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Angel Licon Trillo | Fecha de Obtencién del Grado: Abril de 1997
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: ESTUDIO DE LA INMUNOGENICIDAD DE LAS
PROTEASAS DE Nocardia brasiliensis Y SU EFECTO
INDUCTOR DE PROTECCION EN EL MICETOMA
EXPERIMENTAL EN RATONES BALB/c

Namero de Paginas:109 Candidato al Grado de Doctor

en Ciencias con Especialidad
en Inmunologia

Area de Estudio: Inmunologia

Propdsito y Método det Estudio: N. brasiliensis produce una serie de proteasas que pudieran
estar involucradas en los mecanismos de virulencia de la bacteria. El objetivo del
presente trabajo fue €l de estudiar la inmunogenicidad de las proteasas y su posible
efecta inductar de proteccion en el micetoma expenmental en ratones BALB/c. Las
proteasas Se aislaron a partir de extractos celulares crudos de N brasiliensis. en
columnas de DEAE-celulosa, y posteriormente se purificaron por electroelucidn en geles
preparatives de poliacrilamida. La inmunogenicidad de una de las proteasas aislada en
ratones BALB/c, se determind midiendo la respuesta ge anticuerpos en el suerg de los
ratones mediante un ensayo de ELISA contra la enzima. El posible efecto proteciar de ja
proteasa fue determinado en experimentos ¢e inmunizacion activa y pasiva en los
ratones, los cuales fueron infectados en el cojinete plantar, y la inmunoproteccion fue
evaluada macroscopicamente y mediante el mismo ensayo de ELISA hasta los 150 dlas
postinfeccion.

Contribuciones y Conclusiones: La proteasa aislada con un grado de purificacién de 60.9,
presentd uha masa molecular de 42 kDa en condiciones nativas y de 36 kDa bajo
condiciones desnaturalizantes. Esta enzima, caracterizada como serina proteasa y que
mastrd un pl de 5.2, resultd ser inmunogénica para los ratones BALB/c. La respuesta
inmune montada contra la proteasa modificd el desarrolio de micetomas experimentales
en raton. La inmunizacion activa de los ratones con emuision de proteasa-AlF preving
en un 100% el desamollo de actinomicetoma. La inmunizacidn pasiva de los ratones con
sueros inmunes recolectados a los 30 dias postinmunizacidn, protegid parcialmente a
los animales del desarrolio de 1a infeccion, mientras que A iInmunzacion con suero de 60

dias no confird proteccion.

Dr. Mario César éailinas Carmona

Asesar Doctoral
% Qzl?‘:ﬂa—ﬂ"—’

Dra. MYrthaIa Moreno Sepulveda D( Julig Sepulveda Saavedra
Coasesora Coasesor




INTRODUCCION.

Los géneros bacterianos Corynebactenium, Rhodococcus, Nocardia y
Mycobactenum estan filogenéticamente relacionados ( 24, 34,38 ),
clasificandose los tres uftimos, segan el manual Bergey de Bacteriologia, en el
orden de los Actinomycetales ( 22,37 ). Se han desarrollado diversas técnicas
taxondmicas para diferenciar los géneros bacterianos, algunas de ellas
basadas en el analisis quimico de los constituyentes de pared celular, en donde
se ha clasificado a los cualro géneros anteriores por paseer carbohidratos de
pared celular tipo IV y un patron de azucares de celulas totales tipo A
( arabinosa y galactosa ) ( 22,24,37 ) y ademas poseen acidos micdlicos cuyas
cadenas varian entre 20-38, 34-66, 46-60, y 60-90 &tomos de carbono
respectivamente ( 24,34,37,39,58 ). Otra técnica utilizada en la clasificacion
bacteriana es el estudio de las caracleristicas de sus acidos nucleicos, donde
los mismos geénergs presentan un alto contenido ( porcentajes molares ) de
guanina y citosina;: 52-68%, 59-69%, 60-72%, y 62-70% respectivamente
( 34,47 ). Los criterios taxondmicos anteriores nos dan una idea de las
similitudes bioquimicas y estructurales que existen entre estas bacterias, las
cuales se observan en las reacciones cruzadas entre sueros inmunes contra
uno u otro de los géneros mencionados ( 26,60,64 ). Las bacterias del género
Mycobacterium son acido-alcohal resistentes, mientras los géneros Nocardia y
Rhodococcus lo son parcialmente con la técnica de Kinyoun ( §5,24,58 €9 ). El
lipido LCN-A de Nocardia se encuentra presente también en la pared celular
del género Rhodococcus ( 58 ). Goodfellow y Minnikin en 1977, definieron al
genero Nocardia come actinomicetos Gram positivos, aerdbios, de desarrollo
lento en el laboratorio, que producen un micelic aereo primario que se
fragmenta en elementos cocoides y bacilares ( 17.23,69 ), mientras que
Mycobactenium y Rhodococcus no forman micelio aéreo ( 58 ). El tamario de los



filamentos ramificados en el micelio aereo varia de 0.3 a 1.5 um de diametro
(52,69).

Nocardia spp esta ampliamente distribuida en el suelo ( 69 ),
descomponiendo sustancias organicas complejas como celulosa, proteinas,
polisacéridos, lipidos, parafinas y otras fuentes de carbono y energia ( 17,38 ).
Entre las especies mas importantes clinicamente se encuentran N. asteroides

subgrupos A y B, N. brasiliensis y N. otitidiscaviarum ( 37 ).

Las colonias de diferentes especies de Nocardia cuando crecen en agar
Sabouraud pueden ser lisas y humedas, o rugosas, con una superficie
aterciopelada debida al micelio aereo { 38 ). Cuando crecen en un medio
liquido como el medio infusidon cerebro-corazon (BHI) se origina habitualmente
la formacién de una pelicula supertficial seca y ¢érea. Cuando N. brasiliensis se
cultiva en agar dextrosa Sabouraud, muestra colonias secas, con aspecto
cerebriforme y pigmentadas de color naranja ( 69 ). Debido a la produccién de

pigmentos de tipo carotenoides, las colonias adquieren coloraciones entre
amarilio, naranja, rosa o rajo { 38).

De acuerdo a las caracteristicas clinicas y anatomopatoldgicas de las
infecciones por Nocardia spp, se han clasificado éstas en 6 formas que son,
nocardiosis pulmonar; nocardiosis sistémica ( involucrando 2 ¢ mas sitios );
nocardiosis de sistema nervioso central; nocardiosis extrapulmonar; nocardiosis
cuténea, subcutanea y linfocutanea; y actinomicetoma { 7 ). N. astervides es el
principal agente etioldgico de la nocardiosis, mientras que N. brasiliensis y N.
otitidiscaviarum lo son del micetoma actinomicdsico; aungue en un porcentaje
muy bajo se observa la manifestacién contraria ( 31,32,33,69 ).

Generalmente la nocardiosis es una enfermedad que afecta los

pulmones y puede llegar a diseminarse. En la enfermedad pulmonar, las



lesiones pueden encontrarse dispersas por todo el parénquima o bien adquirir
la forma de un absceso grande y confluente. Las lesiones se caracterizan
histologicamente por la existencia de supuracion, ¢on granulacion y fibrosis del
tejido que rodea las areas de necrésis. N. asteroides se encuentra dispersa en
los abscesos en forma de filamentos enmarafados, finos y ramificantes
formando el llamade pseudogranulo, donde también se encuentran
densamente empacados leucocitos polimorfonucleares, células plasmaticas,
finfocitos y fibrina ( 37 ). A menudo las bactenas se diseminan par el torrente
sanguineo y forman abscesos metastasicos en los tejidos subcutaneos y en el
sistema nervioso central. Las lesiones cerebraies y meningeas presentan una
alta mortalidad ( 37 ). La nocardiosis generalmente se presenta en individuos
inmunocomprametidos como una infeccion oportunista { 6,37,43 ), como ocurre
en el sindrome de inmunodeficiencia adquirida ( 1,2,65 ), durante la terapia
postransplante o neoplasica ( 13 ), y en diabetes mellitus ( 33 ). En cambio en
el micetoma actinomicdsico por Nocardia brasiliensis, éste aparece
principalmente en individuos inmunocompetentes ( 43 ).

En los pacientes infectados con Nocardia brasiliensis se observa una
celulitis pustular, localizada alrededor del area de trauma contaminada con
tierra o material vegetal en descomposicion { 2,31,54 ). La enfermedad suele
afectar principalmente miembros inferiores ( pie }, ocasionalmente las manos y
el tronco, pero ha sido reportado en muchas otras localizaciones del cuerpo. El
microorganismo probablemente penetra por implantacion traumatica en el
tejide. Un sitio frecuentemente afectado es la planta del pie, iniciandose con
una pequefia hinchazén subcutanea que lentamente aumenta de volumen y se
reblandece. Al romperse la superficie, se forman fistulas y el proceso va
penetrando en tejidos mas profundos, causando inflamacidn y deformacion del
pie. El producto de exudacion de las fistulas es un liquido filante y/o purulento,
que contiene acimulas bacterianos en estructuras llamadas *granulos” de 30 a

120 ym de diametro { 72 ). En general los micetomas actinomicésicos se



caracterizan por la invasion de tejido, destruccion dsea y por hiperplasia de
tejido fibroso alrededor de las fistulas. Los granulos actinomicéticos estan
compuestos de filamentos miceliales entretejidos, muy delgados y con
estructuras perifericas en forma de clavas ( 52 }. La enfermedad generalmente

es de evolucion cronica y los pacientes habitualmente tienen un buen
pronostico cuando son adecuadamente tratados ( 33 ).

