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RESUMEN

A partir de un cultivo de Nocardia brasiliensis, el cual

crecidé en un medio de cultivo por una semana a 37°C, se recuperd
el filtrado de cultivo y la masa bacteriana, a partir del cual se
obtuve el extracto celular. E1 patrdédn electroforético de 1las
proteinas del extracto celular y del filtrado fue determinado
mediante electroforesis en gel SDS-PAGE, mientras que para la

identificacién de las proteasas realizamos la técnica de zimograma.

Logramos lidentificar, tanto en el extracto celular como en el
filtrado de cultivo de N.brasiliensis, de 3 a 2 bandas proteicas
con actividad caseinolitica, sin embargo no se logré detectar

actividad enzimdtica en N. asteroides.

El peso molecular aproximado de las proteasas del extracto
celular de N. brasiliensis, medido por electroforesis en gel 12%,
fue :51.5, 42 y 40.5 kDa mientras que por filtracidén en gel fue de

35.5 kDa.

La actividad enzimatica de las proteasas del extracto celular,
cuantificada por 1la técnica de Mc Laughlin y Faubert, fue mayor
cuando se utilizé como amortiguador Tris-HCL con CaCl, 10 mM a un

PH de 7.4.
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Utilizando diferentes inhibidores enzimdticos , las proteasas
identificadas, fueron clasificadas como enzimas gue dependen de:
grupos serina, grupos SH, iones divalentes (tales como Ca++) y

metales pesados (tales como Zn++ o Mg++).

La actividad caseinolitica de las proteasas liberadas por un
cultivo de N. brasiliensis, localizadeo en el centro de una placa
de agar con caseina, se vio afectada por los mismos inhibidores
enzimaticos, lo gque nos sugiere que podrian tratarse de las mismas

enzinas.

Al parecer, las proteasas del extracto celular de
N. brasiliensis son inmunogénicas para el hombre, ya que fueron
reconocidas por pacientes infectadas con N. brasiliensis;mientras
que los pacientes con tuberculosis y enfermeded de Hansen no

las reconocieron.



INTRODUCCION

Nocardia brasiliensis pertenece al género Nocardia, el cual
esta muy relacionado a otros actinomicetos que contienen abundantes
acidos micélicos, tales como:el género Microbacterium,

Corynebacterium, Gordona, Rhodococcus y Tsukamurella (32,34).

N. brasiliensis es un actinomiceto gram positivo, no mévil,
filamentoso, intracelular facultativo, parcialmente acido
resistente; el cual crece en medios de cultivos convencionales como
el Agar Sabouraud. Después de 2 a 3 semanas en cultivo a
temperaturas de 30° C, la N. brasiliensis forma colonias blanco

amarillentas, apiladas, rugosas y plegadas.

En ocasiones las colonias de N. brasiliensis pueden presentar
un desarrollo excesivo blanco pulverulento, que indica
fragmentacién de 1los filamentos, 1los cuales al observarse
microscépicamente originan formas bacilares o <cocoidales,
semejantes a las mycobacterias o corynebacterias. El didmetro de

los filamentos es menos de 1 u.

Las Nocardias son microorganismos aerdbicos gue se encuentran
principalmente en el suelo de regiones tropicales y sub-tropicales

Yy existen primordialmente comoc organismos saprdfitos.
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Hay numerosas especies saprofiticas de Nocardia encontradas
comunmente en el suelo. Se conocen hasta hoy tres especies de
Nocardia causantes de infecciones en el hombre, tales especies son:
N. brasiliensis, N. asteroides y N. otitidiscaviarum (N. caviae)
(23,35). Estas especies dan origen a infecciones en humanos de
tipo localizado; las cuales se presentan como lesiones
granulomatosas, supurativas de caracter destructivo en tejidos;
que drenan pus hacia el exterior y que contienen granos en el sitio
de la lesién. A este padecimiento se Jle denomina mnicetoma
actinomicético, siendo N. brasiliensis el principal agente causal
en México (21). Las infecciones sistémicas o generalizadas
producidas por Nocardia, en las cuales se observa supuracién, pero

no se detectan granos, se llama nocardiosis, siendo N. asteroides

el agente causal mas comin (17).

El micetoma es wuna enfermedad granulomatosa cronica
generalmente localizada en miembros inferiores, que afecta la piel,
tejido subcutaneo, fascia, misculo y ocasionalmente hueso y drganos

adyacentes (51).

El cuadro clinico caracteristico del micetoma estad constituido
por un aumento de volumen del &rea afectada, de consistencia
lefiosa, que con el tiempo desarrolla nédulos, abscesos y fistulas
que drenan un exudado serosanguinolento en el que se pueden
identificar granos; éstos son acimulos miceliales o microcolonias
del agente etioldgico, cuyo tamafio y color son caracteristicos del

agente causal (18,48).
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E1l micetoma generalmente afecta la piel y/o los miembros
inferiores, pero puede localizarse en cualquier regidn del cuerpo
(22) . Se han observado casos de micetoma en el cuello, la espalda

el abdomen, la cabeza y la regidén toracica (39).

Se conoce que el actinomicetoma es una enfermedad de
evolucidon lenta la cual puede variar de un mes hasta afios, pero en
algunos casos su desarrollo es de 1 a 2 afos; afecta hueso y se
extiende a otros 6rganos vecinos; la extensién a pulmdn y a la
médula espinal se ha visto en las formas toracicas, pero puede
existir diseminacidén por via linfatica a ganglios regionales y en

raras ocasiones por via hematégena (51).

El estudio anatomopatoldgico del &rea afectada muestra un
granuloma con polimorfonucleares, células plasmidticas, linfocitos
e histiocitos. Incluso en estudios experimentales en roedores,
hechos por Conde y cols. (15), observaron la presencia de depodsitos
de inmunoglobulinas y complemento (C;), 15 dias después de la

inoculacidén con N. brasiliensis.

La mayoria de los investigadores mencionan que el micetoma es

una enfermedad de los trabajadores del campo.

La distribucién por sexo es mayor en el hombre, en una

proporcién 4:1; se han reportado micetomas en nifios (50), aungque
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es mds comin en grupos entre la segunda y cuarta década de la vida.

El micetoma, ya sea actinomicético (bacterias) o eumicdtico
(hongos), tiene una amplia distribucidn en el mundo,
presentdndose mas frecuentemente en la zona localizada entre el

Trdpico de Cancer y Trépico de Capricornio.

En América se encuentra distribuido principalmente en 1los
paises de Centroamérica, México, Venezuela, Colombia y Brasil. En
Africa se presenta mas frecuentemente en los paises como Sudan,
Senegal y Somalia (25,31). En Asia, la India es el pais en el cual
se han presentado un mayor nimero de casos (24,38). En los Estados

Unidos esta enfermedad es poco frecuente (1,27).

En México el 98% de casos de micetoma es causade por
Actinomicetos de los cuales el 86% es causado por N.brasiliensis
seguido por: Actinomadura madurae, Streptomyces somaliensis,
N. asteroides, Actinomadura pelletierii y Nocardia otitiscaviarum.
El otro 2 % es causado por Eunmicetos tales como Madurella
mycetomatis y Madurella risae; y otras especies tales como

Acremonium sp Yy Fusarium sp son raros comc agentes causales (47).

En algunas ocasiones 1los micetomas son muy pequefios

(minimicetomas) y en otras, pueden adquirir formas clinicas con
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formacidn de tejido de granulacién gque le da un aspecto neoplasico

a la lesién.

El diagnéstico clinico diferencial de los micetomas, debe
hacerse con la tuberculosis cutanea, esporotricosis,
coccidiodomicosis, botriomicosis y neoplasias. La etiologia de la
lesién se establece con estudios de laboratorio como el examen
micolégico directo con hidréxido de potasio o solucidén salina, lo
cual nos permite identificar los "granos" caracteristicos del
micetoma. En ocasiones es posible llegar al diagnéstico de la
especie de acuerdo a sus caracteristicas tintoriales y morfologia
microscépica (12). Ademas de esto, luego se procede a cultivar la
secrecidén del area afectada en medio Sabouraud y/o Micosel y en el
caso de N, brasiliensis el cultivo se incuba a 30° C por 2 a 3
semanas, observandose colonias blanco amarillentas, con aspecto de
"palomitas de maiz", las cuales son bacterias gram positivas y
Ziehl Neelsen positivas. Existen en el 1laboratorio pruebas
bioguimicas que ayudan a diferenciar a N. brasiliensis de las

otras especies; en el caso de N. brasiliensisg, a diferencia
de las otras especies de Nocardia, hidroliza la caseina, urea,

gelatina y tirosina.

Las pruebas seroldgicas serian de gran ayuda para el
diagnéstico ré&pido de micetoma, tanto el eumicetoma como el
actinomicetoma y también posiblemente para evaluar la respuesta al

tratamiento. Los primeros estudios sobre el posible uso de la



8
serologia fueron pruebas de fijacidn de complemento,
paraestablecer 1la relacién entre Mycobacterium, Nocardia y

Streptonyces (14).

Recientemente Salinas y cols. (45) identificaron 3 antigenos
inmunodominantes en N. brasiliensis, 1los cuales fueron
reconocidos por sueros de pacientes con micetoma; pero no, por
sueros de pacientes con tuberculosis o enfermedad de Hansen.
Utilizando dichos antigenos, Salinas y cols.(46), lograron
estandarizar una técnica de ELISA mediante la cual, se logrd
diferenciar entre pacientes con tuberculosis y enfermedad de Hansen

de aquellos pacientes infectados por Nocardia.

Se han utilizado varios medicamentos en el tratamiento del
micetoma actinomicético tales como: sulfonamidas (trimetroprim-
sulfametoxazol), tetraciclinas (minociclina), estreptomicina,
rifampicina y amikacina. Recientemente Welsh y cols, (52),
reportaron una buena respuesta terapeGtica con amikacina en
combinacidén con trimetroprim y sulfametoxazol, en 15 pacientes con
micetoma actinomicdtico, en los cuales se alcanzd una remisidn
completa. Si la lesidén es pequefia se recomienda su extirpacién

quirirgica y continuar con el tratamiento médico.

