácido fosfórico 85 

% p/p 

200 ml 

Coloración 18 ml de etanol absoluto 

7 ml de ácido fosfórico 85 

% p/p 

15 g de (NH4)2SO4 

100 ml 

Coomasie G250 1 g de Coomasie G250 50 ml 

 

3.4.3 Western blot 

    Para confirmar la presencia de SLP en el extracto obtenido se llevó a cabo un ensayo de 

inmunoblotting con el antisuero de conejo anti-SLP 21 obtenido mediante inmunización años 

atrás. Estos anticuerpos han demostrado, en ensayos previos, reconocer las SLP de todas las 

cepas utilizadas en este trabajo (Serradell et al. 2005). Se realizó la separación electroforética 

de las proteínas en iguales condiciones que las ya mencionadas (punto 3.4.2). Una vez 

finalizada la corrida electroforética se hizo una electrotransferencia de las bandas proteicas 

del gel de poliacrilamida a la membrana de nitrocelulosa utilizando el equipo Mini Trans-

Blot System (Bio-Rad), a corriente constante de 250 mA, durante 90 minutos. Finalizada la 

electrotransferencia, las membranas de nitrocelulosa se tiñeron con Rojo Ponceau para 

verificar que las proteínas fueron transferidas. Este colorante tiñe reversiblemente las 

proteínas, por lo que luego se removió con lavados con agua destilada. Una vez removido el 

colorante, se bloqueó la membrana con leche descremada 3% en PBS por 16 horas a 4°C. 

Finalmente se llevó a cabo la reacción inmunoquímica de revelado siguiendo los pasos 

detallados a continuación:   

• Anticuerpo primario: antisuero de conejo anti-SLP 8321 diluido 1/100 en leche descremada 

1% en PBS; 1 hora a 37°C. 
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• Lavados con PBS más Tween 20 0.05%.  

• Anticuerpo secundario: anti-IgG de conejo conjugado a fosfatasa alcalina (Santa Cruz 

Biotech, USA) diluido 1/2000 en leche descremada 1% en PBS; 1 hora a 37°C. 

• Lavados con PBS más Tween 20 0.05%.   

• Revelado: NTB/BCIP (Sigma, USA), 1 comprimido disuelto en 10 ml de agua destilada.    

 

Tabla 4, Soluciones utilizadas para realizar la electrotransferencia 

Denominación Ingredientes Volumen final 

Buffer de 

transferencia 5X 

(sin metanol) 

15,03 g de TRIS 

73,05 g de glicina 

pH= 8,3 

1000 mL 

Buffer de 

transferencia 1X 

Tris 0,025M, glicina 

0,195M, 

metanol 20% v/v 

200 mL Buffer de 

transferencia 

5X 

200 mL de methanol 

completar con agua 

MilliQ hasta 

volumen final 

1000 mL 

Rojo Ponceau 0,5% 

p/v 

0,5 g de rojo ponceau 

5,0 mL de ácido 

acético glacial 

completar con agua 

MilliQ hasta 

volumen final 

100 mL 

 

3.5 Evaluación de la capacidad inmunoestimulatoria 

 

   Se realizó un ensayo de ELISA para la cuantificación de IL-6 en el sobrenadante de cultivo 

de células RAW 264.7 que fueron estimuladas con LPS de Escherichia coli y SLP obtenidas 
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de las distintas cepas de L. kefiri. Para ello se llevaron a cabo los ensayos detallados en los 

puntos a continuación.    