La incidencia mundial mas alta de micetoma se localiza alrededor del
tropico de Cancer, entre las latitudes 15° S y 30° N. Los paises mas afectados
son India, Sudéan, Senegal, Somalia, Venezuela y México, entre otros ( 71 ). En
México, el 98% de los micetomas son causados por actinomicetos, de los
cuales el B6% corresponde a los casos causados por Nocardia brasiliensis
{ 21,71 ). Los estados de la repiblica mas afectados son los del ¢centro entre los
que se encuentran Morelos, Meéxico, Jalisco, Veracruz, Qaxaca, Michoacan,
Guerrerg, Hidalgo y Nuevo Ledn ( 60 ).

La patogenia del micetoma ha sido descrita en ratones, en donde la
respuesta inflamatoria inicial estd compuesta predominantemente por un
infiltrado de leucocitos polimorfonucleares. Después de una semana, |a pata de
los ratones inoculados muestra una reaccidbn inflamatoria de tipo
granulomatoso. Después de los 14 dias aparece el micetoma caracteristico con
un granuloma, en donde se observan pequefios abscesos con granulos
actinomicdsicos ( 51 ). Los granulos se encuentran rodeados de numerosos
granulocitos y restos celulares formando un microabsceso. En los cortes
histolégicas se observa un anillo de histiocitos y granulocitos alrededor del
microabsceso, y en una tercera zona excentrica, un infiltrado inflamatorio
conteniendo macréfagos con abundante citoplasma granular, células
plasmaticas, linfocitos y células epiteliales { 11).



£l estudio de la respuesta inmune en las infecciones causadas por
Nocardia spp, ha mostrado la presencia de reacciones cruzadas con antigenos
de otros actinomicetos ( 21,26,37,64 ), asi como la proteccion homodloga y
heterdloga contra infeccicnes por Nocardia spp en animales inoculadas con
otros microorganismos parasitos intracelulares como Lisferia monocifogenes,
Mycobacterium leprae, Mycobacterium ftuberculosis, Toxoplasma gondii y
Besnoitia jellisoni ( 35,62 ). Durante las infecciones por Nocardia spp, tanto la
inmunidad humoral como celular son activados { 21,25,26 ), Las investigaciones
realizadas hasta el momento, sugieren que la inmunidad celular es |la realmente
efectiva en contra de la infeccion { 14,5171 ). La activacidn de macréfagos
aparece como una condicidn necesaria en los experimentos de proteccion
contra infecciones por Nocardia asteroides ( 14,35 ) y Nocardia brasiliensis
(62 ). Los macrdfagos activados son muy importantes en la disminucion de las
bacterias en diferentes érganos de ratones infectados, lo cual podria explicarse
tanto por los mecanismos de fagocitosis y destruccidon directa de lgos
microorganismos, como por |a secrecion de citocinas { 62 ).

Gonzalez Ochoa y colaboradores en 1962, reportaron el uso de un
antigéno polisacarido de N. brasiliensis en pruebas de intradermoreaccion en
pacientes con micetoma actinomicotico, obteniendo resultados negativos en
aquellos pacientes con mal prondstico, mientras que en los pacientes con

infeccidn benigna o en periodo de curacian las pruebas fueron positivas ( 21).

La interaccion de un extracto de N. brasiffensis con poblaciones de
linfocitos de ratén, mostrd un efecto mitogénico y de activacion policlonal en
células B, el cual resultd ser independiente de linfocitos T { 46 ). La funcion de
los linfocitos T es importante para el control de la infeccidén, como se determind
en estudios con ratas atimicas rmu/mu y Lewis infectadas con N. brasifiensis en

donde los animales normales presentaron una infeccion localizada, mientras



que las ratas atimicas desarrollaran una infeccion diseminada y mas grave
(citadoen 71).

Con respecto a la inmunidad humoral, la respuesta de anticuerpos no se
ha considerado como importante en infecciones por Nocardia spp ( 14,21 ) y
por el contrario, parece favorecer el desarrollo de la enfermedad, como fué
reportado por Rica y colaboradores en 1982, donde ademas describen que la

accidén de las células B especificas a antigenos de N. brasiliensis parecen
contribuir al empeoramiento de la infeccion ( 51 ).

La respuesta inmune humoral ha sido utilizada en el inmunodiagnostico y

geguimiento de la terapéutica en contra de Ia infeccidn en pacientes ( 4,57 ).

La inmunizacion pasiva con anticuerpos producidos en ratones
infectados con N. brasifiensis y pasteriormente retados con bacterias muertas,
no confind proteccion en una infeccion experimental; 1o mismo ocurrié cuando
se inocularon las bacterias cubiertas con anticuerpos, donde se observé que la
infeccion se acentud ( 51 ). La presencia de titulos altos de anticuerpos
fijadores de complemento en pacientes con micetoma por N. brasifiensis, se ha
asociado con lesiones tisulares extensas, mal estado general de los pacientes y
cronicidad de la enfermedad, mientras que los titulos bajos se reportaron en
pacientes con una infeccion benigna ( 21 ). Por el contrario, el suerc de ratones
inmunizados con Nocardia brasifiensis muerta por calor, previno el
establecimiento de micetomas experimentales en ratones BALB/c, pero parecid

aumentar €l grado de dafioc en ratones en los que el micetoma ya estaba
desarrollado ( 66 ).

En otros estudios, la presencia de anticuerpos en cortes histoldgicos de
las lesiones de ratones infectados con N. brasiliensis, por medio de

inmunofluorescencia, reveld que los granulos y las células plasmaticas




mastraron una intensa fluorescencia desde las 2 semanas postinfeccion. Para
confirmar la especificidad de los anticuerpos, éstos fueron eluidos del tejido y
sometidos a una prueba tnmunoenzimatica contra un extracto celular de
N. brasifliensis. La presencia de estos anticuerpos fué detectada en el suero de
los ratones hasta los 45 dias postinfeccidn. Se demostrd también la presencia
de depositos de C3 en el granulo. Al mismo tiempo que se detectaron estos
anticuerpos en los tejidos, se desarrolld el micetoma caracteristico en los

ratones, lo cual dejaen duda el posible efecto protector de los anticuerpos

(11).

En la relacion hospederg-parasito, es esencial considerar la importancia
que tienen las moleculas del microorganismo que estan constantemente
expuestas al sistema inmune, como las que han sido secretadas o exc;retadas Y
que pueden tener una implicacion primordial en el establecimiento o desarrollo
de una infeccion. En 1984, Zlotnik y col. purificaron y caracterizaron una
proteasa caseinolitica extracelular de N. brasifiensis. La actividad proteolitica se
detect¢ a las 40 horas de cultivo y con un pico a las 60 horas. Dicha actividad
se encontro inmediatamente después de pasar la fase de crecimiento
bacteriano exponencial y el inicio de la meseta estacionaria. El peso molecular
descrito fué de 25 kDa por la técnica de filtracion en gel, y de 35 kDa por
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. De acuerdo al ensayo de
inhibidores de proteasas realizado, los autores sugirieron que la actividad
proteclitica aislada fue de una zinc-metaloenzima ( 74 ).

Tsuboi y col. realizaron en 1989 un estudio sobre proteasas
extracelulares presentes en los medios de cultivo de aislados de pacientes. Los
autores gbservaron la actividad proteclitica de 10s filtrados de los cultivos por su
accién sobre azo-coldgena, sin hacer una purficacion de las enzimas
responsables. Los investigadores encontraron actividad proteolitica en cultivos

de N. astervides y N. brasiliensis cbtenidos de pacientes inmunocompetentes



con nocardiosis cutanea primaria; los cultivos de N. asteroides obtenidos de
pacientes inmunocomprometidos no mostraron actividad proteolitica. Este
padecimiento tiene un cuadro de aparicion aguda y localizada, en la piel y tejido
subcutaneo de pacientes que sufrieron algun trauma y se infectaron con la
bacteria ( 31 ). Las actividades de las proleasas fueron observadas solamente
a pH neutro ¢ alcalino, con un maximo entre un pH de 8 y 9, y mediante

enzayos ¢on inhibidores enzimaticos se determind que los filttrados contenian
una serina proteasa como proteina extracelular { 67 ).

En 1992, Salinas Carmona y col. publicaron la iden-tificacion de 3
proteasas caseinoliticas intracelulares de N. brasiliensis, 2 de las cuales se
encontraron €n un filtrada de cultivo, mediante la técnica de zimograma se
realizd el enzayo de inhibidores enzimaticos, el cual sugiric que se trataba de
serina proteinasas ( inhibicidon por p-hidroximercuribenzoato y fluoruro de fenil-
metil-sulfonilo ). Sin embargo, estas enzimas al ser tratadas con neocuproina,
Z2-mercaptoetanol y iodoacetato mostraron comportamientos de inhibician
deferentes entre ellas, lo cual aunado a la observacibn de actividad
caseinolitica en un rango de pH entre 3 y 9, usando la técnica de Mc Laughlin y
Faubenrt en tubo de ensaye ( 41 ), hizo sugerir a los autores que las actividades
enzimaticas podrian pertenecer a clases cataliticas diferentes. El peso
molecular de las 3 proteasas determinado por cromatografia de filtracién en gel
fué de 355 kDa, mientras que por electroforesis en ge! de poliacrilamida en
condiciones nativas fue de 40.5, 42 y 51.5kDa respectivamente. Cuando se
analizaron sueros de pacientes por inmunoelectrotransferencia contra extracto
celular de N. brasiliensis, se encontrd que de 10 sueros de pacientes con
actinomicetoma, 9 sueros no reconocieron ninguna de las 3 bandas de las
proteasas, y solamente uno de ellos reconocid 2 bandas; los sueros de 6
pacientes curados de micetama reaccionaron por 0 menos contra una de las

bandas de proteasas; mientras que el suero de 5 pacientes con tuberculosis, 5



con lepra y 10 individuos aparentemente sanos, no recanocieron ninguna de las
proteasas ( 56 ).