Los mecanismos de resistencia del huésped a infecciones
causada por N. brasiliensis no son muy conocidos (11). En la

resistencia del huésped a infecciones microbianas participan
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mecanismos de resistencia de tipo inespecificos los cuales
incluyen barreras mecdnicas, tales como la integridad de la piel
y mucosas; de tipo gquimico entre las cuales se encuentran 1la
lisczima y los acidos grasos; y celulares como los macréfagos y
los polimorfonucleares. La mayor parte de ellos funcionan
igualmente en contra de la mayoria de los microrganismos. Sin
embargo, una vez gque el microrganismo ha logrado pasar estas
barreras, los mecanismos de resistencia de tipo especificos como
la Inmunidad celular y humoral, interactfian especificamente para
lograr la eliminacidén del microrganismo. Tanto anticuerpos
circulantes como la presencia de hipersensibilidad tardia a
antigenos de N. brasiliensis, han sido demostrado en individuos
infectados con Nocardia (5,40,41). No obstante, su papel en la
resistencia del huésped a infecciones con Nocardia no esta
claramente establecido. Se ha intentado transferir inmnunidad
humoral a ratones usando sueros inmunes pero no se ha conseguido;
asi mismo los intentos por demostrar anticuerpos protectores no
han dado resultados definitivos (43); aunque existen datos que
sudieren gue en algunas cepas de Nocardia, el anticuerpo puede ser

importante en la resistencia del huésped (6,9).

La inmunidad mediada por células, probablemente juega un papel
importante en la respuesta del huésped a cepas de Nocardia (8).
Estudios realizados por Folb y cols.(19) en los que ellos
infectaron ratones atimicos (cepas ICR nu/nu y C3H/eBnu/nu) con

N. asteroides y N. brasiliensis; observaron que estos
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murieron mds rdpidamente que aquellos ratones que si tenian timo;
lo que sugiere que los linfocitos que maduran en el timo, ejercen

un papel fundamental en la resistencia a infecciones por Nocardia.

Se conoce que N. asteroides, N. otitidiscaviarum ¥
N. brasiliensis pueden crecer como parasitos intracelulares (IC)
facultativeos dentro de los macréfages (7). La mejor defensa del
huésped en contra de los paridsitos intracelulares es llevada a cabo

por la Inmunidad Celular.

De hecho, la enfermedad causada por N. asterocides
(nocardiosis) frecuentemente ocurre en personas en las cuales su
inmunidad celular se encuentra afectada. Estudios hechos por
Beaman y cols.(7), sugieren que los macréfagos juegan un papel
relevante en la defensa del huésped contra cepas virulentas de

N. asteroides.

Los mecanismos de patogenicidad de 1las nocardias no se
conocen completamente; sin embargo, estd bien establecido gque
Nocardia astercide presenta cambios morfologicos de tipo
estructural y ultraestructural, en diferentes fases de crecimiento,
evaluados por técnicas de microscopia electrénica (3,4). Estos
cambios tienen efectos dramdticos en la virulencia del organismo;
pero pocos estudios han sido hechos para relacionar esos cambios

a los efectos en la interaccidn huésped parasito y patogenicidad.
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Corynebacterium, Mycobacterium, Rhodococcus y Nocardia tienen
paredes celulares complejas compuestas de lipidos, péptidos vy
polisacaridos. Algunos de esos componentes tales como las
nobactinas, que son compuestos lipidicos asociados, responsables
del transporte de hierro al interior del organismo; o los
sulfolipidos, que poseen capacidad para inhibir l1la fusién del
fagosoma-lisosoma, durante la ingestidén de las células de nocardia
por los macréfagos (10,26). La superdxido dismutasa, catalasa
y algunos componentes tales como el factor cordén (trehalosa=-6,6-
dimicolato) el cual es toxico en el ratén (29,30), se han visto
implicados comoc factores contribuyentes a la patogenicidad de los
organismos (28), y se ©piensa gque Jjuegan un papel en la

persistencia de la bacteria en la cé&lula huésped (2,26)-

Otro posible factor de virulencia en N. brasiliensis seria la
presencia de proteasas o0 enzimas cataliticas, 1las cuales
facilitarian la infiltracidn de este microrganismo a través de los
tejidos, ocasionando destruccién del tejido cutaneo, subcutédneo
y maGsculo; en ocasiones puede llegar al hueso. El o los mecanismos
de patogenicidad de Nocardia no son conocidos; el estudio de
enzimas de N. brasiliensis tiene importancia por su posible

implicacidén en el mecanismo de lesién tisular.

Zlotnik y cols. en 1984 (53), reportaron la purificacidn de
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una proteasa en un filtrado de cultivo de N. brasiliensis cuyo peso
molecular varia entre 25,000 y 35,000 daltones y al parecer fue
afectada por inhibidores de enzimas gue dependen de dgrupos
sulfhidriloc (iodacetamida) y por el inhibidor de cisteina. La(s)
funcidén(es) de esta enzima son desconocidas, no obstante, 1la
presencia de proteasas extracelulares en un organismo patogénico

sugiere un papel en el proceso diseminativo.

Mas recientemente Tsuboi y Yamaguchi, en 1989 (49),
detectaron la presencia de proteasas extracelulares tanto en el
filtrado de cultivo de N. brasiliensis como de N. asterocides; e
investigaron la correlacidén entre la produccidén de esta enzima y
la patogenicidad de 1la Nocardia. Ellos reportaron gque tales
enzimas sdlo mostraban actividad enzimatica a pH alcalino y neutro.
Estas proteasas fueron inhibidas por fenil-metil-sulfonil-fluoruro
(PMSF) y por quimostatina; sin embargo, cbservaron gque el EDTA sdlo

mostrd una inhibicién parcial.

Sin embargo, para confirmar el papel patogénico de dichas

proteasas, es necesario hacer otras investigaciones.

Se conoce dque N. brasiliensis produce una proteasa
extracelular responsable de 1la digestidén de la caseina en un
cultivo de agar microbiolégico, pero la(s) enzima(s) responsables
nunca han sido identificadas. Este hallazgo se considera crucial

para diferenciar N. brasiliensis de las otras especies (20).
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La descripcidn de componentes proteoliticos de Nocardia podria

ser de ayuda para estudios taxonémicos.

En este trabajo describimos la identificacién de proteasas
tanto en el filtrado, como en el extracto celular de

N. brasiliensis y su clasificacidén catalitica mediante el uso de

inhibidores enzimaticos.

Ademds, se discuten las diferencias que tienen estas
proteasas con las excretadas en el medio de agar-

microbiolégico; asi como la inmunogenicidad de tales proteasas.
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- OBJETIVOS

Investigar la presencia de proteasas con actividad
caseinolitica en el extracto celular y en el filtrado de

cultivo de N. brasiliensis.

Determinar algunas propiedades fisicoquimicas de 1las
proteasas, tales como: peso molecular, pH optimo y dependencia

de iones

Clasificar la clase catalitica a la que pertenece(n) la(s)
proteasa(s) identificada(s) mediante el uso de inhibidores

enzimaticos.

Comparar la actividad proteolitica del extracto celular con
la actividad proteoclitica en el agar microbiolégico con

caseina

Investigar la inmunogenicidad de las proteasas en el suero de

personas infectadas con N. brasiliensis.
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MATERIAL Y METODOS

I.- OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO.

A.-

CEPA DE N. brasiliensis.

La cepa de Nocardia brasiliensis usada en este estudio
fue aislada de un micetoma de un paciente que acudid a
la consulta de Dermatologia del Hospital Universitario
Dr. "José E. Gonzalez." 8Su identificacidén fue realizada
en cultivos microbiolégicos convenciocnales y luego
confirmada por el Dr. L. Ajello (CDC Atlanta, G,A) y la
cepa es referida como N. brasiliensis HUJEG-1 (44).

Los subcultivos fueron crecidos en agar Sabouraud
(Merck), pero la produccién de masa bacteriana fue
obtenida en medic de cultivo infusidn cerebro-corazdn
(BHI, Brain Heart Infusion, Difco, Detroit, MI).
OBTENCION DE SUSPENSIONES UNICELULARES DE
N.brasiliensis.

De las colonias de N. brasiliensis, crecidas en medio
agar Sabouraud, se tomaron alguhos fragmentos pequefios
y se inocularon en matraces Erlenmeyer de 125 ml (PYREX);
los cuales contenian un volumen de 30 ml de medio de
cultivo (BHI). Estos cultivos se incubaron a 37°C por
48 h, en bafioc de agua en agitacidn (Dubonoff Metabolic
Shaking Incubator GCA/Precision Scientific).

Después, éstas fueron centrifugados a 1,500 X g por 10

minut®s utilizando una centrifuga (BECKMAN TJ-6).
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. Las bacterias obtenidas fueron lavadas 2 veces en solucién
salina estéril al 0.85%. La masa bacteriana fue disgregada
con un agitador de vidrio estéril y se dejaron sedimentar
aquellas colonias que no fueron fragmentadas; con el
sobrenadante obtenido se inocularon otra serie de matraces
Erlenmeyer de 125 ml que contenian medio de cultivo BHI
(30 ml). Se incubaron a 37° C por 48 h en agitacidn,
después las bacterias se lavaron 3 veces con sol. salina
al 0.85%, centrifugandolas a 1,500 X g por 7 min. La masa
bacteriana obtenida fue triturada utlizando un
homogenizador (Eberbach) por un tiempo de 1.5 min con
descansos de 30 seg. El homogeneizado obtenido fue
centrifugado a 100 X g por 5 min (45). Una muestra del
sobrenadante obtenido se mezclé con hidréxido de potasio
y se observédé al microscopio para comprobar que realmente
teniamos una suspensiédn unicelular. La suspensién
unicelular se almacend en un frasco de vidrio estéril.
C.- Obtencidn del Extracto celular de N. brasiliensis.
Una vez gue obtuvimos 1la suspensién unicelular de
N. brasiliensis, inoculamos 40 matraces Erlenmeyer de 1
Yy 2 1 los cuales contenian 160 y 170 ml de medio de
cultivo BHI respectivamente. Los cultivos se incubaron
a 37° C por 1 semana sin agitacién. Al término de la
semana, las bacterias crecieron en forma de una capa

superficial sobre el medio de cultivo. Las bacterias

-
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fueron recolectadas en frascos de 500 ml (nalgene
BECKMAN) y se lavaron con solucidn salina estéril tibia
(40°C) y se centrifugaron a 1,500 X g (Centrifuga BECKMAN
TJ-6) por 7 min. Este proceso se repitié 4 veces. La
masa bacteriana fue desengrasada utilizando una mezcla
de etanol:éter en una proporciédn 1:1,1:2 v 1:3, esto se
hizo en repetidas ocasiones. Posteriormente las
bacterias fueron desecadas a temperatura ambiente
(45) -
Las bacterias secas se trituraron con polvo de vidrio
(PYREX) en un mortero de porcelana por hora y media.
Después se agregd un amortiguador tris-HC1l 0.01 M con
acetato de magnesio 0.01 M y se dejé agitando
magnéticamente (Stir Plate SYBRON/THERMOLYNE NUOVA II)
a 4° C por 12 h.
Para eliminar aquellas células que no fueron
fragmentadas y restos miceliales, se procedié a
centrifugar la mezcla a 1,500 X g por 30 min (BECKMAN
TJ-6); el precipitado fue eliminado mientras gque el
sobrenadante fue ultracentrifugado a 144,000 X g por