 

3.5.1 Cultivo de células eucariotas  

 

   Las células RAW 264.7, cultivadas durante 72 horas en las condiciones mencionadas en el 

punto 3.2, se cosecharon con pipeta de 10 ml raspando la base de la botella de cultivo para 

despegar las células y obtener una suspensión en el medio liquido utilizado. Este proceso fue 

realizado en cabina de seguridad biológica tipo II (Jouan MSC 12). De los 5 ml de cultivo 

cosechado, se tomaron 20 µl y se diluyeron al medio con   colorante vital azul de tripán, el 

cual colorea aquellas células que tienen su membrana celular dañada, y nos permite contar 

en cámara de Neubauer células vivas que no se tiñeron. Una vez obtenido el recuento de 

células por ml de cultivo, se realizó una dilución 1/20 para lograr una concentración de 4X104 

células/ml. De esta dilución se sembraron 3 gotas (0.25 ml) por fosa en placa de cultivo de 

48 fosas (Nest Biotechnology Co., Ltd. China) y se incubaron por 48 horas a 37°C, en estufa 

gaseada (CO2 5%). Pasado este tiempo se observaron las células con microscopio invertido 

(Iriscope Si-PH) para verificar que las características celulares sean las deseadas (baja 

proporción de células con aspecto morfológico de activación) y se realizó el ensayo de 

activación celular.  

 

3.5.2 Ensayo de activación celular 

 

   Se realizaron todos los pasos en condición de esterilidad en cabina de seguridad con flujo 

laminar (Jouan MSC 12), y los extractos de SLP dializados se esterilizaron previamente por 

filtración con filtro de 0.22 µm de diámetro de poro (Steritop, Millipore).  

   Como primer paso, se eliminó por extracción con pipeta todo el medio de cultivo de cada 

fosa. Luego se agregó en cada fosa el volumen de medio DMEM calculado para obtener un 

volumen final de 250 µl en cada una, y una concentración final de SLP de 10 µg/ml. Se 

utilizaron 4 fosas por extracto de SLP, 2 para estimulo con las SLP solas y 2 con SLP más 

LPS (0.1 µg/ml). Además, se incubaron 2 fosas control negativo con medio DMEM, y 2 fosas 
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control positivo con medio más LPS. Se incubaron 24 horas en estufa gaseada (CO2 5%) a 

37°C.  

Tabla 5, volumen de cada componente por fosa 

Fosaa DMEM µl LPSb µl SLP µl 

5818 NaCl 200  50 

5818 NaCl 200 2.5 50 

8343 NaCl 200  50 

8343 NaCl 200 2.5 50 

8348 NaCl 200  50 

8348 NaCl 200 2.5 50 

83111 NaCl 215  35 

83111 NaCl 215 2.5 35 

83113 NaCl 200  50 

83113 NaCl 200 2.5 50 

5818 LiCl 200  50 

5818 LiCl 200 2.5 50 

8343 LiCl 225  25 

8343 LiCl 225 2.5 25 

8348 LiCl 225  25 

8348 LiCl 225 2.5 25 

83111 LiCl 242  8 

83111 LiCl 242 2.5 8 

83113 LiCl 230  20 

83113 LiCl 230 2.5 20 

Control + 250 2.5  

Control - 250   
 

a cada una por duplicado. 
b no considerado en el volumen final. 
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3.5.3 Cuantificación de IL-6  

 

   Se realizó un ELISA de captura no competitivo para la cuantificación de IL-6 de los 

sobrenadantes de cada fosa de la placa de activación celular. Para ello se utilizó un kit 

comercial para detección de IL-6 de ratón (Mouse IL-6 ELISA Set, BD OptEIA, San Diego, 

EEUU), lector de absorbancia (TECAN INFINITE® F50, Austria), y placas Microlon 600 

(GBO, Alemania) de 96 pocillos. Se siguieron los siguientes pasos: 

1- Sensibilización de la placa con anticuerpos de captura 1/250 en buffer carbonato/bicarbonato, 

se colocaron 50 µl por pocillo, y se dejaron toda la noche en heladera. 

2- Se realizaron 3 lavados con PBS y tween 20 al 0.05%.  

3- Bloqueo con suero fetal bovino al 10% en PBS, 100 µl por pocillo, 1 hora a temperatura 

ambiente.  

4- 3 lavados.  