La hidrdlisis de la caseina producida por Nocardia brasiiensis se utiliza
en el laboratorio clinico como una prueba bioquimica diferencial para la

identificacion de esta especie, debido a que las otras especies importantes de
nocardia aparentemente no lo hacen ( 37 ).

Es importante enfatizar las diferencias que existen entre las
enfermedades causadas por nocardias: nocardiosis y micetoma. Por un lado
N. brasiliensis es el agente causal de una infeccidn localizada en pacientes
inmunocompetentes, y por otra lado N. asteroides habitualmente praduce una
infeccion mas generalizada en pacientes inmunosuprimidos. Lo anterior hace
supener la existencia de mecanismos diferentes para el establecimiento y/o
desarrollo de la infeccion en estas 2 especies de nocardia.

En los trabajos de Gonzalez Ochoa ( 21 ), Deem ( 14 ), Rico ( 51}, ¥
Conde { 11 ), la respuesta inmune humoral en contra de infecciones por N.
asteroides y N. brasiliensis en lugar de proteger en contra de la infeccion
parece favorecerla. En el trabajo desarrollade por Salinas Carmona y col. { 56 )
se muestra un papel diferente con respecto a los anticuerpos antiproteasas en
pacientes con micetoma. En este caso, estos anticuerpos se detectaron en
pacienies curados, mientras que en el suero de pacientes con micetoma no se
observaron anticuerpos contra las proteasas, dando lugar a pensar en la
posibilidad de un efecto protector de estas anticuerpos en contra de la infeccion
por N. brasiliensis, que no ha sido observado hasta la fecha por los otros
autores. En base a lo anteriommente expuesto, si existe una respuesta de
anticuerpos contra las proteasas Unicamente en los individuos curados de
micetoma actinomicosico por Nocardia brasiliensis, eslos anticuerpos anti-
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proteasas caseinoliticas podrian tener un papel importante en el fendmeno de

inmunoproteccion.



HIPOTESIS.

Las proteasas caseinoliticas de Nocardia brasiliensis inducen una
respuesta inmune humoral protectora en ratones BALB/c que previene o

madifica el desarrollo del micetoma experimental.
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OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la inmunogenicidad y el efecto inmunoprofilactico de la(s)
proteasa(s) caseinolitica(s) de Nocardia brasiliensis en la implantacion y en el
desarrollo del micetoma experimental en el ratén BALB/c.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.- Purificar la(s) proteasa(s) caseinolitica(s) de Nocardia brasiliensis a partir de
cultivas en medio de nfusidn cerebro- carazon (BHI).

2.- Realizar la caracterizacidon bioguimica parcial de la(s) proteasa(s)
purificadas.

3.- Determinar la inmunogenicidad de la(s) proteasa(s) purificada(s) sobre la
respuesta inmune humoral en ratones BALB/c,

4 - Investigar el efecto protector inducido por la(s) proteasa(s) en el desarrollo
del micetoma experirmental en ratones BALB/c.
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MATERIAL Y METODOS

1.- ORIGEN DE LOS REACTIVOS.

Los reactivos utilizados en el presente trabajo fueron adquiridos de las
siguientes casas comerciales: Baker ( J. T. Baker S. A. de C. V. México );
Bioxon ( Bioxon de México S. A. de C. V. ), Bio-Rad ( Bio-Rad Laboratories,
Richmond CA. EUA ); Difco ( Difco Labaratonies, Detroit MI. EUA ); LKB ( LKB.
Bromma, Suecia ); Merck { Merck México S. A. ); Monterrey ( Productos
Quimicas Monterrey S. A. ), y Sigma ( Sigma Chemical Co. St Louis MO. EUA).

2.- MATERIAL BIOLOGICOQO.

2.1 Ratones BALB/c machos de 11-17 semanas de edad, obtenidos de la
colonia del Departamento de Inmunologia de la Facultad de Medicina, UANL.

Esta cepa es derivada de |a cepa original del Instituto Nacional de Salud ({ NIH.
Bethesda, MD. EUA. ).

2.2 Nocardia brasiliensis cepa HUJEG-1 ( 55,5668 ).

La cepa se aisld de un paciente con micetoma dorsal en el Hospital
Universitario José Eleuteric Gonzalez ( HUJEG-1 ) de la Universidad Autdnoma
de Nuevo Ledn. Fue identificada mediante pruebas bioguimicas y reconfirmada

par el Dr, Libero Ajello en el Centro para el Control de Enfermedades en Atlanta
GA, EVA,

E! mantenimiento de N. brasiliensis en el laboratorio se realizd mediante

pases sucesivos en agar dextrosa-Sabouraud ( Bioxon ), a partir de
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suspensiones unicelulares de la bacteria, y con almacenamiento intermedio a
4°C (38},

3~ OBTENCION DEL EXTRACTO CELULAR CRUDO DE WNocardia
brasiliensis.

3.1 Preparacion del Indeulo de MN. brasiliensis.

A partir de cultivos de N. brasiliensis en agar dextrosa-Sabouraud se
realizaron pases a matraces Erlenmeyer de 125 ml con 30 ml de caldo BH!
( calde de infusiéon cerebro-corazon. Difco Laboratories ), ¥y se procedid a
incubarios a 37°C en bafo Maria con agitacion ( GCA/Precision Scientific )
durante 48 horas. Los cultivos se colocaron en tubos de 50 mi Yy se
centrifugaron a 166 x g durante 10 minutos en una centrifuga Beckman TJ-5
( Beckman Instruments ); posterionnente el precipitado se lavo con solucidn
salina 0.85% ( p/v ) dos veces méas. Las baclerias se disgregaron ¢on un
agitadar de vidrio y se resuspendieron en solucion salina. El sobrenadante que
quedd despues de sedimentar el cultivo se utilizd para inocular 8 matraces
Erlenmeyer con 30 ml de caldo BHI, los cuales se incubaron a 37°C en bafio
con agitacion durante 48 horas. Las bacterias aparecen como una pelicula seca
y cerea en la superficie del medio. Las bacterias se recuperaron y iavaron 3
veces con solucion salina 0.85% a 166 x g, y se hizo pasar a través de un
homogenizador Potter-Elvehem. Ei homagenizado de N. brasifiensis representa

la suspensitn unicelular bacteriana utilizada como indculo para obtener masa
bacteriana,
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3.2 Obtencidn de Masa Bacteriana

Se inocula.ron 40 matraces Erlenmeyer con medio BHI ( 5.4 litros ) cada
uno con 0.4 ml del indculo anterior ( aproximadamente 6X10° unidades
formadoras de colonias ) y se incubaron a 37°C durante 7 dias sin agitacion.
Los matraces fueron decantados para retirar el méximo de medio, y los cultivos
fueron recuperados en matraces Eﬂenrneyer para postenormente lavarlos ¢con
agua destilada estéril en un embudo Buchner sobre un matraz Kitasato
conectado a una bomba de vacio. La masa bacteriana hiimeda se colocé en un
cristalizador para ser deslipidizada. Se adiciond solucidn de alcohol etilico-éter
etilico { 1:1 ) hasta cubrir el paquete bacteriano y se mantuvo en agitacion por
10 minutos, al caba de los cuales el sobrenadante se retird cuidadosamente
con una pipeta serologica . El procedimiento anterior se realiza las veces
necesarias hasta que el sobrenadante pierda la coloracion amarilla.
Posteriormente se agregd 2 veces solucidn de etanol-éter ( 1:2 ), y una sola
vez con la tercer solucion ( 1:3 ). Este ultimo deslipidizado se retird por vacio y

la masa bacteriana se ¢olocd en un desecador durante toda la noche.,

3.3 Obtencion del Extracto Celular Crudo.

El material bacteriano deslipidizado y seco se colocd en un mortero al
que se agregd una cantidad igual de vidrio molido. Las bacterias se trituraron
mecanicamente en el mortero por 90 minutos. La mezcla resultante se colocd
en un matraz Erlenmeyer de 500 ml con el amortiguador de extraccién Tris-HCl
0.1M, pH 6.5, en agitacidn constante a 4°C durante 12 horas. La mezcla se
centrifugd a 200 x g durante 30 minutos para retirar el vidrio y bacterias
intactas, el sobrenadante se recolectd y filtré por membrana Millipore de 0.22
pm de diametro de poro; mientras que el sedimento se volvid a resuspender en
el amortiguador de extraccion por 2 veces mdas. Este material de las 3

extracciones corresponde al extracto celular crude de N. brasiliensis. Cada
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extracto celular obtenido se clasificd por su contenido proteico ( ® ) ¥ por su
patron electrofarético en geles de poliacrilamida, tanto en condiciones
desnaturalizantes con dodecil-sulfato de sadic ( SDS ) y 2-mercaptoetanal,

como en condiciones nativas para observar la presencia de actividad

caseinolitica por medio de zimogramas.

4.- DETERMINACION DE PROTEINAS. METODO DE BRADFORD { € ).