3 h (BECKMAN 28-70M ).
Finalmente se recuperd el sobrenadante el cual se dializd
contra agua destilada por 12 h. El dializado se colocd
en viales de vidrio en alicuotas de 15 ml para
posteriormente liofilizarse (liofilizadora FREEZE MOBILE

VIRTIS); aparte, se separd una pequena muestra (1lml)
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. Ppara determinar proteinas por el método de Lowry (36).
Para identificar 1la composicidn del extracto, se
procedié a realizar electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes en
gradiente 8.75-18% T con SDS (SIGMA) y 2-ME (SIGMA).
II.- ANALISIS DEL EXTRACTO CELULAR DE Nocardia brasiliensis.
A.- ELECTROFORESIS EN GEL SDS-PAGE EN GRADIENTE 8.75%-18%
EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES.
Para analizar los componentes del extracto celular de
N. brasiliensis; se utilizé un sistema discontinuo
de Laemmli (33) con un gel de empaquetamiento al 5% T y
un gel de corrimiento en gradiente de 8.75-18% T, los

cuales se prepararon de la siguiente manera:

1.~ PREPARACION DEL GEL DE CORRIMIENTO 8.75% - 18% T:

Concentracién % T 8.75 18
Acrilamida-Bisacrilamida 2.04 nl 4.197 ml

(30% T, 2.7% C)

Buffer Tris-HCL 3M pH 8.8 1.32 ml 1.32 ml
SDS  10% 0.069 ml 0.069 ml
Agua tri-destilada 3.060 ml 0.645 ml
Glicerina 50% 0.480 wml 0.740 ml
Persulfato de amonio 5% 0.025 ml 0.025 ml
TEMED 0.003 ml 0.003 ml

S e e e S e e e s B e - e ——
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Se utilizé un formador de gradiente (BIO-RAD
Laboratories) el cual estd formado por wuna camara
reservorio y una camara mezcladora, ambas camaras tienen
las mismas dimensiones. En la cémara reservorio se colocd
la solucidn de acrilamida de menos porcentaje (8.75% T)
mientras que la camara mezcladora contiene la solucidn de
acrilamida de mayor porcentaje (18% T). Ambas camaras se
unen por un canal gue estd en la parte inferior, el cual
se abre en el momento que se empieza a vaciar la solucidén
de acrilamida al cassette, utilizando una bomba
peristaltica (LKB 2132 Microperpex); la cual se conecta
a la cémara mezcladora a través de wuna manguera
(Tygon,1/8" ID,3ft.) . El formador de gradiente se coloca
sobre una placa agitadora (Stirrer plate, Thermolyne Nuova
IT). El1 cassette que se utilizd para hacer el gel en
gradiente esta formado de 2 placas de vidrio de 18 X 14
cm entre los cuales se colocan 3 espacliadores de teflén
de 0.75 mm (BIO-RAD Lab.) uno en cada lado del cassette,
dejando la parte superior libre para vaciar la mezcla de
acrilamida-bis-acrilamida. Una vez gue se vacia 1la
solucidn de acrilamida-bisacrilamida al cassette, se
agrega agua tri-destilada gquedando ésta en la parte
superior del gel. El gel es polimerizado en un tiempo
aproximado de 45 a 60 min. Posteriormente se retiré el
agua, que habiamos agregado en la parte superior del gel,

utilizando un papel filtro.
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2.- PREPARACION DEL GEL DE EMPAQUETAMIENTO:

El gel concentrador al 5% T se prepard de la

siguiente manera:

GEL DE EMPAQUETAMIENTO 5% T
Acrilamida~-bisacrilamida —==ececamaac_ 0.1665 ml

(30% T,2.7% C)

Buffer Tris-HCl IM PH 6.8 ~—=—=———- - 0.125 ml
Agua tri-destilada ——————————— 0.660 ml
SDs al 10% 0 6memmmmm—————a 0.01 ml
Persulfato de amonio (5%) ———=———e—- 0.014 ml
TEMED = ———eeeeaa- 0.001 ml
0.810 ml

Antes de vaciar al cassette la solucidén de acrilamida-
bis-acrilamida 5% T , la humedad de la parte superior
del gel, se elimino introduciendo papel filtro (BIO-
RAD) . Posteriormente se colocdé un peine de tefldén (BIO-
RAD 0.75 mm 10 carriles) y luego se vacidé la solucidén de
acrilamida-bisacrilamida 5% T . Después de 1la
polimerizacidén se quitd el peine y posteriormente se lavd

el gel con agua tri-destilada.

-
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ELECTROFORESIS EN SDS-PAGE 8.75%=18% T DEL EXTRACTO
CELULAR DE N. brasiliensis.
El amortiguador de corrimiento que se utilizé fue tris
125 mM, glicina 192 mM con SDS al 0.1%, el cual se colocd
en la parte superior e inferior de 1la camara de
corrimiento. Como fuente de poder se utilizé LKB 110/220
V. Antes de aplicar la muestra se realizé un pre-
corrimiento electroforético por 25 min a 50 v. En el caso
del extracto celular de N. brasiliensis se utilizd una
concentracién de proteinas de 25 pg /0.8 cm mezclado con
amortiguador de muestra (SDS al 10%, 2-ME al 10% v/v,
sacarosa al 50% en amortiguador tris-HCl1l 125 mM, PpH
6.8 con azul de bromofenol como indicador del frente
de iones). Antes de aplicarse la muestra en el carril,
se calentdé a ebullicidén durante 2 minutos; luego se
enfrié y se aplicdé al carril 1.5 ul (30ug) utilizando una
jeringa Hamilton (1-50 ul); al mismo tiempo se aplicaron
marcadores de peso molecular (SDS-6H y Dalton Mark VII-
L SIGMA Co.), los cuales se prepararon de acuerdo a las
instrucciones de la casa comercial que lo fabrica.
La electroforesis se 1llevd a cabo a un voltaje constante
de 80 v hasta que el frente del colorante llegd a donde
inicia el gel de corrimiento y en ese momento se aumentd
el voltaje a 150 v, hasta gque el colorante indicador del

frente de iones llegd al extremo inferior del gel.

-
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Una vez terminada la electroforesis, el gel se tifié con

nitrato de plata o con azul de Coomassie de la siguiente

manera:

TINCION CON NITRATO DE PLATA

A. PROCEDIMIENTO

1.-

ha-

El gel se sumergid® en solucidn fijadora (metanol
50% y acido acético 12%) por 20 minutos.

Luego se hicieron 3 lavados de 10 minutos con una
solucidén de lavado etanol 10% y acido acético 5%
para eliminar el SDS.

El gel se colocé en solucién oxidante (Dicromato de
potasio 0.0034 M y Ac. nitrico 0.00322 M por un
tiempo de 5 min.

Después el oxidante se elimindé mediante 3 lavados
de 10 min con agua tri-destilada.

El gel se sumergid en solucidn de nitrato de plata
0.012 M por un tiempo de 5 min en luz intensa y 2§
min en luz normal.

Por hGltimo las bandas proteicas se revelaron con
una solucidén de carbonato de sodio 0.28 M y formol

al 0.05%.

TINCION CON AZUL COOMASSIE

PROCEDIMIENTO

1.- - El gel fue sumergido en una solucién de Coomassie
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blue R-250 al 0.1% en solucién fijadora ( metanol

40% y acido acético 10%) por un tiempo de 30 min.

2.- Para destefiir el gel se utilizd una solucién
metanol 40% y acido acético al 10%, para remover

el colorante (usualmente de 1 a 3 h)

III.-DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL EXTRACTO
CELULAR DE N. brasiliensis.

A.- ENSAYO DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA EN GEL (ZIMOGRAMA)
Para investigar la presencia de proteasas en el extracto
celular de N. brasiliensis, nosotros adaptamos la
técnica de zimograma utilizada por Pérez Montfort y

cols. (42), modificada de la siguiente manera:

GEL-SUBSTRATO: Es un gel de poliacrilamida al 7.5% en
amortiguador tris-HCl1l 0.075 M pH 7.4 y NaCl 0.15 M con

0.57 mg/ml de caselna.

GEL 12 %: Consta de un gel lineal sin gradiente, sin
SDs y sin 2-ME en el cual se separan las
proteinas del extracto celular de N. brasiliensis a
150 v poxr 3 h. Ambos geles se colocaron a manera de
sandwich y se incubaron a 37° C por 1 hora y media y
luego se tifieron con azul de Coomassie y se destifieron

con metanol/acido acético.



24

1.- PREPARACION DEL GEL AL 12% SIN SDS Y SIN 2-
MERCAPTOETANOL:
GEL DE CORRIMIENTO.
Concentracién 3T 12%
Acrilamida-Bisacrilamida ——-—=-—cce—ee—aa- 6.00 ml
(303 T y 2.7% C)
Buffer tris-HCl 1.5 M pH 8.8 —-————ce—- 1.87 ml
Agua tri-destilada @ = ==—=——w- —————— 7.05 ml
Persultato de amonio 10% ====—ee—eeec—a- 0.0075 ml
TEMED = = 0.0075 ml
TOTAL 12.0 ml
GEL DE EMPAQUETAMIENTO AL 4%:
Acrilamida-Bisacrilamida e o e e g 1.3 ml
(30 8 T, 2.5 % C)
Buffer Tris-HCl 0.5 M pH 6.8 ——-r——ec—w=- 2.5 nl
Agua tri-destilada @ 2 = | s =mmme—cea- 6.2 ml
Persulfato de amonio 10% =  —=————————- 0.005 ml
TEMED ——————a——~e—- (0.010 ml
TOTAL 10 ml
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Para determinar la actividad enzimatica del extracto
celular de N. brasiliensis se utilizdé una concentracioén
proteica de 60 pg /carril 0.8 cm, en amortiguador de
muestra 2X (sacarosa 50% en amortiquador tris-HCl
0.125 M pH 6.8 y 0.0005% azul de bromofenol sin SDS y
sin 2-ME). La electroforesis fue llevada a cabo a un
voltaje constante 150 v por 2 horas y media o hasta dque
el frente del colorante alcanzd la orilla del gel. Se
usdé como amortiguador de corrimiento tris-OH 0.025 M,
0.12 M glicina a pH 8.3 sin SDS.
Se utilizaron marcadores de peso molecular conocido
(SIGMA Chemical Co. MW-ND 500 Kit) a~lactoalbimina
(14.2 kDa), anhidrasa carbdénica (29 kDa), albimina de
huevo (45 kDa) y BSA (66 kDa).
Una vez terminada la electroforesis, el gel que
contiene las proteinas del extracto celular de
N. brasiliensig, se sumergid en amortiguador tris-HCl
0.1 M con CaCl, 10 mM pH 7.4 a temperatura ambiente por

15 min con el fin de equilibrar el pH.