5- Muestra, 50 µl de sobrenadante, 2 horas a temperatura ambiente. También se realizó curva 

de calibración con distintas concentraciones del estándar provisto por el kit, en iguales 

condiciones que la muestra incógnita.  

6- 3 lavados.  

7- Anticuerpo de detección biotinilado (1/250) más conjugado de estreptavidina con HRP 

(1/500), 50 µl por fosa, 1 hora temperatura ambiente.  

8- 5 lavados. 

9- Sustrato 50µL (OPD Sigma 2 mg/ml, H2O2 100 vol 1 µl/ml, buffer citrato pH 5). 30 minutos 

a temperatura ambiente. 

10- Solución stop, 50 µl ácido sulfúrico 2N. 

11- Lectura en lector de placa a 490 nm.  

 

3.6 Análisis estadístico 

   Los resultados se expresaron como la media ± desviación estándar, y para la evaluación 

estadística se realizó un análisis de varianza (ANOVA) con un post-test de Tukey de 

comparaciones múltiples (α=0.05). Todos los análisis se realizaron con el programa 

GraphPad Prism, versión 7.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego USA).  
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Tabla 6, concentración de proteínas obtenidas de la extracción con NaCl 5M, con agitación 

por 10 minutos para las cepas de L. kefiri estudiadas. 

NaCl 5M Abs 620 nm µg/ml Promedio 

µg/ml 

5818 0,716 0,711 6,9 3,7 5,3 

8343 0,716 0,714 6,9 5,6 6,2 

8348 0,722 0,723 10,7 11,3 11,0 

83111 0,839 0,837 85,7 84,4 85,0 

83113 0,683 0,688 ND* ND* ND* 

 

Tabla 7, concentración de proteínas obtenidas de la extracción con LiCl 5M, con agitación 

por 10 minutos para las cepas de L. kefiri estudiadas. 

LiCl 5M Abs 620 nm µg/ml Promedio 

µg/ml  

5818 0,822 0,756 74,9 32,5 53,7 

8343 0,869 0,859 105,0 98,6 101,8 

8348 0,869 0,886 105,0 115,9 110,5 

83111 1,219 1,224 329,5 332,7 331,1 

83113 0,944 0,924 153,1 140,3 146,7 

*No detectable. 

  

   Teniendo en cuenta este resultado, decidimos realizar una segunda extracción con NaCl 

5M, pero aumentando el tiempo de contacto con el agente caotrópico a 30 minutos y 

manteniendo la agitación. Los resultados obtenidos para la curva de calibración se muestran 

en la Figura 5. Esta segunda extracción con mayor tiempo de agitación nos muestra un 

importante aumento en la concentración de proteínas obtenidas (Tabla 8), salvo en el caso de 

la cepa 83111 para la cual se obtuvieron resultados similares con ambos protocolos.  También 

se puede observar que en este caso se pudieron cuantificar proteínas en el extracto de la cepa 

83113, a diferencia de lo ocurrido en el extracto de 10 minutos de agitación.   
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Figura 5, Gráfico de la curva estándar de proteínas stock comercial de albumina bovina de 2 mg/ml. 

 

Tabla 8, concentración de proteínas obtenidas de la extracción con NaCl 5M, con agitación 

por 30 minutos. 

NaCl 5M Abs 620 nm ug/ml Promedio 

µg/ml  

5818 0,8907 0,8734 55,5 42,2 48,9 

8343 0,8886 0,8073 53,9 ND 53,9 

8348 0,9092 0,9219 69,8 79,5 74,7 

83111 0,9123 0,9483 72,2 99,8 86,0 

83113 0,9085 0,931 69,2 86,5 77,9 

   

   Basados en los datos obtenidos en esta primera etapa del análisis de los extractos (figura 