La determinacién de proteinas se realizd mediante la construccién de
una curva de calibracién realizada con una solucion estandar de albumina
sérica bovina ( 1mg/mi ). Las soluciones estandar se prepararon a una
concentracion entre 2 y18 ug/ml. Las muestras apropiadamente diluidas ( 0.25
ml ) se calocaron en presencia de 0.25 ml del reactivo de Bradford ( 6 mg de
azul de Coomassie G-250 en 100 ml de acido perclarico al 3% v/iv en agua
destilada ) por 25 minutos a temperatura ambiente y se determind su

abscrbancia a §95 nm en un espectrofotémetro DU-6 ( Beckman Instruments ).

5.- ELECTROFQORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN
CONDICIONES DESNATURALIZANTES CON SDS Y 2-MERCAPTOETANOL.

Para el estudio de los componentes proteicos de las diferentes muestras
de N. brasiliensis, se utilizé el sistema discontinuo de Laemmli { 36 ) con un gel
de empaquetamiento al 5%T, 2.7%C, y geles de corrimiento en gradiente 10-
18%T, 2.7%C ( ver apéndice A ). El gel se montd en el sistema de
electroforesis Mini-Protean || {( BIO-RAD) y se aplicd el amortiguador de
corrimiento ( Tris-HCl 125 mM, glicina 192 mM, SDS al 0.1% p/v ) en la camara
de corrimiento. El gel se precorrid a 50 V por 20 minutos con ayuda de una
fuente de poder modelo 1000/500 ( BIO-RAD). Antes de aplicar al gel, las
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muestras se trataron con amortiguador de muestra 4X ( Tris-HCI 125 mM pH
6.8, SDS 10% piv, 2-Mercaptoetanol 10% viv, sacarosa al 50% piv, con azul de
bromofencl como indicador del frente de corrida ) y se sometieron a ebullicion
por 2 minutos. Las muestras se aplicaron cuidadosamente en cada carril con
una pipeta automatica. La electroforesis se realizé a 80 V hasta que €l frente
de corrida alcanz¢ al gel de corrimiento, y entonces se aumentd el voltage a

150 V hasta que el azul de bromofeno! alcanzt la parte inferior del gel.

5.1 Tinciéon de Coomassie ( 70 ).

Una vez terminada la electroforesis, se desensamblaron las placas de
“vidrio y el gel se colocé en un recipiente con solucidén de azul de Coomassie
( azu! de Coomassie R-250 0.1% p/v en solucion destehidora: metanol 40% viv

y acido acético 10% v/v en agua destilada ) por 30 minutos. El gel se destind
con solucion destefiidora por 1-3 horas.

5.2 Tincion con Nitrato de Plata (44 ).

E! gel recién corrido se sumergi¢ en solucion fijadora ( metanol 50% viv y
acido acetico 12% v/v en agua destilada ) por 20 minutos, y luego se realizaron
3 lavados de 10 minutos con solucion de lavado ( etanol 10% viv y éacido
acético 5% viv en agua destilada ) para eliminar el SDS. Enseguida el gel se
colocd en la solucién oxidante ( dicromato de potasio 3.4 mM, acido nitrico 3.22
mM ) por 5 minutos y en agitacion, para después lavar 3 veces con agua
destilada por 10 minutos. Posteriormente e! gel se colocd en la solucion de
nitrato de plata ( 12 mM ) durante § minutos a Ia luz intensa y 25 minutos a la
luz normal. Las bandas se visualizaron con solucion reveladora (carbonato de

sodio 0.28 M y formaldehido al 0.05% vfv). deteniéndo la reaccidn con acido
aceético al 1%.
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6.- ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN
CONDICIONES NO-DESNATURALIZANTES. (27 ).

Para no alterar la actividad caseinolitica de las muestras durante la
electroforesis, se usaron condiciones nativas, es decir, sin tratamiento con

SDS, 2-Mercaptoetanol o calor. Los geles fueron lineales y en forma
discontinua ( ver apéndice A ).

La preparacion y la electroforesis se realizé de 1a forma ya descrita para
geles en candiciones desnaturalizantes, excepto que aqui se utilizo el
amortiguador de muestra 2X ( Tris-HCI 0.126 M, pH 6.8, sacarosa 50% plv, y
azul de bromafenol 0.0005% pfv } y el amortiguador de corrimienta ( Tris-HCI 25
mM, glicina 0.12 M, pH 8.3 ) en condiciones no-desnaturalizantes. Del mismo

meodo, el tefido y destefiido de los geles se realixd como se describio
antenormente.

7.- DETERMINACION DE ACTIVIDAD CASEINOLITICA.

7.1 Determinacion Cualitativa.

Se utilizé la técnica de zimograma para hacer el seguimiento de la
actividad caseinolitica a lo largo del esquema de aislamiento de las proteasas,
asi como en su caracterizacion. Se usaron 2 variantes de zimograma, una
mediante la técnica descrita por Perez Montfot y col( 48 ), v la otra
desarroliada en nuestro laboratorio para observar la actividad enzimatica total
de las muestras ( zimograma de punto ).



7.1.1 Zimograma de Punto.

Esta técnica se utilizé sobre todo en las cromatografias de filtracién en
gel e intercambio ibnico para identificar las fracciones con actividad
caseinolitica. Se colocaron 5 ! de cada fraccion sobre un gel-sustrato de
poliacrilamida con caseina al 0.114% p/v, y se incub6 a 37°C durante 90
minutos en camara himeda. Después se tifio el gel con solucion de Coomassie
R-250 0.1% p/v igual que los geles de electraforesis. Al destefiir, se observaron
los puntos donde hubo hidrélisis de la caseina como zonas sin tefiir, y de esta

manera se pudieron seleccionar las fracciones con actividad proteolitica

7.1.2 Zimograma por Contacto con Geles de Poliacrilamida Sometidos a
Electroforesis. { 18,49)..

Este ensayo de actividad proteolitica en gel permitié la identificacion de
varias enzimas proteoliticas presentes en una muestra que previamente habia
sido procesada por electroforesis en un gel de poliacrilamida bajo condiciones
no-desnaturalizantes. Una vez terminada la electrofaresis nativa, el gel de
poliacrilamida se sumergi® en amortiguador Tris-HCI 0.1M, CaCl, 10mM, pH
7.4, durante 15 minutos a temperatura ambiente can el fin de equilibrar el pH
del gel. En una camara humeda se colocd una placa de vidrio, sobre la cual se
depositd el gel analitico equilibrado, y encima de éste se acomodd el gel-
sustrato humedecido en el mismo amortiguador. Los geles se cubrieron can
ctra placa de vidno cuilando de no atrapar burbujas de aire.‘La camara
humeda se incubd a 37°C por 90 minutos. El gel-sustrato se tifié con colorante
de Coomassie como ya se menciond antes; las bandas de hidrélisis de caseina

( zonas no tefiidas ) corresponden a las bhandas de proteasas separadas en la
electroforesis.
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7.2 Determinacion Cuantitativa.

Para realizar la cuantificacion de la actividad caseinolitica se utilizé una
modificacion a la técnica de Mclaughlin y Faubert ( 41 ), que permite deter-
minar la actividad enzimética de fas muestras usando azocaseina ( Sigma )
como sustrato ( 40,48 ). La técnica consistid en colocar 50 ! de muestra con 50
ul de amortiguador Tris-HCI 0.1 M, CaCl, 0.01 M, pH 7.4, en un bafio Maria a
37°C con agitacion. Posteriormente se adicionaron 100 pl de solucidn de
azocaseina (10 mg/ml de la solucion amortiguadora) a cada mezcla de
reaccion, y se incubd por 10 minutos. La reaccion se detuvo per la adicion de
200 ul de acido triclaroacético al $% ( pfv ), sacando el tubo del bafo Maria y
manteniendolo 10 minutos a 4°C. Los {ubos se centrifugaron a 7700 x g por §
minutos en una microcentrifuga modelo 5415 ( Eppendort ), y en otre tuba con
350 ul de NaOH 0.5 N se agregaron 150 pl del sobrenadante. Se midit la
absorbancia de esta solucidon contra un blanco de reactivos a 440 nm de
longitud de onda en un espectrofotdmetro DU-6 ( Beckman Instruments ).

Para determinar las unidades de actividad enzimatica se utilizd la
siguiente ecuacién ( 40 ):

Ay X 60 /1.6 (1) = Actividad { U/ml )

t = Tiempo de incubacion en minutos

En donde 1 Unidad= Actividad hidrolizante de 1mg de azocaseina en 1
hora, a un pH dadao (40).

La actividad especifica (AE) se obtuvo con el dato de contenido proteico
de cada una de las muestras:
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AE(U/mg)= U/ml | mg/m}

Para evaluar la purificacién de las proteasas entre los distintos pasos del

esquema de aislamiento, se determind el grado de purificacién mediante la
siguiente ecuacion ( 30 ).

Grado de Purificacion= AE en el paso 2/AE en el paso 1

8,- PURIFICACION DE UNA PROTEASA CASEINOLITICA DE Nocardia
brasiliensis.

Para la purificacion de las proteasas caseinoliticas de N. brasiliensis, se
seleccionaron las técnicas de cromatografla de intercambio idnico en columnas
de DEAE-celulosa { Sigma ) y electroeluciébn de protelnas a partir de

electroforesis preparativa en geles de poliacrilamida. La fig. 1 muestra el
diagrama de flujo de esta metodologia.