2. PREPARACION DEL GEL-SUBSTRATO PARA EL ENSAYO DE
ZTIMOGRAMA :
Se prepard® un gel al 7.5% T de acrilamida-bisacrilamida
que contjene caseina como substrato, el cual se prepard

de la siguiente manera:

-
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Concentracion %7T 7.5%

Acrilamida-bisacrilamida ——-ec—ce—a—ee-- 3 ml

{30% T, 2.5% C)

Buffer tris-HCL 0.075 M, NaCcl 0.15 M —- 3 ml

pPH 7.4

Agua tri-destilada = = = —ccemmmeeoo 5.83 ml

Caseina 0.57 mg/ml (Merck) -—--——————w-- 6.84 mg

Persulfato de amonioc 10%  ———=ee--- -—— 0.06 ml

TEMED  —eeeccc—eaa- 0.0006ml
TOTAL 12.0 ml

Después de preparada la solucién de acrilamida-
bisacrilamida al 7.5% T con caseina se vacidé a un
cassette (2 placas de vidrio 18 X 24 cm) y se dejd
polimerizar por un tiempo de 30 min.

para continuar con la técnica de zimograma, el gel en
el cual estan las proteinas del extracto celular de
N. brasiliensis, se retiré del amortiguador tris-HC1l en
el gque estaba sumergido y se empalmd sobre el gel-
substrato a manera de sandwich y ambos geles se
incubaron en camara himeda por 3 h a 37° C.
Después de la incubacién ambos geles se separaron y se

tiheton con azul de Coomassie.
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B.= ENSAYO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA EN PAPEL.
1.- TRANSFERENCIA DE LAS PROTEASAS DEL GEL AL PAPEL DE
NITROCELULOSA.

Se hizo un gel al 12% lineal sin SDS y sin 2-ME en
condiciones no desnaturalizantes tal como se menciond
en la seccidn anterior. Una vez separadas las proteinas
del extracto celular de N. brasiliensis (60 ug/0.8cm),
éstas fueron transferidas al papel de nitrocelulosa de
0.45 p de porosidad (BIO-RAD Lab). La transferencia se
llevd a cabo en un amortiguador tris 25 mM, glicina 192
mM pH 8.3 con metanol al 20%.
Las proteinas del gel se transfirieron al papel de
nitrocelulosa mediante la aplicacién de wun voltaje
constante de 240 v (aproximadamente 0.74 amperios)
durante 30 min. Se utilizé un sistema de
enfriamiento (LXB 209 mnultitemp) para evitar el
calentamiento y 1la evaporacidén del amortiguador. Al
término de la transferencia, el gel se tifd con nitrato
de plata o azul de Coomassie para determinar la
eficiencia de la transferencia.
El papel de nitrocelulosa, el cual contiene las
proteinas del extracto celular, fue colocado en un
amortiguador tris-HCl1 0.1M c¢on CaCl, pH 7.4 a
temperatura ambiente por 15 min. Una vez terminada la
incubacidn el papel fue colocado sobre el gel-caseina

cuyg—preparacién ya fue mencionada. Tanto el gel-
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substrato vy el papel fueron incubados por 120 min. a
37°C.
Una vez terminada la incubacidn, se separaron tanto el
gel como el papel y ambos fueron tefiidos con azul de
Coomassie por 30 min a temperatura ambiente;
posteriormente fueron destefiidos con &cido acético al

10% y metanol al 40%.

ENSAYO DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA EN TUBO (TECNICA

Mc Laughlin y Faubert).

Nosotros utilizamos la técnica descrita por Mc Laughlin
y Faubert (37), con algunas modificaciones:

Se utilizaron 100 gl de caseina o azocaseina 1% (Merck)
y se mezclaron con 150 pl del extracto celular de
N. brasiliensis conteniendo 20 ug/ul (3.0 mg total),
ambos disueltos en amortiguador tris-HCl1 0.1M y CacCl,
0.1M pH 7.4. Como control positivo de actividad
enzimatica se utilizé tripsina (Difco laboratories,
Detroit,MI). Se incubaron a 37° C por un tiempo de

3 h y posteriormente se afiadieron 250 ul de TCA al 10%
Y se incubé por 10 min. Esto fue con el f£fin de
precipitar aquellas proteinas que no fueron hidrolizadas
enzimaticamente; después se centrifugd (Serofuge II) a
550 X g por 15 min y del sobrenadante se tomaron 100 ykl,
los cuales se mezclaron con 200 gl de NaOH 0.5 N . Los

péptidos solubles en TCA, fueron determinados
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- espectrofotométricamente (ZEISS PMQ3), como una medida
indirecta de actividad enzimdtica a 280 nm (caseina)

© 420 nm (azocaselna).

IV.- EFECTO DEL pH Y COMPOSICION DEL BUFFER EN LA ACTIVIDAD

PROTEOLITICA DEL EXTRACTO CELULAR DE N. brasiliensis.

Para saber cudl es el efecto del pH Yy la conmposicidon del
amortiguador en la actividad enzimdtica encontrada en el
extracto celular de N. brasiliensis, realizamos los
siguientes experimentos: Primero determinamos el pH &ptimo
en el cual hay una mayor actividad enzimatica del extracto
celular mediante la técnica de Mc Laughlin y  Faubert
(ensayo en tubo).

El substrato (caseina) utilizado, asi como el control
(tripsina) y el extracto celular de N brasiliensis, fueron
disueltos en los amortiguadores siguientes: citrato pH 3,
acetato pH 5, fosfato-salina pH 7, tris-HCl pH 7.4 con CaCl,
0.1 M y carbonato pH 9.

La técnica consistid en mezclar 100 ul de caseina al 1%
y 150 ul del extracto celular de N. brasiliensis (3.0 mg)
o tripsina como control. Posteriormente se incubaron por
3 ha37°C, luego se ahadieron 250 pl de TCA 10% y se dejod
reposar 10 min a temperatura ambiente. Después se centrifugd

a 550 X g por 15 min y se recclectaron 100 pxl del

sobrenadante, los cuales se pasaron a un tubo que contenia
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900 pl de NaOH 0.5 N, éste se leyd a una longitud de onda

de 280 nm.

EFECTO DE LOS INHIBIDORES ENZIMATICOS EN LAS PROTEASAS DE
N. brasiliensis.

Para clasificar la actividad catalitica de las
proteasas del extracto celular de N. brasiliensis, se
determiné la actividad enzimatica después de que dicho
extracto estuvo en contacto con los diferentes inhibidores
enzimaticos. La actividad enzimatica fue medida tanto en
zimograma (ensayo en gel), como por la técnica en tubo de

Mc Laughlin y Faubert.

A.- INHIBICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA MEDIDA MEDIANTE:

1.-LA TECNICA EN GEL (ZIMOGRAMA). (42)

Para llevar a cabo estos experimentos, primero se
hizo una electroforesis de las proteinas de extracto
celular de N.brasiliensis en un gel al 12 % en
condiciones no desnaturalizantes, sin SDS y sin 2-ME
tal como se describidé en 1la seccidn anterior.
Después del corrimiento electroforético, el gel fue
sumergido en un amortiguador tris-HCl pH 7.4 con CaCl,
10 mM por 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente
se procedié a cortar el gel en tiras longitudinales
quedando un carril por tira. De manera individual,

las tiras fueron sumergidas en los sigquientes
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inhibidores enzimaticos (SIGMA) :1) Inhibidor de
proteasas-serina:fenil-metil sulfonil fluoruro (PMSF)
1x1073 M; 2) 1Inhibidor de grupos sulfhidrilo: 2-
mercaptoetanol (2-ME) 7X102 M, iodacetamida 0.2X1072 M
y 2 para-hidroxi mercuri benzoico (PHMB) 10X107° M;
3) Agente gquelante-metal pesados (Zmn): 2,2 dipyridyl
2x107 M Yy 2,9-dimetil-1-10 fenantrolina (neocuproine)
1X107°M; 4) Agente <quelantes de iones calcio:
etilendiamina tetracetato (EDTA) 3X10° M. Se incubaron
las tiras con los diferentes inhibidores por un tiempo
de 30 min. y luego fueron lavadas con amortigquador tris-
HCl 0.1 M pH 7.4 sin CaCl,. Posteriormente las tiras
fueron empalmadas sobre el gel-substrato (caseina)
colocando un portacbjeto sobre ambos geles para hacer
mas presion. Todo se llevd a cabo en una camara hiameda
a una temperatura de 37° C por 90 min. Después de
terminada la incubacién, ambos geles se separaron y
fueron tenidos con azul de Coomassie por un tiempo de
30 minutos y luego fueron destefiidos con dcido acético
10% y metanocl 40% por 290 min.

2.- ENSAYO EN TUBO (Mc Laughlin y Faubert).

Se mezclaron en tubos Eppendorf, de manera individual,
los 1inhibidores enzimaticos y el extracto celular de
N brasiliensis guedando en un volumen final 150 pl a
una concentracién proteica de 600 (g y se incubaron a

37°C por 60 min. Después se le agregd 100 pl de
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caseina 1% (substrato) la cual estaba disuelta en
amortiguador tris-HCl 0.1M pH 7.4 con CaCl,, e
inmediatamente se incubdé por 3 h a 37° C. Una vez
terminada la incubacién se agregd TCA 10% y se dejéd
reposar por 10 minutos; finalmente se procedidé a
centrifugar a 550 X g por 15 min y del socbrenadante
obtenido se tomaron 100 gl y se mezc¢laron con 900 ul de
NaOH 0.5 N y se midié la absorbancia a 280 nm en un
espectrofotdémetro (ZEISS PM Q3).

El control positivo de actividad enzimitica fue la

tripsina sobre caseina a una concentracion de 20 mg/ml
(SIGMA) y como control negativo fue la papalina (SIGMA).
Los resultados fueron expresados como % de actividad

enzimatica residual.

VI.- DETERMINACION DE PESO MOLECULAR DE LAS PROTEASAS DEL
EXTRACTO CELULAR DE N. brasiliensis.
Para determinar el peso molecular de las proteinas que
presentaron actividad caseinolitica en el extracto
celular de N. brasiliensis, se utilizaron 1la
cormatografia de filtracién en gel (Sephadex G-100) Yy

la electroforesis en gel 12% (midiendo el Rf).