6), vimos que utilizando NaCl 5M por 10 minutos se consigue extraer proteínas en la mayoría 

de las cepas, y que aumentando el tiempo de extracción el rendimiento mejora. Aun así, en 

la mayoría de los casos no se alcanza la concentración de proteínas obtenidas con LiCl 5M, 

salvo el caso de la cepa 5818 para la cual se obtuvieron concentraciones similares con el 

tratamiento de NaCl 5M por 30 minutos. Por otro lado, la cepa 83111 fue la que mostró 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

0 0,2 0,4 0,6

A
b

s
 6

2
0

 n
m

mg/ml





29 

 

 

 

                                     PM                5818    5818                       8343           8343   

  

                       60 KDa 

  

 

 

                                     NaCl      LiCl                      NaCl     LiCl     

  

Figura 7, SDS-PAGE de extractos obtenidos con NaCl y LiCl 5M con 10 minutos de agitación de las cepas 

5818 y 8343. PM: marcadores de peso molecular. 

 

 

                                PM                        8348    8348      83111     83111    83113   83113 

 

 

                  

                      60 KDa     

 

 

 

                          NaCl      LiCl     NaCl     LiCl     NaCl    LiCl 

Figura 8, SDS-PAGE de extractos obtenidos con NaCl y LiCl 5M con 10 minutos de agitación de las cepas 

8348, 83111 y 83113. PM: marcadores de peso molecular. 
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Figura 9, SDS-PAGE de extractos obtenidos con NaCl 5M con agitación por 30 minutos de las cepas 5818, 

8343, 8348, 83111 y 83113. PM: marcadores de peso molecular.  

 

   La electroforesis de los extractos de 10 minutos (figura 7 y 8) revelaron, en cada caso, una 

banda con un peso molecular aparente entre 60 y 70 KDa. En algunos casos, y 

particularmente en las cepas 8343, 83111 y 83113, se revelaron algunas otras bandas de 

menor intensidad y de menor peso molecular. Estos resultados son congruentes con los 

obtenidos previamente por el grupo de trabajo (Mobili et al. 2009, Malamud et al. 2017), y 

podrían atribuirse a productos de degradación de las SLP. También se pudo apreciar una sutil 

banda en la calle correspondiente al extracto de la cepa 83113 con NaCl 5M, para la cual el 

método de Bradford no detectó proteína.  

   Sin embargo, los resultados arrojados por la electroforesis de los extractos de 30 minutos 

(figura 9) no reflejaron la misma congruencia; en este caso vimos múltiples bandas poco 

definidas con pesos moleculares menores a 60 KDa para todas las cepas. Es posible que el 

tratamiento con NaCl 5M con 30 minutos de agitación resulte ser muy agresivo para las 

células bacterianas causando la lisis y liberación del contenido interno. De todas formas, si 

hubiese habido liberación del contenido celular, deberíamos ver además a las bandas 

correspondientes a las proteínas de capa S, pero no es lo que sucedió tampoco en un segundo 

ensayo (no mostrado).  Por lo tanto, podríamos sospechar de algún tipo de actividad 
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proteolítica que podría explicar, al menos en parte, la no detección de las bandas 

correspondientes a las proteínas de capa S.  

 

4.2.2 Western blot  

 

   Para evidenciar la presencia de SLP en los extractos de 10 minutos de tratamiento, se llevó 

a cabo un ensayo de Western blot con antisuero de conejo anti SLP de L. kefiri cepa 8321, el 

cual demostró en trabajos previos reconocer las SLP de todas las cepas disponibles en el 

laboratorio. 

    Los resultados obtenidos revelaron la presencia de SLP en todos los extractos (figura 10), 

incluso en la cepa 83113 con NaCl 5M, para la cual no habíamos detectado proteínas por el 

método de Bradford y solo observamos una sutil banda en la electroforesis. Esta aparente 

discrepancia se debe a la mayor sensibilidad de la prueba inmunoquímica respecto de los 

métodos de detección de proteínas utilizados.  