8.1 Cromatografia de Intercambio (énico { DEAE-Celulosa ) ( $3.69 ).

La columna de DEAE-celulosa { 2.7X11.0 cm ) se equilibrd con
amortiguador de Tris-HCI 0.1 M, pH 6.5, y se ajustd a un flujo de 2.5 ml/minuto.
Se aplicaron 300 mg de extracto celular crudo de N. brasiliensis por columna en
volumenes de 200-350 ml, dependiendo del lote de extracto. Se recuperd el
eluido no unido a la DEAE-celulosa ya que fue el que mostrd actividad
caseinolitica en zimogramas de punto de las fracciones de 2ml. Las eluidos con
NaCl 1 M y 2 M, no mostraron actividad proteolitica. El eluido con la actividad
caseinolitica ( eluldo activo ) se colocd en membranas de didlisis con poro de
exclusion de 12 kDa ( Sigma ) y se concentro con sacarosa a 4°C por 12 horas;

posteriormente se dializd cantra agua destilada por otras 12 horas. Finalmente
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las muestras se liofilizaron en un liofilizador Freezemobile 12 ( Virtis ) para
almacenar a -20°C.

EXTRACTO CELULAR CRUDO DE
Nocardis brasiliensis CEPA HUJEG-1

'

DEAE-CELULOSA

¢

ELECTROFQRESIS PREPARATIVA EN GEL DE
POLIACRILAMIDA

ZIMOGRAMA
GEL DE POLIACRILAMIDA

\j

ELECTROELUCION DE LAS BANDAS
CON ACTIVIDAD CASEINOLITICA

Figura No. 1 Diagrama de Flujo del Esquema Metodoldgico Utilizado para Auslar las Proteasas
Caseinollticas de Nocardia brasiliensis.

8.2 Electroelucion de las Proteasas de Geles Preparativos 8%T en Condiciones
Nativas.

8.2.1 Electraoforesis Preparativa en Geles de Paliacrilamida en Condiciones No-
desnaturalizantes (12 ).

Se trabajé con geles preparativos ( 142 X 10 X 0.3 cm ) de
poliacritamida 8%T, 2.7%C, en condiciones no-reductoras ( ver apéndice A ).
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La electroforesis se realizd de la misma manera que con geles analiticos,
solo que el amortiguador de corrimiento se utilizd a una concentracion mayor

(Trizma base 50 mM, glicina 384 mM ). Se aplicaron 3.5 mg del eluido de
DEAE-celulosa de muestra por gel.

8.2.2 |dentificacion de la Actividad Caseinolitica.

Para identificar la posicion en la que migraron las proteasas en el gel
preparativo, se utilizé la técnica de zimograma ( 18,49 ). Una vez concluida la
electroforesis del gel preparativo, se cortaron verticalmente los extremos
izquierdo y derecho, asi como una pequefia seccidn central para realizar el
zimograma respectivo ( 49 ), mientras que las porcianes intactas del gel se
congelaron inmediatamente a -20°C para evitar la difusion de las proteinas. De
esta manera, una vez tefido el zimograma, se determinaron los sitios de
migracion electroforética de las actividades caseincliticas en el gel original.

8.2.3 Electroelucion de las Enzimas Caseinoliticas ( 29 ).

Una vez determinado el sitio de migracion de las proteasas en el gel
preparativo, se cortaron las bantdas cortespondientes con ayuda de una hoja de
bisturi y el gel se fragmentd en trozos pequefios. Los fragmentos de gel se
colocaron en una camara de electroelucidn modelo 422 ( BIC-RAD ), utilizando
una membrana de dialisis con poro de exclusién de 12 a 1§ kDa como barrera
de retencién. El amartiguador de la elucion fue Tris-HCI 25 mM, glicina 0.12 M,
pH 8.3. La electroelucidn se llevd a cabo a 4°C, aplicando 10 mA por muestra
por 2.5 horas. Al concluir el tiempa, se retir¢ la solucion amortiguadora y se
dejaron dializando las muestras a 4°C por 12 horas contra agua destilada;

posteriormente se determind la actividad especifica de los electroeluidos y se
liofilizaron para concentrarlos.
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9.- CARACTERIZACION BIOQUIMICA PARCIAL DE LAS PROTEASAS
CASEINOUITICAS DE Nocardia brasiliensis.

9.1 Determinacion de Masa Molecular por Cromatografia de Filtracién en Gel
en Columnas de Sephadex G-100 ( 50 ).

Para determinar el peso molecular de las proteasas en condiciones
nativas, se utilizd una columna de Sephadex G-100 ( 2.3 X 20.8 cm ) empacada
con amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, con un flujo de 0.6 ml/minuto a 4°C.
Se usaran los marcadores de peso molecular para filtracion en gel MW-GF-70 (
Sigma }; Dextran azul ( 2000 kDa ); citocromo ¢ de corazdn de caballo ( 12.4
kDa ); anhidrasa carbénica de eritrocitos de bovino ( 29 kDa ); albimina sérica
bovina ( 66 kDa ). Se aplicaron muestras de 1 ml y se recolectaron fracciones
de 2 ml, de acuerdo al boletin técnico GF-3 de Sigma. Se aplicé primero el
dextran azul para determinar el volumen vacio de la columna ( Vo ), vy
posteriormente los demas estandares. La absorbancia de cada fraccion se
midid a 280 nm para calcular el volimen de elucidon ( Ve ). Se construyb una
grafica con los valores de los cocientes Ve/Vo de cada estandar contra su peso
molecular. El peso molecular aproximado de las proteasas se calculo a partir de
la fraccion mas activa observada en un zimograma de punio, y posteriormente

en otro realizado despues de lievar a cabo la electroforesis de las mismas
fracciones.

9.2 Determinacidon de Masa Molecular por Electroforesis SDS-PAGE ( 27 ).

Para la determinacién de pesos moleculares bajo condiciones
desnaturalizantes por SDS-PAGE, |a electroforesis se realizé como se indica en
el apartado 5, aplicando ademds en un carril una muestra de marcadores de
peso molecular conocido Dalton Mark VII-L ( Sigma ). Los marcadores

utilizados fueron: a-Lactoalbumina de leche bovina { 14.2 kDa ); Inhibidor de
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tripsina de soya ( 20.1 kDa }; Tripsindgeno de pancteas bavino ( 24 kDa );
Anhidrasa carbdnica de eritrocitos de bovino ( 29 kDa ); Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa de musculo de conejo { 36 kDa), Ovoalbumina { 45

kDa ); y Albumina sérica bovina { 66 kDa ); los cuales se utilizargn segun las
indicaciones de la casa comercial.

Una vez realizada la electroforesis y teflido el gel, se determind la
movilidad relativa de cada proteina o RF:

Rf= Distancia de migracion de la proteina/Distancia de migracion
del frente de cormida.

Los valores de Rf se graficaron en las abscisas contra los pesos
moleculares conocidos en las ordenadas en un papel semilogaritmico. El peso
molecular de las proteinas desconocidas se calculd a partir de la curva trazada

por los marcadores de peso molecular { Boietin técnico MWS-877L de Sigma ).

9.3 Isoelectraenfoque Analitico (3,18 )

-Para determinar el punto isoeléctrico ( pl ) de las proteasas de
N. brasilignsis, se sometieron a isoelectroenfoque en gel analitico §%T, 2.9%C,

( ver apéndice A ) con un gradiente de pH de 3.0 a 10.0, en la cdmara 2117
Muttiphor 11 ( LKB ).

Para el isoelectroenfoque se colocd el gel sobre la camara y encima de
éste, en los extremos, se acomodaron 2 tiras de pape! filtro humedecidas en
solucién de HyPO, 1M ( anolite ) y NaOH 1M ( catolito ) en donde descansaron
los electrodos ( &nodo y catodo, respectivamente ). El sistema se precorrié 30
minutos a 10 W, conectado a un bario recirculante 2209 Multitemp { LKB )

ajustado a 10°C . Las muestras y marcadores se colocaron sobre papel filtro a
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concentraciones entre 0.4 y 1.0 mg/ml. El corrimiento se realizd por 3 horas a
10W.

Para visualizar las actividades caseinoliticas de las muestras se
realizaron zimogramas con fracciones del gel. El resto del gel se colocod en
solucion fijadora ( acido ticloroaceético 11.5% y acido sulfosalicilico 3.5% ) par 1
hora. Luego se dejo equilibrar el gel en solucion equilibradora { metanol 25%,
acido acético glacial 5%, en agua destilada ) por 15 minutos, para colocar
después en la solucion de teflido ( azul de Coomassie G-250 0.1% piv en
solucion equilibradora ) par 1 hora a temperatura ambiente. El gel se destifié

( etanol 25%, acido acético glacial 8%, en agua destilada ) hasta que el fondo
del gel quedé claro.

Para la determinacion de puntos isoeléctricos se siguieron las
indicaciones del boletin tecnico IEF-100 de Sigma. Los marcadores de pl
¢onocido que se utilizaron fueron: Amiloglicosidasa de Aspergillus oryzae,
Inhibidar de tripsina de soya; p-Lactoglobulina A de leche; Anhidrasa carbdnica
B de eritrocitos de bovino; Anhidrasa carbdnica B de eritrocitos humanos;
Mioglobina de corazdn de caballo; Deshidrogenasa L- lactica de musculo de
conejo; y Tripsinogeno de pancreas bovino. Se graficd el pl de los marcadores
contra la distancia de migracion desde el anodo; mientras que en los
zimogramas se midio |a distancia de migracién de las proteasas, para luego

interpolar estas distancias en la grafica y asi determinar sus pl.
9.4 Estabilidad Térmica de las Proteasas Caseinoliticas de N. brasiliensis.

Para observar la estabilidad de las enzimas a diferentes temperaturas se

realizaron zimogramas de muestras de extracto celular crudo variando la
temperatura y el tiempo de reaccidn.
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9.4.1 Estabilidad de las Proteasas Contenidas en el Extracto Celular Crudo a
37,45y 56°C.