A.- CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL (SEPHADEX G-100).
Se utilizé una columna de cromatografia de 22 c¢m de

longitud X 300 nmm de didmetro con llave de teflén
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(Wheaton Scientific 265134); la cual fue empaquetada
con sephadex G-100 (Pharmacia) en amortiguador salina-
fosfato (PBS) pH 7.4 0.1 M. Se requld el £flujo 0.5 ml
por minuto y =se recolectaron fracciones de 2 ml. Se
determind el volumen vacio (Vo) a la columna de
cromatografia, haciendo pasar primero el dextran azul
cuyo peso molecular es de 2 X 10° (SIGMA MWGF-200 Kit
D4772). El1 Vo de la columna estd basado en el volumen
del eluyente requerido para eluir una molécula grande
tal como el dextréan azul. Posteriormente se pasaron los
siguientes marcadores proteicos de peso molecular (MwW-
GF-200 Kit Sigma):B-amilasa PM 200,000 Da (A8781)
4 mg/ml; BSA PM 66,000 Da (A8531) 10 mg/ml; anhidrasa
carbdénica de eritrocitos bovinos PM 29,000 Da (C7025)
3 mg/ml y citocromo C de corazdn de caballo PM 12,400
Da (€7150) 10 mg/ml. Estos marcadores fueron eluidos con
PBS pH 7.4 y a las fracciones obtenidas se les determind
la absorbancia a 280 nm. El volumen de elucién (Ve) de
los diferentes marcadores, se determind midiendo 1la
absorbancia del eluide recolectado, desde que se aplicd
la muestra, hasta que 1la absorbancia a 280 nm del
eluente fue mayor.
Se realizdé una curva tipo en la que se graficd Ve/Vo
(abscisa) y peso molecular (ordenadas) en papel semi-
logaritmico.

Para determinar el peso molecular de las proteinas con
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actividad caseinolitica del extracto celular de
N. brasiliensis, se pasdé a través de la columna, 10
mg/0.5m1l del extracto celular de N. brasiliensis y se
recolectaron fracciones de 1 ml. A las fracciones
ohtenidas se les determind la absorbancia a 280 nm;
posteriormente fueron liofilizadas y finalmente se les
determindé la actividad enzimatica utilizando la técnica
de zimograma. El Ve/Vo de las fracciones; en las que se
encontrd actividad enzimatica, se extrapoldé en la curva
estandard y de esa manera se determind el peso molecular

de las proteasas.

ELECTROFORESIS EN GEL 12% SIN SDS Y NI 2-ME.

A las proteinas del extracto celular de N.brasiliensis
que se separaron electroforéticamente, se les determinéd
su movilidad relativa (Rf), la cual resulta de la
distancia que migra la proteina sobre la distancia
que migra el colorante azul de bromofenol, en la parte
inferior del gel de corrimiento.

Para tener una idea del peso molecular de las
proteinas presentes en el extracto celular de N.
brasiliensis, se extrapolaron los diferentes Rf de las
proteinas del extracto celular, en una gradfica realizada
con los Rf de marcadores proteicos (MW-ND-500 Kit SIGMA

Ch&mical Company) conocidos, tales como:
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a-lactoalbimina PM 14,200 Da (L-4385); anhidrasa
carbénica PM 29,000 Da (C-5024); albimina de huevo PM

45,000 Da (A-8529) y BSA PM 66,000 Da (A-8654).

VII.- OBTENCION DEL FILTRADO DE CULTIVO DE N. brasiliensis.

Se recolectaron 6.4 1 de medio de cultivo (BHI) después
de 7 dias de incubacidn a 37° C con N. brasiliensis.
Este filtrado de cultivo fue concentrado a un volumen
final de 170 ml, utilizando wuna unidad de
ultrafiltracion de fibra de vidrio (C2 M1787 Travenol,
Illinois) y luego se dializdé contra agua destilada por
7 dias a 4° C; y el dializado fue liofilizado en

alicuotas de 15 ml/vial.

ANALISIS DEL FILTRADO DE CULTIVO DE N. brasiliensis:
1.=- ELECTROFORESIS EN GEL SDS~-PAGE EN GRADIENTE 8.75%-
18% T EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES.

Para analizar las diferentes bandas proteicas del

filtrado de cultivo de N brasiliensis, realizamos una
electroforesis en gel SDS-PAGE en gradiente de 8.75-
18% T en condiciones desnaturalizantes. Se utilizé
el sistema discontinuo de Laemmlii con un gel de
empaquetamiento de 5% T y un gel de corrimiento en
gradiente 8.75-18% T. La concentracidén proteica del
filtrado fue de 25 pg por carril, y fue mezclada en un

amortiguador de muestra gue contienia: SDS 10%, 2-ME
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10% y sacarosa 50%; 1lo anterior se disolvid en
amortiguador tris-HCl 125 mM pH 6.8 c¢con azul de
bromofenol como indicador. La mezcla se calentdé a 60°C
por 2 min y posteriormente se aplicd al carril. La
electroforesis se 1levdé a cabo un voltaje constante
80 v en el gel concentrador y a 150 v en el gel de
corrimiento. Una vez terminada la electroforesis el
gel fue tefiido con nitrato de plata o azul de Coomassie.
Antes de determinar la actividad enzimédtica del filtrado
de cultivo de N. brasiliensis, el cual habia sido
previamente concentrado, dializado y liofilizado;
eliminamos el exceso de color debido al medioc de
cultivo, el cual interferia en la demostracidn de los
halos de lisis en el gel-substrato. Entonces decidimos
pasar a través de una columna de sephadex G-50
(Pharmacia), 0.5 ml del filtrado de cultive que contenia
20 mg/ml de proteinas. Primeramente se calibré 1la
columna con amortiguador PBS 0.1 M pH 7.4, a un flujo
de 20 gotas/min y luego se le determindéd el Vo de la
columna utilizando dextran azul (PM 200 kbDa) vy
posteriormente se determiné el Ve de los marcadores de
peso molecular conocido tales como: ASB (PM 66 kDa),
anhidrasa carbdénica (PM 29 XkbDa) Y <citocromo C
(PM 12.4 kDa).

Después se procedidé a pasar la muestra del filtrado de

-
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cultivo de N.brasiliensis (1.5 ml) ¥y posteriormente se
recolectaron fracciones de 0.5 ml a las cuales se les
determiné la absorbancia a 280 nm y aquellas fracciones
que absorbieron a esa longitud, fueron liofilizadas para
después determinar actividad enzimatica por la técnica

en gel (Zimograma).

2.~ DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN GEL

(ZIMOGRAMA) DEL FILTRADO DE CULTIVO DE

N. brasiliensis.
De todas las fracciones del filtrado de cultivo gque
fueron eluidas de la columna cromatografica de
filtracién en gel (sephadex G-50), solamente 17
absorbieron a 280 nm. Antes de determinarles la
actividad enzimatica por la técnica de zimograma (en
gel), decidimos juntar las siguientes fracciones: 1-
3 (tubo 1), 4-9 (tubo 2) y 10-17 (tubo 3). A tales tubos
se les realizé primeramente una electroforesis en PAGE
al 12% en condiciones no desnaturalizantes sin SDS y
sin 2-ME. La electroforesis se llevd a cabo a un
voltaje constante de 80 v en el gel concentrador y de
150 v en el gel de corrimiento por 2 h y media. Una
vez terminada la electroforesis, el gel fue sumergido
en un amortiguador tris-HCl 0.1 M con CaCl, 10 mM pH
7.4 por 15 min a temperatura ambiente. Luego el gel se

colocdé encima del gel-substrato (caseina) y se incubd
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en camara himeda a 37° C por 3 h. Después de
terminada la incubacién ambos geles se separaron Yy
fueron tefiidos con azul de Coomassie.

La demostracidn de halos claros en el gel-substrato es
una muestra indicativa de actividad enzimatica en el

filtrado de cultivo de N. brasiliensis.

VIII.-RELACION ENTRE LAS PROTEASAS DEL EXTRACTO CELULAR DE
N. brasiliensis, CON LAS PROTEASAS QUE SON LIBERADAS AL MEDIO

DE CULTIVO EN AGAR MICROBIOLOGICO-CASEINA.

A.- PRODUCCION DE PROTEASAS CASEINOLITICAS EN UN CULTIVO DE
N. brasiliensis EN MEDIO DE AGAR MICROBIOLOGICO-CASEINA.
Como prueba micrecbioldgica para diferenciar entre
especies de Nocardia se utiliza la digestidn de 1la
caseina en cultivos microbiolégicos.

Nosotros utilizamos placas de Petri estériles, a las
cuales se les agregd 3 ml de una mezcla V/V de leche
descremada (Sveltes) al 10% y agar microbiolbdgico 3%
(Merck). Tanto la leche descremada como el agar fueron
previamente esterilizadas por calor por 15 minutos a 15
libras de presiédn de manera individual antes de vaciar
a las placas.

Posteriormente fueron inoculadas en condiciones

estériles con la cepa N. brasiliensis HUJEG-1 en el

-~
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centro de la placa. Después de 8 dias de incubacidn a
37° ¢, fue evidente la lisis de caseina alrededor de

las colonias bacterianas.

EFECTO DE LOS INHIBIDORES ENZIMATICOS EN LAS PROTEASAS
LIBERADAS POR N brasiliensis EN CULTIVOS DE AGAR

MICROBIOLOGICO~CASEINA.

Para conocer el efecto de los inhibidores enzimaticos
sobre las proteasas de N. brasiliensis en cultivos de
agar microbioldgico-caseina, se inoculd con los
diferentes inhibidores enzimaticos de manera individual,
a cultivos de N. brasiliensis, los cuales se sembraron
en dichas placas. Para realizar estos experimentos
utilizamos 10 placas estériles gque contenian agar
microbiolégico 3% y leche descremada 10%, las cuales
habian sido inoculadas 5 dias antes con la cepa HUJEG-

1 de N. brasiliensis.

Los inhibidores enzimdticos utilizados fueron: PMSF
1X10> M; EDTA 3X10> M; 2 Mercaptoetanol 7X102 M;
iodacetamida 2X10% M; PHMB 10X10” M; 2,2 dipyridyl
2X10° M y 2,9 dimetil-1-10 fenantrolina (Neocuproine)
1X10> M. Todos los inhibidores fueron esterilizados
por filtracién (millipore 0.45 g) antes de su uso y de
manera individual fueron dispersados alrededor de las

cGlonias bacterianas, una cantidad de 20 ul
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aproximadamente. Las placas fueron examinadas

diariamente.