   Además de las bandas correspondientes a las SLP se observó un chorreado en la mayoría 

de las calles. Esto podría atribuirse a: 

- a la utilización de una dilución baja del antisuero, lo que podría favorecer la visualización 

de reacciones cruzadas con otros componentes presentes en los extractos; 

- a la existencia de productos de degradación de las SLP en los diferentes extractos que son 

reconocidos por los anticuerpos específicos presentes en el suero de conejo. 
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    LiCl          NaCl     LiCl           NaCl        LiCl            NaCl        LiCl          NaCl       LiCl          NaCl   

Figura 10, Western blot de los extractos tratados por 10 minutos con NaCl y LiCl 5M. 

 

4.2.4 Activación de macrófagos murinos 
 

   Como se mencionó anteriormente, en trabajos previos realizados en el laboratorio se 

observó que las SLP de las cepas de L. kefiri CIDCA 8321, 8348, 83111 y JCM 5818 

extraídas con LiCl 5M potenciaron la activación de células RAW 264.7 inducida por LPS. 

Además, se demostró que esta actividad es dependiente de la interacción de los glicanos 

presentes en las SLP con diferentes CLRs, entre los que se identificó a Mincle (para las SLP-

8321 y SLP-8348), y DC-SIGN (para la SLP-5818) (Malamud et al. 2018, 2019, 2020). El 

efecto sinérgico observado se debe a la estimulación simultánea de la célula a través de un 

ligando TLR (como el LPS) y un ligando CLR (como las SLP de L. kefiri).  

    Por lo tanto, nos propusimos evaluar si esta actividad se mantiene cuando el agente de 

extracción es el NaCl 5M. Para ello, se llevaron a cabo ensayos de activación celular de 

células RAW 264.7 que fueron analizados por la cuantificación de IL-6 con el método de 

ELISA. Se evaluó la producción de IL-6 en sobrenadante de células estimuladas solo con 

SLP y células estimuladas con LPS de E. coli más SLP, incluyendo los controles sin estímulo 

(DMEM) y solo con LPS.  
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   Los resultados obtenidos con los extractos de LiCl 5M, coinciden parcialmente con los 

reportados previamente por el grupo de trabajo, ya que, si bien no se observó un aumento 

significativo de la secreción de IL-6 al estimular con las SLPs solas (solo una tendencia, 

estadísticamente no significativa con la SLP-83111), el estímulo con el LPS indujo una 

respuesta muy potente y no fue posible observar el efecto sinérgico (figura 11A). Esto podría 

deberse a un error cometido en la preparación de la solución stock de LPS a partir de la cual 

se obtuvieron las diluciones de trabajo, lo cual condujo a una saturación de la respuesta 

celular.  

   Por otro lado, los resultados obtenidos con los extractos de NaCl fueron diferentes. En este 

caso, se observó un aumento significativo de la secreción de IL-6 (P<0,01) para las SLP-

5818 y SLP-8348, mientras que los extractos de SLP-8343, SLP-83111 y SLP-83113 no 

indujeron activación de las células RAW264.7. Asimismo, se observó una disminución del 

nivel de IL-6 secretada al co-incubar las células con LPS y las SLP de L. kefiri extraídas con 

NaCl 5M (P<0,01), con excepción de la SLP-8348 (figura 11B). Si bien este efecto no había 

sido observado en ninguno de los ensayos realizados con anterioridad en el laboratorio, ha 

sido descripto para otras SLP. En particular, se ha reportado que una SLP de 46 kDa de 

Lactobacillus acidophilus NCFM atenuó la producción de IL-1 y TNF-a en células 

RAW264.7 estimuladas con LPS (Wang et al. 2018), y un efecto similar fue también 

demostrado para la proteína de capa S (SlpA) de Lactobacillus helveticus MIMLh5 sobre la 

respuesta proinflamatoria generada por el LPS en macrófagos humanos U937 (Taverniti et 

al. 2013).  