Se colocaron 3 muestras de 100 pl de extracto celular crudo ( 7 mg/mil,
0.645 U/mg ) en tubos de centrifuga ( Eppendorf ), los cuales fueron incubados
a 37, 45 y 56°C durante 2 horas en bafio Maria con agitacion. Posteriormente

las muestras se almacenaraon a -20°C hasta su analisis.

9.4.2 Estabilidad de las Proteasas Contenidas en el Extracto Celular Crudo a
4°C,

Otra muestra de extracto celular crudo de 500 pl ( 7 mg/ml, 21.2 U/mg ),
colocada en un tubo Eppendorf, se mantuvo a 4°C y se obtuvieron alicuotas de

50 ul a los tiempos 0, 3, 6, 9, 12, 15 y 18 dias, las cuales se mantuvieron a -
20°C hasta su estudio posterior.

9.4.3 Electroforesis-Zimograma de las Muestras de las Proteasas que
Mostraron Autohidrélisis.

Para observar el comportamiento enzimatico de las proteasas después
de los tratamientos anteriares, se colocaron muestras de 56 pg de cada una de
ellas en los carriles de un gel de poliacrilamida 8%T, 2.7%C, el cual se sometid
a electroforesis en condiciones no-desnaturalizantes y posteriormente se

realizd el zimograma comrespondiente.
9.5 Clasificacion Catalitica de las Proteasas de N. brasiliensis.

La determinacidon de la cliase catalitica de las proteasas se realizd

mediante ensayos de inhibicion de la actividad enzimatica { 15 ). Se prepararon
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soluciones madre de cada uno de los inhibidores de proteasas: fluoruro de
fenil-metil sulfonilo { PMSF ) 200 mM en metanol ( Inhibidor de serina protea-
sas ); 4cido etilen-diamino tetra-acético ( EDTA ) 0.5 M ( Inhibidor de metalo-
proteasas ); acido iodoacético 100 mM ( Inhibidor de cisteina proteasas ); 1,10-
fenantrolina 200 mM en metanol ( Inhibidor de metaloproteasas }; ademds se
prepard una solucidn de 2-Mercaptoetanol 10 mM para verificar que la probable
inhibicién de la actividad por PMSF no fuera revertida ( serina proteasas ).

El procedimiento se realizd en tubos de centrifuga ( Eppendorf ) con
muestras de extracto celular crudo de 350 pg ( 0.645 U/mg ), a las cuales se
adiciond el inhibidor a una concentracién de: PMSF ( 0.2, 2y 20 mM ), EDTA
(0.5, 5 y 50 mM ), acido iodoacético (0.1, 1y 10mM ), 1, 10-Fenantrolina ( 0.2,
2y 20 mM ), y se incubd por 15 minutos a 37°C. Otros tubas con el inhibidor
PMSF se trataron con 2-Mercaptoetanol 10 mM para diferenciar entre inhibicién
de serina proteasas y cisteina proteasas, y se incubaron cotros 15 minutos
adicionales a 37°C. El ensayo de inhibicién de las proteasas fue seguido con 2

técnicas: electroforesis-zimograma y por medio de la técnica medificada de
MclLaughlin y Faubert. |

9.5.1 Técnica de Electroforesis-Zimograma.
La inhibicidn fue obsetvada tomando una alicuota de 15 wl ( 52 pg ) de
las mezclas de reaccion y aplicando directamente en un gel de poliacrilamida,

para que después de realizar la electroforesis-zimograma, determinar €l patron
de inhibicidn sobre las 3 proteasas.

9.5.2 Ensayo de Mclaughlin y Faubert.

El restoc de las mezclas de reaccidon incubadas con el inhibidor, fueron

adicionadas con azocaselna come sustrato y nuevamente incubadas a 37°C
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por 10 minutos. La reaccion se detuvo con la adicion de acido triclorg-acético

( TCA ) 5% p/v. La actividad enzimatica se determind a cada muestra como se
describid antes.

10.- DETERMINACION DE LA INMUNOGENICIDAD DE LA PROTEASA DE
38kDa EN RATONES BALB/c

Para determinar si la proteasa aislada ( proteasa superior ), que presento
una masa moalecular de 38 kDa, era inmunogénica en ratones BALB/c { 28 ), se
procedid a inmunizar una serie de ratones con el electroeluido correspondiente;
y los sueros de estos animales fueron analizados en una prueba

inmunoenzimatica de ELISA para determinar si hubo respuesta de anticuerpos
en contra de la proteasa.

10.1 Esquema de Inmunizacion de los Ratones BALB/c ( 28 ).

Las vias de inmunizacion/inoculacion utilizadas en el trabajo fueron

subcutanea e intramuscular, debido a que éstas son generalmente las vias de
inocutacién naturales de N. brasiliensis.

10.1.1 Inmunizacién de los Ratones con la Proteasa de 38 kDa de N.
brasiliensis.

Se formaron 4 grupos de 3 ratones cada uno:
Grupo Inmunizado con Proteasa. Este grupo se inmunizd con 10 pg de la

proteasa de 38 kDa en 50 pl de volumen, aplicanda 25 pl en el cojinete plantar

y otros 25 pl en el muslo de la extremidad pasterior izquierda ( 0.8 U/raton ).
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Grupo Inmunizado con Proteasa y Adyuvante Incompleto de Freund (AlF). Este
grupo recibid también 10 yg de proteasa de 38 kDa pero emulsificados con AlF
{ Gibco ) en relacion 1.2, en un volumen de 60 i, aplicandase 30 ul en el

cojinete plantar y otros 30 pl en el muslo de la extremidad posterior izquierda
( 0.8 Ulratén ).

Grupo Inmunizado con Eluido-DEAE. A este grupo se le inmunizé con 50 pg del
eluido de DEAE-celulosa, aplicando 25 pl en el cojinete plantar y otros 25 yl el
el muslo de la extremidad posterior izquierda ( 0.9 U/ratdn ).

Grupe Testigo AlF. Estos ratones recibieron §0 pl de AlF, 25 yl en el cojinete

plantar y 25 ul en el musio de la extremidad posterior izquierda.

Antes de la munizacion, los ratones fueron sangrados del plexo
retroorbital con ayuda de una pipeta Pasteur ( 20 ), se recolectd el suero y se
almacend a -20°C, correspondiendo éste a la muestra de tiempe cero. Los
ratones se mar¢aron convenientemente en el pelo con acido picrico para
reconocer individualmente c¢ada ratén, y asi de esta manera hacer el

seguimiento de! mismo a lo largo del experimento.

A los 15, 30 y 45 dias postinmunizacidén, los ratones se sanhgraron
nuevamente antes de recibir una reinmunizacidn, la cual consistio de 3 pg de
proteasa y 20 pg de eluido-DEAE, en valimenes de S0 yl, con o sin AlF, y
aplicdndose en el cojinete plantar izquierdo. Los ratanes inmunizados con AlF
también recibieron una dosis de 50ul de una emulsion de salucion salina

fisiologica-AlF. Los ratones valvieron a sangrarse a los 60 dias,
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10.1.2 Inmunizacidn de Ratones con Extracto Celular Crudo de N. brasiliensis
(28).

Para abtener un suero hiperinmune control confra el extracto celular
crudg, se inmunizaron ¢ ratones con 100 pg de extracto emulsificados en AIF
;n una relacion 1:2 y en un volimen de 100 yl ( 0.4 U/ratdn ). Se inocularon 50
pl en cada cojinete plantar. A los 15 y 30 dias se reinmunizaron con 30 pg de
extracto emulsificado en AIF. El sangrado de los ratones se realizd a los 38
dias. Este suero se utilizé para adaptar una prueba de ELISA contra proteasas.

10.2 Determinacion de Anticuerpos Anti-Proteasa por ELISA.

Para determinar el grado de respuesta de anticuerpos cantra las
proteasas, se utilizd un ensayo inmunoenzimatico contra el electroeluido de la

proteasa de 38 kDa, adaptando una técnica de ELISA ya estandarizada en el
laboratorio { 57 )

10.2.1 Sensibilizacion de las Placas de Poliestirenc con Antigeno.

Las placas de poliestireno de fondo plano de 96 pozos Costar { BIO-
RAD ), se sensibilizaron con 0.5 pg del electroeluido de la proteasa de 38 kDa,

diluidas en 200 pl de amortiguador de acetatos 0.14 M pH 5.0 por pozo, y se
dejaron a 4°C durante toda la noche.

10.2.2 Blogueo.

Las placas se lavaron 3 veces por 10 minutos, aplicanda 200 pl por pozo
de amortiguador de fosfatos-salina 0.15 M, pH 7.4 y Tween 20 1:1000 ( PBS-
Tween ). Posteriormente, el bloqueo de |a placa se realizd colocando 200 pl por
pozo de una solucion de PBS-Tween-Leche al 5%, durante 2 horas a 37°C. Se
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utilizd leche descremada Svelty ( Nestlé ). Después se lavd la placa con 200 pl
por pozo con PBS-Tween. Se realizaron 2 lavados de 5 minutos y luego 3

lavados de 1 minuto a temperatura ambiente.

10.2.3 Reaccidn del Primer Anticuerpo.

La reaccion del primer anticuerpo se realiz¢ diluyendo los sueros de los
ratones inmunizados 1:50 en salucion de PBS-Tween-Leche §%, y aplicando
200 yl por pozo. La reaccidon se lievé a cabo durante 1 hora a 37°C.
Posteriormente se lavd la placa con PBS-Tween, aplicando 200 pl por pozo,
haciendo 2 lavados de 5 minutos y 3 tavados de 1 minuto.