1X.- DETERMINACION DE LA INMUNOGENICIDAD DE LAS PROTEASAS DEL

EXTRACTO CELULAR DE N. brasiliensis.

A.=-

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA REVELADAS CON SUEROS DE
PACIENTES CON MICETOMA, TUBERCULOSIS Y ENFERMEDAD DE

HANSEN.

Las proteinas del extracto celular de N. brasiliensis,
separadas en un gel al 12% sin SDS y sin 2- ME, fueron
transferidas al papel de nitrocelulosa tal como se
menciond en la seccién IIIB (13). Una vez terminada la
transferencia, el papel de nitrocelulosa fue
sumergido en una solucién bloqueadora de gelatina de
pescado (Hipure Liquid gelatin, Norland products, New
Bronswick, N.J.) al 3% en PBS pH 7.4 0.1 M, durante
1 h a 37°C. Posteriormente el papel se lavd con una
solucidn de gelatina 0.3% en PBS y tween 20 (1:1000), se
hicieron 3 lavados cada uno de 10 min. Después el papel
se cortd en tirillas de 0.4 cm y éstas se colocaron en
un portatiras (BIO-RAD Lab). Las tirillas se incubaron
por 18 h a 4°C con los sueros de los pacientes diluidos
1:25 en solucion diluyente (gelatina 1.5% en PBS y tween
20 1:1000). Después de la incubacién, fueron lavadas 6

veces con solucidn de lavado y posteriormente
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se incubaron por 2 h a temperatura ambiente con el
conjugado (anti-inmunoglobulina humana IgG) unida a
peroxidasa (A 8400 SIGMA) diluida 1:500 en solucidn
diluyente. Posteriormente las tirillas fueron lavadas
para quitar el exceso de conjugado y luego se incubaron
con el substrato (Tetraclorhidrato de 3,3
diaminobencidina ) 20 mg en 40 ml de PBS 0.1 M pH 7.5,
a la cual se le agregd perdxido de hidrdgeno (40 ul de
la solucidn 30% por cada 20 ml de solucidén de
diaminobencidina).

Después de unos minutos, la reaccidn se detuvo con HC1
IN. Las tirillas se lavaron con agua tri-destilada y
fueron secadas entre 2 hojas de papel filtro para su

posterior analisis.

B.- MUESTRAS DE SUEROS ANALIZADOS EN IET.

Se analizaron 20 sueros de pacientes infectados por
N. brasiliensis los cuales fueron gentilmente donados
por Dr. O, Welsh del Depto. de Dermatologia de Hospital
Universitario "Dr. J.E. Gonzalez.",

De los 20 sueros analizados, 10 de ellos eran de
pacientes que mostraban la enfermedad activa (micetoma)
Yy los otros 10 estaban curados.

Para observar la reaccién cruzada con Mycobacterium, se
analizaron 5 sueros de pacientes con tuberculosis

pulmonar vy 5 con enfermedad de Hansen. Como control
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negativo se utilizaron 4 sueros de personas
aparentemente sanas y como control positivo un suero de

un conejo inmunizado con extracto celular de

N. brasiliensis.

Todas las muestras una vez gque fueron recolectadas,

fueron quardadas a -20° C.
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RESULTADOS

I.- EXTRACTO CELULAR DE N. brasiliensis.
A.- Obtencidén del Extracto celular y del filtrado de

cultivo de N. brasiliensis,

Mediante 1la inoculacién de suspensiones celulares de
N. brasiliensis obtuvimos 6.4 1 de filtrado de cultivo
b4 130 g de masa bacteriana hGmeda, de la cual se
extrajeron 250 mg de extracto celular; la concentracién
de proteinas del extracto celular fue de 1.3 mg/ml

medido por el método de Lowry.

II.- ANALISIS DEL EXTRACTO CELULAR DE Nocardia brasiliensis.
A.- Electroforesis en gel PAGE en gradiente 18%-8.75% T

en condiciones desnaturalizantes con SDS Y 2-ME.

En el carril B de la figura 1 se muestra el andlisis
electroforético del extracto celular de

N. brasiliensis, en el cual se observan mas de 30 bandas
proteicas cuyos pesos moleculares fluctian desde 10,000
a 100,000 daltones. Mientras que en el carril A se
muestran los marcadores de peso molecular. Este gel fue
tefiido con nitrato de plata para lo cual se requirid
una concentracidén de 25 ug/cm en geles de 0.75 mm de
grosor y 10 cm de largo. $in embargo, cuando el gel se
€ifnd con azul de Coomassie, la concentracién proteica

fue de 200 ug/cm 0 sea 8 veces mas la cantidad
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de proteinas para alcanzar la sensibilidad del nitrato

de plata.

B.- Electroforesis en gel PAGE lineal 12% en condiciones no
desnaturalizantes.
En la figura 2 ,en el carril A se muestra el patrén
electroforético del extracto celular de
N. brasiliensis, en la que se observa aproximadamente
11 bandas proteicas, cuyos pesos moleculares estan en
el rango de 10,000 a 70,000 daltones. En el carril B
se encuentran los marcadores de peso molecular due
corresponden a:BSA (66 kDa) ,albimina de huevo (45 kDa),
anhidrasa carbodonica (29 kDa) y a=-lactoalbimina

(14.2kDa). Este gel fue tefiido con azul de Coomassie.

III.-ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL EXTRACTO CELULAR DE
N.brasiliensis.
A.- TECNICA EN GEL (ZIMOGRAMA).
Mediante la técnica de Zimograma pudimos identificar
tres bandas proteicas presentes en el extracto celular

de N.brasiliensis, mismas que presentaron actividad

enzimatica sobre el gel-substrato (caseina) a los 30

min de incubacién; la cual permanecié hasta las 24 h,
observandose como dreas claras que no fueron tenidas por
el colorante. En la figura 3 , corresponde al gel-

subsftrato después de la incubacién con las proteinas
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del extracto celular . En el carril 1 se muestra el
control negativo de actividad enzimatica, mientras que
el carril 2 se muestran 3 Aareas no tefiidas con el
colorante azul de Coomassie en el gel-caseina; esto nos
indica la presencia de 3 bandas con actividad
caseinolitica en el extracto celular de N. brasiliensis

2

(60 ug/carril).

TECNICA EN PAPEL DE NITROCELULOSA.

En el carril 2 de la figura 4, se muestran 2 areas
claras en el gel-caseina, el cual fue tefiido con azul
de Coomasssie; lo que nos indica que 2 de 1las 3
proteasas caseinoliticas presentes en el extracto
celular de N. brasiliensis, se pudieron transferir a
papel de nitrocelulosa Yy conservar su actividad
enzimdtica. En el carril 2 de 1la figura 5, se
observan las proteinas caseinoliticas del extracto
celular de N. brasiliensis. Las bandas que presentaron

actividad enzimatica guedaron dentro de los espacios

claros, los cuales no fueron tefiidos con el colorante.

ENSAYO EN TUBO (MC LAUGHLIN Y FAUBERT).

La actividad enzimdtica del extracto celular de
N. brasiliensis utilizando como substrato caseina fue
expresada en unidades de absorbancia tal como se muestra
en 14 figura 6, en donde la actividad enzimdtica del

extracto celular de N. Dbrasiliensis, a diferentes
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concentraciones, fue mayor que la actividad enzimdtica
de la tripsina (control positivo); como control negativo
se utilizdé 1la papaina y el extracto celular de
N.asteroides. En la figura 7 se muestra la actividad
enzimatica del extracto celular de N. brasiliensis,
compardndola con la tripsina (control positivo) y 1la
papaina (control negativo). En este c¢aso el substrato

utilizado fue la azocaseina.

EL EFECTO DEL pH Y LA COMPOSICION DE ILOS AMORTIGUADORES EN
LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL EXTRACTO CELULAR DE Nocardia
brasiliensis.

Las proteasas del extracto celular de N. brasiliensis,
mostraron una mayor actividad enzimdtica cuando se utilizd
como amortiguador Tris-HC1 a un pH de 7.4 tal como se
observa en la tabla 1. Al parecer, la presencia de CaCl, y
de las sales Tris-HCl son necesarias para que exista una
éptima actividad caseinolitica, tal como se muestra en la

tabla 2.

EFECTO DE LOS INHIBIDORES ENZIMATICOS SOBRE LAS PROTEASAS
DEL EXTRACTO CELULAR DE Nocardia brasiliensis.

El efecto de los inhibidores enzimdticos sobre la actividad
caseinolitica de las proteasas del extracto celular de N.

brasiliensis, medida mediante el ensayo engel (zimograna),

—
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se muestran en la figura 8 . Las 3 proteasas encontradas en
el extracto celular, tal como se observa en el carril A,
fueron inhibidas drasticamente por PHMB y PMSF (carril
B) ;sin embargo, el EDTA disminuyd ligeramente la actividad
enzimatica de las 3 proteasas (carril C); mientras que 2,9-
dimethyl-1-10 fenantrolina (neocuproine) afecté la primera
y la tercera proteasa; qgquedando la segunda igual que el
control positivo (carril D) y finalmente la iodacetamida y
2-ME inhibieron sclamente la 3a proteasa (carril E).

Los resultados de la inhibicién enzimatica cuantificada por
medio de la técnica en tubo (Mc Laughlin y Faubert) se
nuestra en la tabla 3; en donde se demostrdé gue el PMSF
inhibié el 31.3% de 1la actividad enzimatica de 1las
proteasas; mientras gque en el EDTA, fue de un 40%
aproximadamente; E1 2-ME inhibidé un 27%; y el PHMB, solo un
20 %. El resto de los inhibidores utilizados no presentaron
ningin efecto sobre las proteasas de dicho extracto.
DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR APROXIMADO DE LAS
PROTEASAS DEL EXTRACTO CELULAR DE Nocardia brasiliensis POR
FILTRACION EN GEL (SEPHADEX G-100) ¥ ELECTROFORESIS PAGE
12%.

A.~- FILTRACION EN GEL (SEPHADEX G-100)

De las fracciones reccolectadas (1ml) de la columna de
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sephadex G-100, a la cual se le aplicd una muestra de
extracto celular de N. brasiliensis , se les determind
la absorbancia a 280 nm y los resultados obtenidos
fueron graficados (figura 9). Todas las muestras
eluidas, decidimos juntarlas y obtuvimos 7 tubos con
mezclas de 3 fracciones en cada uno. De todos los tubos
solamente en el tubo 4 (1ml) se demostrd actividad
enzimatica mediante la técnica en gel (zimograma). El
Ve/Vo obtenido, tanto de 1los marcadores de peso
molecular como del tubo 4, se muestra en la tabla 4; y
estos resultados fueron graficados en papel
semilogaritmico, obteniendose una curva tipo (figura
10) sobre la cual se extrapold el Ve/Vo del tubo 4. El
peso molecular obtenido fue de aproximadamente de 35.5

kDa.