   Las diferencias en los resultados obtenidos con ambos agentes de extracción podrían 

deberse a diferencias en la composición del extracto de NaCl 5M respecto del obtenido con 

LiCl 5M o bien a cambios conformacionales de las SLP extraídas con las diferentes sales, lo 

cual podría llevarlas a interactuar de distinta manera con los receptores celulares, o incluso a 

ser reconocida por diferentes CLRs. Por lo tanto, se deberán realizar estudios para 

caracterizar más profundamente los extractos de NaCl 5M y contrastar estas hipótesis.   
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   Conclusiones  

  

   Recolectando y analizando los resultados de los distintos ensayos realizados para 

cuantificar y caracterizar los extractos proteicos, llegamos a las siguientes conclusiones:   

   Referido al agente caotrópico, el NaCl 5M resultó ser un efectivo agente de extracción de 

SLP de L. kefiri. Obtuvimos resultados positivos en cuanto a la cuantificación de proteínas 

totales por el método de Bradford para todas de las cepas, salvo para la cepa CIDCA 83113 

para la cual no se pudo detectar proteínas por este método cuando el tiempo de contacto con 

el NaCl 5M fue de 10 minutos. Cuando aumentamos el tiempo de incubación con el agente 

a 30 minutos obtuvimos un rendimiento en cantidad de proteína total mucho mayor que con 

10 minutos para todas las cepas, incluso para la cepa 83113. Aun así, no se llegó a la cantidad 

de proteína extraída con LiCl 5M. También se pudo observar que, independientemente del 

protocolo utilizado para la extracción, hay cepas de las cuales se pudo extraer mayor cantidad 

de SLP que otras, como es el caso de la cepa 83111 para la cual se obtuvo mayor rendimiento 

de extracción en todos los protocolos llevados a cabo.  

   En cuanto a la caracterización, en la SDS-PAGE de los extractos proteicos obtenidos con 

10 minutos de tratamiento con NaCl 5M y LiCl 5M, se revelaron bandas bien definidas de 

peso molecular aparente entre 60 y 70 kDa que se relacionan con los pesos moleculares 

obtenidos previamente en el laboratorio (Mobili et al. 2009, Malamud et al. 2017), y que 

fueron reconocidas por anticuerpos específicos en el ensayo de Western blot.  Algunas cepas 

revelaron una única banda y otras, en particular las cepas 8343, 83111 y 83113 revelaron 

además otras bandas de menor intensidad y peso molecular. Además, se pudo apreciar una 

sutil banda en la calle correspondiente a la cepa 83113 con NaCl 5M, para la cual no se 

detectó proteína por el método de Bradford. En el caso de la SDS-PAGE de los extractos de 

30 minutos de tratamiento con NaCl 5M los resultados no fueron los esperados; se pudo 

observar un bandeo poco definido de menor peso molecular en todas las calles, y ausencia 

de la banda que representaría a las SLP. 

   Hasta aquí, concluimos en que el tratamiento con NaCl 5M durante 30 minutos con 

agitación resultaría muy dañino para la célula bacteriana, y que lo que posiblemente reflejan 

los resultados sea consecuencia de la lisis celular y liberación del contenido interno, 
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causando, además, la perdida de las SLP por algún tipo de evento proteolítico. También 

consideramos que el tratamiento durante 10 minutos finalmente extrae proteínas de todas las 

cepas, y que la no detección en la cepa 83113 por el método de Bradford se debe a la menor 

sensibilidad del método respecto de la SDS-PAGE y el ensayo de Western blot.    

     Con respecto a los ensayos de activación realizados con la línea celular de macrófagos 

murinos RAW264.7, los resultados obtenidos fueron diferentes al incubar las células con los 

extractos de SLP obtenidos con LiCl y NaCl, respectivamente. Considerando que es la 

primera vez que se utiliza el NaCl 5M como agente de extracción para las SLP de L. kefiri, 

los resultados de activación en ausencia y presencia de LPS alientan a continuar con estos 

estudios y a profundizar la caracterización de los extractos obtenidos y de las SLP extraídas 

en dichas condiciones a partir de las diferentes cepas de L. kefiri.                
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