10.2.4 Reaccion del Segundo Anticuerpo.

El anticuerpo polivalente anti-inmunoglobulina de raton ( IgM, 1gG e IgA )
producido en cabra y conjugado a peroxidasa de rabano tipo VI ( Sigma ), se
diluyd 1:1000 en PBS-Tween-Leche 1%. Se aplicaron 200 pl por pozo y se
incub$ a 37°C durante 1 hora. Despues la placa se lavo con PBS-Tween de ja

siguiente manera: 1 vez por § minutos, y 2 veces por 1 minuto, aplicando 200
por pozo del amortiguador.

10.2.5 Revelado.

La reaccién de la peroxidasa que quedd unida en la placa se llevd a
cabo en un amortiguador de citrato-fosfato ( acido citrico 0.024 M y fosfato
monodcido de sodio 0.051 M ) pH 5.0. Se prepararon 25 ml de amortiguadar, y
antes de agregar 160 pl por pozo se disolvieron 0.01 g de o-fenilendiamina
{ Sigma ) y 3 pl de perdxido de hidrogeno al 30%. La placa se tapd con papel
aluminio y se dejé reaccionar en la oscuridad por 30 minutos a temperatura

ambiente. La reaccion se detuvo con la adicion de 40 ul de acido sulfdrico 1N a
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cada pozo. La lectura de absorbancia se realizd a 492nm en un lector de ELISA
BP-96 ( DIAMEDIX ).

11.- EFECTO DE LA INMUNIZACION ACTIVA Y PASIVA CON PROTEASAS

DE Nocardia brasiliensis EN EL MICETOMA EXPERIMENTAL EN RATONES
BALB/c.

Para estudiar la probable inmunaproteccion de ratones inmunizadaos con
la proteasa aislada, en contra de una infeccibn experimental por Nocardia
brasifiensis, se realizaron 2 experimentos para evaluar, por un lado, el

establecimiento de la infeccidn, y por el otro e! desarrolio del micetoma en el
ratén,

11.1 Estudia de la inmunizacion Activa y Pasiva con |a Proteasa de 38 kDa en

Ratones BALB/c, Durante el Establecimiento de la Infeccidn.

Se formaron € grupos de & ‘ratones cada uno, los cuales fueron
inmunizados y posteriormente infectados en el cojinete plantar. La valoracion
de la proteccion se realizé midiendo el aumento de la inflamacion en el cojinete
plantar y observando el dafic macroscépico, asi como mediante cortes
histoldgicos de las lesiones y por determinacidn de anticuerpos antiproteasa en
la prueba de ELISA descrita anteriormente.



11.1.1 Inmunizacion Activa y Pasiva.

11.1.1.1 Inmunizacién Activa.

Grupo Proteasa-AlF. Este grupo de ratones recibid 10 pg del electroeiuido de la
proteasa de 38 kDa, emulsificadas can AIF en relacién 1:1 y en volumen de 50
ul, los cuales se inocularon en el cgjinete plantar derecho.

Grupo Extracto Celular Cruda, Los ratones de este grupo fueron inmunizados

con 100 pg de extracto Celular Crudo en un volumen de 50 pl y aplicados en el

cojinete plantar derecha.

Grupo AlIF, Este grupo de ratones fue inmunizado con una emulsidn de
solucion salina fisiclogica - AIF en relacion 1:1, en un volumen de §0 pl y
aplicados en el cojinete plantar izquierdo. Este grupo de ratones se utilizd
solamente como control de inflamacidn ya que no fue ni infectado, ni

muestreado para obtener suera o los cortes histologicos de cojinete plantar,

Los grupos anteriores fueron reinmunizados a los 15 dias, con una
emulsién de 3 ng de Proteasa-AlF, 30 pg de Extracto Celular Crudo y la misma
dosis de solucion salina-AlF respectivamente, aplicdndose en un volumen de
50ul en el cojinete plantar inmunizado antes. Los ratones fueron infectados en

el cojinete plantar izquierdo ( tiempo cero ), a los 15 dias posteriores a la
reinmunizacion,

Grupo Testigo. Este grupo de ratones no recibidé ningun tratamiento previo a la
infeccion con las bacterias.
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11.1.1.2 inmunizacion Pasiva de los Ratones.

Para la inmunizacidon pasiva se utilizé el suero de los ratones del
experimiento anterior, haciendo una mezcla de los sueros de los ratones
inmunizados con Proteasa y Proteasa-AlF por un lado ( Grupo Pasivo
Protsasa ), y los sueros de los ratones tratados con AlF por otro ( Grupo Pasivo
AlF ). Los suercs fueron colectados y almacenados a -20° C. Los suercs fueron

inactivados a 56° C por 30 minutos y filtrados por fittro Millipore de 0.22 um al
momento de utilizarse.

Grupo Pasivo Proteasa. Los 8 ratones de este grupo, recibieron 100 pl del
suero mencionado antes, en el muslo derecho, al momento de ser infectados
con el indculo de Nocardia brasiliensis ( tiempo cero ). Se repiti¢ la misma dosis
del suero a las 48 y 96 haras postinfeccion.

Grupa Pasivo AlF. Los ratones de este grupa recibieron €l mismo tratmiento del

grupo anterior, pero con el suero de ratones tratados unicamente con
adyuvante incompleto de Freund.

11.1.2 Infeccion experimental en los ratones inmunizados ( 66,73 ).
Los ratones fueron infectadas con una dosis de 50 pl de inéculo de
Nocardia brasiliensis consistente de 5 X 10° U F C, por via subcutanea en el

cojinete plantar izquierdo. El tiempo en el cual se realizé la infeccidn constituyd
el tiempo cero del experimento.

11.1.2.1 - Cuantificacidon de Bacterias. Método Estandar en Placa (63 ).

La cuantificacién de unidades formadoras de colonias por mililitra de

muestra { UFC/ml ) se realiz6 a partir de la suspensién unicelular de
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N. brasiliensis. En tubos de ensaye 15 x 145 mm con tapon de rosca, se
adicionaron 9 ml de solucidn salina 0.85% piv, estéril, y se realizaron diluciones
seriadas de 1:10 a 1:10’ del indculo de N. brasiliensis. Antes de preparar cada
dilucién, la muestra se mezcid por 2 minutos en un vortex S/P { American
Scientific Products ). Se agregd 1 ml de cada dilucién a una caja Petri estéril de
9 cm de diametro, a la cual se adicionaron 18 ml de agar BHI enfriado a 40-
45°C. Se mezcld con movimientos circulares para que la muestra quedara
extendida homogeneamente y se dejd solidificar. Las cajas se incubaron a 37°C
durante 48 horas ( Incubadora J.M. Ortiz ). Se cuantificaron las colanias en un
cuentacolonias Quebec modelo 3327 ( Leica ), y se determind el numero de
UFC/mi de indceulo.

11.1.3 Observacion Macrescopica del Establecimiento de Ia Infeccion.

Se realizé un estudio de la respuesta inflamatoria en el ¢ojinete plantar
infectado, determinando el aumento de volumen debido a fa infeccion como la
diferencia ( en cm ) entre el grosor del cgjinete plantar inflamado, y el grosor .
medido antes de infectar los ratones ( 45 ). Las mediciones se realizaron a los
2,4 y7dias (n=8); 16 dias (n=6 ); a los 21, 26 y 30 dias ( n=4 ) postinfeccién
con ayuda de un vemier ( Scala ). Los datos fueron manejados

estadisticamente mediante la prueba t de Student ( 19,45 ).

11.1.4 Estudio Histoldgico de las Lesiones Causadas por Nocardia brasilensis
(42).

Se sacrificaron 2 ratones de cada grupo a los 7, 15 y 30 dias
postinfeccion. Los ratones fueron anestesiados en una atmésfera con éter
etilico y posteriormente fueron desangrados a blanco mediante el corte de los
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vasos sanguineos del cuello con una hoja de bisturi. La sangre se colectd y el
suero obtenido se almacené a-20°C.

Inmediatamente después se cortd ia extremidad posterior izguiera y se
colocd en PBS, Con la hoja de bisturi se realizd un corte perpendicular
longitudinal a lo largo del cojinete plantar hasta que se alcanz¢ el 1ejido dseg, y
luego se hizo un corte hacia la region lateral externa. Se realizé una impronta
del material en un portaobjeto y finalmente la pieza se depositd en
formaldehido al 4% v/v a temperatura ambiente, hasta terminar el experimento.
Las improntas se fijaron con metano! y se tiieron con la técnica de Kinyoun

(5)
11.1.4.1 Descalcificacion de las Muestras.

Para realizar un estudio del estado Oseo de las piezas fijadas en
formaldehido, se llevé a cabo una descalcificacion de las mismas. Las piezas
se lavaron con agua cormignte y se colocaran en solucidn descalcificadora ( HCI

concentrado 115 ml, acido férmico 65 ml y 500 ml de agua destilada ) por 6
dias.

11.1.4.2 Deshidratacion e Inclusidn en Parafina de las Muestras.

Una vez que se fijaron y descalcificaron las piezas, fueron deshidratadas
primeramente antes de hacer la inclusidn en parafina. El protocolo de
deshidratacion- inclusion fue realizado en un Histokinette ( British American
Optical Co. LTD ) ( ver apéndice B ).
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11.1.4.3 Cortes Histologicos y Tincidn con Hematoxilina-Eosina.