ELECTROFORESIS EN GEL 12% LINEAL.

En la tabla 5 se muestran los Rf de los marcadores de
peso molecular; y de las proteinas del extracto celular
de N. brasiliensis, responsables de la hidrdlisis de la
caseina. Estos valores fueron graficados en papel semi-
log obteniendo una curva tipo (figura 11), sobre la cual
se extrapold los Rf de las proteasas identificadas;
determinando, de manera aproximada, sus pesos
moleculares, los cuales correspondieron a: 51.5, 42 y

40.5 kDa.
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VII.- FILTRADO DE CULTIVO DE Nocardia brasiliensis.

A.-

B.=-

ANALISIS DEL FILTRADO DE CULTIVO DE N. brasiliensis EN

GEL PAGE EN GRADIENTE 8.75-18% EN CONDICIONES

DESNATURALIZANTES.

En el carril B y D de la figura 12, se muestran los
patrones electroforéticos del extracto celular y del
filtrado de cultivo de N. brasiliensis; mientras que en
el carril ¢ y E se muestra el extracto celular y el
filtrado de cultivo de N. astercides; los cuales fueron
analizados en SDS-PAGE en gradiente cuyo gel fue tefiido
con azul de Coomassie. En el carril A se muestran los

marcadores de peso melecular conocido.

ANALISIS DEL FILTRADO DE CULTIVO EN GEL 12% LINEAL EN

CONDICIONES NO DESNATURALIZANTES.

En la figura 13 en el carril A se muestra el patrén
electroforético del filtrado de cultivo de

N. brasiliensis; en el gque se observaron bandas
proteicas cuyos pesos moleculares estan en el rango de
10,000 a 100,000 daltones. En el carril E se muestran
los marcadores de peso molecular para condiciones no
desnaturalizantes, tales como: a-lactoalbimina (PM
1l4.2kda), anhidrasa carbdnica (PM 29 kDa), albimina de

huevo (PM 45 kDa) y BSA (PM 66 kDa).
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C.= FILTRACION EN GEL (SEPHADEX G-50) DEL FILTRADO DE
CULTIVO DE N. brasiliensis.
En la (figura 14), se muestra el perfil de eluciodon de
las fracciones recolectadas de la columna de Sephadex
G-50; cuando una muestra de filtrado de cultivo de
N. brasiliensis se pasé a través de ella, tal como se
muestra en la grafica, 17 fraccicnes presentaron una
mayor absorbancia, é&stas fueron seleccionadas para
determinar la actividad enzimatica por la técnica en
gel (zimograma). Los resultados mostraron que 2 de las
3 proteasas encontradas en el extracto celular (carril
C) estaban presentes en el filtrado de cultivo de
N. brasiliensis (carril A) mientras que en el filtrado
de cultivo de N. asteroides (carril B) resultd negativo

tal como se observa en la figura 1S5.

VIII.-CORRELACION ENTRE LAS PROTEASAS DEL EXTRACTO CELULAR DE
N. brasiliensis CON LAS PROTEASAS LIBERADAS POR UN CULTIVO

DE N. brasiliensis AL MEDIO DE AGAR MICROBIOLOGICO-CASEINA.

A.- PRODUCCION DE LAS PROTEASAS DE UN CULTIVO DE
N. brasiliensis Y EL EFECTO DE LOS INHIBIDORES
ENZIMATICOS S8OBRE ESTAS PROTEASAS.
En la placa A, de la figura 16, se observa el halo claro
alrededor de la colonia de N. brasiliensis; el cual

corresponde a la hidrélisis de la caseina, producido por
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las proteasas liberadas al medio agar microbioldgico-
caseinas. La actividad enzimdtica observada se vio
afectada por PMSF (placa B) y por PHMB (placa C).La
actividad caseinolitica de agquellas placas a las cuales
se les agregd iodacetamida (placa D) Yy neocuproine

(placa E) no se vio afectada.

ANALISIS POR INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE LAS PROTEASAS
DEL EXTRACTO CELULAR DE N. brasiliensis CON SUEROS DE

PACIENTES CON MICETOMA, TUBERCULOSIS Y ENFERMEDAD DE HANSEN.

En la tabla 6 se muestra los resultados, obtenidos por IET,
de las proteasas del extracto celular de N. brasiliensis;
las cuales fueron reveladas con sueros de pacientes
infectados por N. brasiliensis; asi como por sueros de
pacientes con tuberculosis y enfermedad de Hansen. Los
resultados mostraron que 6 de los 10 sueros de los pacientes
con micetoma en remisidén y 1 de los 10 sueros de los
pacientes con Micetoma active, presentaron anticuerpos
contra las bandas proteicas responsables de la actividad
enzimatica; mientras que los sueros de los pacientes con
tuberculosis y enfermedad de Hansen, resultaron negativos

para estas bandas.
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DISCUSION

En este trabajo logramos identificar actividad proteolitica
en el extracto celular y en el filtrado de cultivo de Nocardia

brasiliensis.

A diferencia de 1los trabajos realizados por otros
investigadores, los cuales reportaron actividad enzimatica del
total de las proteasas presentes en el fitrado de cultivo de N.
brasiliensis, nosotros logramos identificar, mediante la técnica
de zimograma, 3 bandas con actividad caseinolitica en el extracto
celular de Nocardia brasiliensis; mientras gque en el filtrado de
cultivo se logrd identificar solamente 2 bandas liticas; sin
embargo, no se logrd detectar actividad enzimatica en el extracto

celular, ni en el filtrado de cultivo de N. asteroides.

Es importante mencionar que las bandas 1liticas pudieran
corresponder a monémeros agregados; o pudieran representar
subunidades no idénticas de 1 sola proteina teniendo cada una

diferente actividad.

La actividad enzimatica, presente en el extracto celular de
N. brasiliensis, al parecer depende de la presencia de CaCl, y de
la composicién de amortiguador, mds que del pH. El rango de pH en

el cdal se observd actividad enzimatica variaba de 3 a 9.
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La clasificacién de las proteasas del extracto celular de
N. brasiliensis, por medio del uso de inhibidores enzimaticos
utilizando la técnica de zimograma, demostraron que se trata de
enzimas de diferente clase catalitica. Este hallazgo no se logrd
observar cuando utilizamos la técnica de Mc Laughlin y Faubert,
como ensayo para medir la actividad enzimatica; el cual se basa en
medir actividad enzimatica total. La carencia de la correlacidn
entre estas 2 técnicas se explica, en parte, a que son técnicas
diferentes; ya que la técnica de zimograma tiene la ventaja de ser
sensible y simple; ademds, por medio de la electroforesis se logra
separar, por peso molecular, las diferentes enzimas que pudieran
estar presentes en el extracto celular; mientras que en el ensayo
en tubo todas las enzimas presentes estan mezcladas y el resultado
final no es mds que la suma c© la mezcla de las actividades

enzimadticas individuales.

El efecto de los inhibidores enzimdticos sobre las proteasas
presentes en el extracto celular de N.brasiliensis, utilizando la
técnica (zimograma), nos mostrd que las proteasas identificadas en
el extracto celular, pertenecen a todas las clases cataliticas
existentes; mientras que con la técnica en tubo (Mc Laughlin y
Faubert), no fue posible demostrar el efecto de los agentes

quelantes de metales pesados tales como el Zn++.

Al parecer estos hallazgos concuerdan con los resultados

g

reportados por Tsuboi (48) y Zlotnik (53).
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Una posible explicacién de estos hallazgos, es que existen
més de 1 clase de enzimas cataliticas, presentes en el filtrado de

cultivo de N. brasiliensis. La posibilidad de que exista mis de

una enzima en el extracto celular es fuertemente apoyada por el
hecho de que algunos inhibidores afectaron solamente 1 banda litica

sin afectar las otras 2.

El peso molecular aproximado de 1las proteasas presentes en
el extracto celular de N.brasiliensis, reportado en este trabajo,
al parecer concuerda con el reportado por Zlotnik; sin embargo, el

papel de las enzimas en la patogénesis del micetoma no se conoce.

Las proteasas liberadas por N. brasiliensis, al medio de agar
con caseina, al parecer, son las mismas gque se identificaron en el
extracto celular de N. brasiliensis; ya que fueron inhibidas por

los mismos inhibidores.

Al parecer, nuestros resultados nos permiten sugerir que las
proteasas identificadas,en el extracto celular de N.brasiliensis,
son inmuncgénicas en el hombre; ya que por IET,6 de los 10 sueros
de los pacientes con micetoma en remisidén y 1 de los 10 sueros de
los pacientes con micetoma activo, presentaron anticuerpos contra

estas proteasas; mientras que 1los sueros de pacientes con

tuberculosis y enfermedad de Hansen no las reconocieron.



El hecho de gue los anticuerpos contra las proteasas estaban
presentes en la mayoria de los pacientes con micetoma en remisidn,
y solamente en 1 de los 10 pacientes con micetoma activo, permite
sugerir gque tal vez los anticuerpos contra las proteasas se
encuentran en el sitio de la lesién, cuando la enfermedad esta en
su fase activa; tal como ocurre en otras condiciones patolégicas
(15,16) o gue estén formando complejos inmunes en circulacién y

éstos no pueden ser detectados en el suero.

La respuesta de anticuerpos en el 60% (6 de 10 pacientes) de
los pacientes en remisién, corresponden al isotipo IgG, ésta es

una respuesta cldsica dependiente de T (linfocitos T).

Cabe mencionar gue es importante realizar mas experimentos
gue nos permitan concluir, de manera contundente la inmunogenicidad
de las proteasas; por lo tanto, es necesario tener un mayor nimero
de pacientes infectados por N. brasiliensis y al mismo tiempo,
conocer el periocdo de evolucidn o resolucidén de la enfermedad; asi
como el grado de extensidén de las lesiones y determinar la cepa de

N. brasiliensis causante de la infeccién.

Los resultados obtenidos en este trabajo, sobre el estudio de
las proteasas, constituyen una base para posteriores
investigaciones; basadas principalmente en el aislamiento y

purificacién de las proteasas; con la finalidad de determinar el



papel que juegan las mismas en el dafic tisular observado en el

micetoma.
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CONCLUSIONES

Mediante la técnica de zimograma, se identificaron 3 bandas
proteicas con actividad caseinolitica en el extracto celular
de Nocardia brasiliensis; mientras que en el filtrado de

cultivo, Gnicamente 2.

El pH é6ptimo en el cual se observd una mayor actividad
enzimdtica fue de 7.4; cuando se utilizé como amortiguador
Tris-HCl 0.1 M con cloruro de calcic 10 mM.

La actividad enzimatica de las proteasas presentes en el
extracto celular, fue inhibida en forma drastica por el PHMB
y PMSF; y de manera parcial por el resto de los inhibidores
utilizados. Lo que sugiere que existe mas de una clase
catalitica.
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El peso molecular aproximado de las proteasas , determinado
por cromatografia de filtracién en gel, fue de 35.5 kDa;
mientras ¢gue por PAGE al 12 % en condiciones no
desnaturalizantes, fue: 51.5, 42 y 40.5 kDa.

Tanto las proteasas liberadas al agar con caseina, como las
identificadas en el extracto celular, fueron inhibidas por
PMSF y PHMB, lo cual sugiere que podria tratarse de las mismas

proteasas.

Las proteasas identificadas son inmunogénicas en el hombre;
ya que los sueros de pacientes con micetoma en estado de
remnisidén, presentaron anticuerpos del isotipo IgG en
circulacién.
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ANEXO A. Abreviaturas

Grados centigrados

Porciento de agente entrecruzador

acrilamida)

Centimetro (s)

Dalton
Etilendiaminotetracetato
Gramos

Hora
Inmunoelectrotransferencia
Kilodalton

Litro

Molar

Miligramo (s)

Minuto (s)

Mililitro (s)

Milimetro (s)

Milimolar
2-Mercaptoetanol

Mclar

Normal

Nanogramo (s)

Nandmetro (s)

Solucidén salina-fosfato

Para-hidroxi-mercuri-benzoato

66

Infusién cerebro corazdén (Brain Heart Infusion)

Albimina Sérica Bovina (Bovin Serum Albumin)

(Bis-
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26.~ PMSF Para-metil-sulfonil-fluoruro
27.=- RE Factor de retardamiento (Movilidad relativa)
28.— 8Ds Lauril sulfato de sodio

29.- SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil
sulfato de sodio

30.- seqg Segundo (s)

31+~ 3T Porciento de acrilamida total

32.- TEMED N,N,N‘,N', tetrametiletilendiamina
S =1 PCR Acido tricloroacético

34.- Tris Tris (hidroximetil) aminometano
3BT W Voltios

36.- Ve Volumen de elucidén

37.- Vo Volumen vacio
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kDa

66

45
36

2
2

20

14

FPigura 1.- Andlisis en SDS-PAGE del extracto celular de
Nocardia brasiliensis en gradiente de 8.75%-18%.

Carril A: marcadores de peso molecular bajo.Carril B: extracto
celular 25 pg. Tincidn con nitrato de plata.
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Figura 2.- Analisis en PAGE al 12% en condiciones no
desnaturalizantes del extracto celular de Nocardia
brasiliensis. Carril A: extracto celular 60 ug. Carril B:
Marcadores de peso molecular conocido MW-ND 500. Tincién con
azul de Coomassie R-250.
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Figura 3.- Técnica de zimograma para identificar actividad
enzimdtica en el extracto celular de N. brasiliensis. Carril
1: Corresponde a la contraparte del gel de los marcadores de
peso molecular conocidos (MW-ND 500). Carril 2: corresponde
a la contraparte del gel del extracto celular de N.
brasiliensis . Tincidén con azul de Coomassie R-250.
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Figura 4.- Zimograma para determinar la actividad enzimatica
de las proteinas transferidas a papel de nitrocelulosa Carril
1:marcadores de peso molecular conocido. Carril 2: extracto
celular de N. brasiliensis (60 ug). Carril 3: control negativo
(solucién amortiguadora). Gel de caseina tefiido con azul de

Coomassie.,
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Figura 5.- Papel de  nitrocelulosa sobre 1la cual se
transfirieron las proteasas del extracto celular de N.
brasiliensis. Las flechas indican los espacios claros que
quedaron después de incubar el papel con el gel-casefina.
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Figura 7.- Actividad de proteasa del extracto celular de N.
brasiliensis (m--m), comparada con la actividad de la tripsina
(—8 ) y extracto celular de N.asteroides ( j-4 ) utilizando
como substrato azocaseina.




Figqura 8.- Zimograma del extracto celular de N.brasiliensis,
incubada con caselna como substrato y el efecto de los
inhibidores: carril 1 (sin inhibidor), carril 2 (PMSF y PHMB)
carril 3

(EDTA), carril 4 (neocuproine) vy
(iodacetamida) .

carril 5
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Figura 9.- Perfil de elucién del extracto celular de Nocardia
brasiliensis en sephadex G-100-120.
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Figura 10.- Curva de calibracidon obtenida por filtracidén en
gel (Sephadex G-100) de los marcadores de peso molecular
conocido (kit MW-GF-200 SIGMA).
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Figura 11.- Curva de calibracidn obtenida por electroforesis
en gel 12% en condiciones no desnaturalizantes, de las
proteinas de peso molecular conocido (kit MW-ND-500 SIGMA).



80

Figura 12.- Andlisis en SDS-PAGE en gradiente de 8.75-18% con
SDS y 2-mercaptoetanol del filtrado de cultivo de N.
brasiliensis. Carril A:marcadores de peso molecular conocido.
Carril B: extracto celular de N. brasiliensis. carril C:
extracto celular de N. asteroides. Carxil D: filtrado de
cultivo de N. brasiliensis . Carril E: filtrado de cultivo de
¥. asteroides.
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Figura 13.- Analisis en PAGE al 12% en condiciones no
desnaturalizantes del filtrado de cultivo de

N. brasiliensis. Carril A: filtrado de cultivo de

N. brasiliensis. Carril B: extracto celular de

N. brasiliensis. Carril C:marcadores de peso molecular
conocido.
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Figura 14.~ Perfil de elucién del filtrado de cultivo de N.

brasiliensis en sephadex G-50.
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Figura 15.- Zimograma para determinar actividad enzimdtica
del filtrado de cultivo de N. brasiliensis. Carril A: Filtrado
de cultivo de N. brasiliensis. Carril B: filtrado ade cultivo
de N. asteroides. Carril C: extracto celular de
N.brasiliensis.
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Figura 16.- Efecto de los inhibidores enzimaticos sobre 1la
actividad caseinolitica de N. brasiliensis en una placa con
agar microbiolégico-caseina después de 5 dias de incubacién
a temp. ambiente.

Placa A:sin inhibidor. Placa B: fepil-metil-sulfonil-flururo
(PMSF). Placa C: para-hidroxi-mercuri-benzoato (PHMB). placa
D: iodacetamida. Placa E: neocuproine.
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Tabla No. 1 Efecto del pH y la composicidn del amortiguador en
la actividad de proteasa de N. brasiliensis y 1la
tripsina.

AMORTIGUADOR VALORES DE ABSORBANCIA A 280 nm
UTILIZADO® N. brasiliensis TRIPSINA
Citrato pH 3.0 0.732 1.075
Acetato pH 5.0 0.585 1.075
PBS pH 7.0 0.389 1.344
Tris-HCl1 pH 7.4 0.791 1.215
Carbonato pH 9.0 0.602 1.322

2 E1 extracto de N. brasiliensis o tripsina y 1la solucién de
caseina al 1% fueron disueltos en esos amortiguadores.



Tabla No. 2 Efecto del CaCl, en la actividad enzimdtica del
extracto celular de N. brasiliensis y la tripsina.
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AMORTIGUADORES VALORES DE ABSORVANCIA A 280 nm
UTILIZADOS N. brasiliensis TRIPSINA
Tris-HC1 0.1M con CacCl, 0.889 0.973
Tris=-HC1l 0.1M 0.599 0.877
PBS 0.1M con CacCil, 0.580 1.106
PBS 0.1M 0.489 1.172
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Tabla No. 3 Efecto de diferentes inhibidores en la actividad
proteolitica de N. brasiliensis en el ensayo en
tubo.

INHIBIDOR CONCENTRACION % ACTIVIDAD
ANADIDO® FINAL RESIDUALP
Fenilmetilsulfonil 5
fluoruro 1 x 10 69.7
EDTA 3 x 107 60.2
2~ Mercaptoetanol 7 x 1072 77.44
Iodacetamida 2 x 1072 99.3
P-hidroximercuri-
benzoato 10 x 107 80.15
2,2'= dipyridyl 2 x 107 100.0
2,9-Dimetil-1-10 s
fenantrolina 1 x 10 100.0
(Neocuproine)
No inhibidor - - - 100.0

? Podos los inhibidores fueron disueltos en amortiguadores
tris-HC1l, tal como se describid en material y métodos.
El porcentaje de actividad residual fue calculado comparando
los valores de absorbancia con el control (no inhibkidor).



Tabla No. 4 Volumen de elucidn.

brasiliensis en filtracién en gel
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Ve/Vo de los marcadores de
peso y de las proteasas del extracto celular de N.

(sephadex G

100).

MARCADORES Ve Ve/Vo PM
B-amilasa 25 1.04 200,000
Albimina~-sérica-bovina 34 1.4 66,000
Anhidrasa carbénica 48 2.0 29,000
Citocromo C 53 2.2 12,400
Proteasas del extracto

celular de N. brasiliensis 43 1.75 35,500




20

Tabla No. 5 Movilidad relativa (Rf) de los marcadores de peso
molecular y de las proteasas del extracto celular
de N. brasiliensis en gel al 12% en condiciones no
desnaturalizantes.

MARCADOR MIGRACION (mm) RF PM
Alfa~lactoalbimina 4.7 0.456 14,200
Anhidrasa carboéonica 4.0 0.388 29,000
AlbGmina de huevo 2.5 Q.242 45,000
Alblimina-sérica-bovina 1.9 0.145 66,000
Proteasas del extracto
celular de N, brasiliensis 2.2 0.213 51,000
2.6 0.257 42,000
2.8 0.271 40,500
Azul de bromo fenol 10.3
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TABLA 6. Identificacién por Western blot de las proteasas de
Nocardia brasiliensis por sueros de pacientes con
micetoma, tuberculosis y enfermedad de Hansen.

SUEROS PROTEASA 1 PROTEASA 2
ACTIVOS n=10 1/10 1/10
MICETOMA
CURADOS n=10 6/10 6/10
TUBERCULOSIS PULMONAR n=5 0/5 0/s
ENFERMEDAD DE HANSEN  n=5 0/5 0/5
CONEJO n=1 1/1 1/1