Los cortes de las piezas se realizaron mediante un microtomo 820
Spencer ( American Optical Corp. ), haciendo secciones de 5 ym de ancho. Los
cortes se hicieron de las partes superficial, intermedia y profunda de cada

muestra. En el apéndice B se describe la técnica utilizada para la tincion de los
cortes.

11.1.4.4 Tincion de Kinyoun ( 5 ).

Las improntas realizadas de las piezas de cojinete plantar, se tifieron por
5 minutos con carbolfucsina de Kinyoun sin calentar { ver apendice C ). Luego
se destind ligeramente con una solucion de H;S0, 1 %. Se contrastd con azul

de metileno ( 0.3 g. de azul de metiieno en 100 ml de agua destilada ) por 1
minuto,

11.1.5 Estudio de la Respuesta de Anticuerpos contra la Proteasa de 38 kDa.

La determinacién del grado de respuesta de anticuerpos contra la
proteasa de 38 kDa se realizd mediante el ensayo de ELISA descrito antes.
Ademas de los sueros colectados de los animales sacrificados para el estudio
histologico, se sangraron 3 ratones de cada grupo por via del plexo retroorbital
alos 7 y 15 dias postinfeccian ( n=5 ), y 2 ratones a los 30 dias { n=4 ).

Cabe aclarar que iniciaimente se sangraron 9 ratones de cada grupo al
tiempo cero, antes de que fueran infectados en el cojinete plantar.
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11.2 Estudio del Efecto de la Inmunizacién Activa y Pasiva con la Proteasa de
38 kDa en el Desarrolio del Micetoma Experimental en Ratones BALB/c.

En este segundo experimento se planted investigar el efecto protectar en
ratones inmunizados con la proteasa de 38 kDa durante el desarrollo del
micetoma experimental, haciendo una comparacion entre los diferentes grupos
de ratones y el desarrollo natural de la enfermedad en un grupo testigo. Se
trabajaron 15 grupos de ratones integrados por 7 animales cada uno, divididos
éstos entre inmunizacion activa, inmunizacion pasiva con suero de 30 dias
postinmunizacion, e inmunizacion pasiva con suero de 60 dias
postinmunizacion ( S grupos de ratones por experimento ). La evaluacidn del
efecto protector de la inmunizacidn contra una infeccion por Nocardia
brasifiensis se realizé mediante la observacion macroscépica del desarrollo de
lesiones en el cojinete plantar de los ratones, y mediante la técnica de ELISA
para determinar su respuesta de anticuerpos contra la proteasa de 38 kDa
entre los 30 y los 150 dlas postinfeccian.

11.2.1 Obtencidon de los Sueros de Ratdn para la Inmunizacion Pasiva.

Para obtener los sueros inmunes necesarios para la nmunizacion

pasiva, se formaron § grupos de 5 ratones cada uno, los cuales fueron tratados
como sigue:;

Grupo Anti-Proteasa. Este grupo recibi¢ 10 pg de proteasa de 38 kDa en un

volumen de 50 pl, por via subcutanea en el cgjinete plantar derecho.

Grupo Anti-Proteasa + AlF. Los ratones de este grupe recibieron 50 ul de una

emulsion de 10 ug de proteasa de 38 kDa y AlF, en relacion 1:1, en el cojinete
plantar derecho.



Grupo Anti-AlF. Estos ratones recibieron $0 pl de una emulsién de solucion
salina fisiologica - AlF 1:1, en el cojinete plantar derecho.

Grupo Anti-Extracto Celular Crudo. Este grupo se inmunizd con 100 ug de

extracto celular crudo en un volumen de 50 pl en el cojinete plantar derecho.

Grupo Anti-Nocardia brasiliensis muerta por calor. En este grupo los ratones
recibieron 50 ul de una suspension de Nocardia brasiliensis muerta por calor

( 15 libras/pulgada’, 15 minutos en autoclave ) correspondiendo a 9x10° UFC,
en el cojinete plantar derecho. (66 ).

A los 15 dias posteriores a la inmunizacidn se realizé una reinmunizacién
inyectando el antigeno por via subcutanea en el cojinete plantar derecho y en
un volumen de 80 pl. Las dosis aplicadas fueron: 3 pg de proteasa; emulsidn
de 3 pg de proteasa-AlF; emulsidn de solucién salina fisioldgica-AlF; 30 ng de

extracto celular crudo; y 3x10° Nocardia brasiliensis muerta por calor,
respectivamente.

Después de 15 dias se sacrificaron 2 ratones de cada grupo para
obtener su suero, y se sangraron del plexo retroorbital los 3 restantes. Los
sueros colectados se almacenaron a -20°C, constituyendo el suero de 30 dias
necesario para la inmunizacion pasiva.

Posteriormente, a los 30 dias, se sacrificaron los 3 ratones restantes de
cada grupo y se abtuvo su suero, €l cual se colectd, se inactivd a 56°C por 30
minutos y se filtré por Millipore 0.22 pm. Este suero de raton de 60 dias

. postinmunizacion se utilizd para inmunizar pasivamente a otros grupos de
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ratones. Al mismo tiempo se descongeld el suero de 30 dias postinmuni2acién
y también se inactivé y filtré para ser utilizado inmediatamente.

11.2.2 Inmunizacion Activa.

Para hacer coincidir los esquemas de inmunizacién pasiva y activa con el
tiempo de infeccion de los ratones ( tiempo cero del experimento ), 30 dias
antes de abtener el suero inmune pasivo de 60 dias se inmunizaron los ratones
correspondientes a la inmunizacién activa. Se formaron 5 grupos de 7 ratones
cada uno, de la siguiente manera:

Grupo Proteasa. Cada raton se inmunizé con 10 ug de Proteasa de 38 kDa en

un volumen de 50 pl, por via subcutanea en el cojinete plantar derecho.

Grupo Proteasa-AlF. Este grupo recibié 50 ul de una emulsion de 10 ug de
proteasa de 38 kDa en AlF { 1:1) en el cojinete plantar derecho.

Grupo Testigo. Este grupo de ratones no recibid ningln tratamiento previo a la
infeccidn experimental.

Grupa Extracto Celular Crudo. Los ratones de este grupo fueron inmunizados

con 50 pl de una muestra de 100 pg de extracto celular crudo, por via
subcutanea en el cojinete plantar derecha. .

Grupo AlIF. A este grupo se le administraron &0 pl de una emulsion de

solucion salina fisioldgica-AlF (1:1) en el cojinete plantar derecho.

Después de 18 dias, los ratones se reinmunizaron con 3 ug de proteasa;
emulision de 3 pg de proteasa-AlF; 30 pg de extracto celular crudo; y emulsion
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de solucion fisioldgica-salina, respectivamente. Cada dosis se aplicd por via
subcutanea en el cojinete plantar derecho, en un volumen de 50 pl.

Posteriommente, a los 15 dias después de reinmunizar |os animales, se
infectaron con 5x10% UFC de Nocardia brasiliensis en un volumen de 50 pl,

aplicados en el cojinete plantar izquierdo ( tiempo cero ).

11.2.3 Inmunizacion Pasiva.

En el experimento de inmunizacién pasiva se formaron 10 grupos de 7
ratones cada uno : 5 grupos para la inmunizacion pasiva de 30 dias, y 5 grupos
para la inmunizacion pasiva de 60 dias. Las inmunizaciones pasivas se
iniciaron al tiempo cero, es decir, en el mamento de realizar la infeccion con
5x10° UFC de Nocardia brasiliensis aplicadas en el cojinete plantar izquierdo.
Los grupos de ratones que recibieron la inmunizacion pasiva, se identificaran
con el nombre del antigeno con el cual se inmunizaron los ratones donadgres
del suero. Cada raton recibid una dosis de suero correspondiente de 100 ul por

via intrapentonial, la cual se repitio a las 48 y 96 horas postinfeccidn:

Grupo Pasivo Proteasa

Grupo Pasivo Proteasa-AlF

Grupo Pasivo AlF

Grupo Pasivo Extracto Celular Crudo

Grupo Pasivo Nocardia brasiliensis muerta par calor
11.2.4 Observacion Macroscdpica del Desamollo del Micetoma Experimental.
La evaluacion del proceso inflamatorio del cojinete plantar se realizd

cada 15 dias a lo largo del experimenta. Los datos fueron manejados igual que
en el apartade 11.1.3 para cada uno de los 15 grupos estudiados.
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11.2.5 ELISA para Determinar el Grado de Respuesta de Anticuerpos contra la
prateasa de 38 kDa.

Se sangraron 3 ratones de cada grupo a los 30, 60, 90, 120 y 150 dias
postinfeccién, y sus sueros analizados para determinar el grado de respuesta

contra |a proteasa de 38 kDa, como se describid previamente.

11.3 Caracterizacion Parcial por ELISA de los Sueros usados en Inmunizacién
Pasiva.

11.3.1 ELISA anti Nocardia brasiliensis.

Para determinar la presencia de anticuerpos anti-proteasa en los sueros
inmunes utilizados en este experimento, se realizaron 3 pruebas de ELISA:
ELISA anti-proteasas que se detalld antes; ELISA anti-extracto celular crudo
estandarizado en nuestro laboratonio; y ELISA anti-extracto semipurificado
estandarizado también en el [aboratorio de Inmunologia y aplicado en el
diagnoéstico de micetoma en pacientes del Hospital Universitario ( 57 ).

Las placas se sensibilizaron con 0.5 pg de proteina por pozo para la
proteasa de 38 kDa y para el extracto semipurificado; mientras que del extracto

celular crudo se aplicaron 50 pg. Los ensayos se realizaron como en el
" apartado 10.2.

11.3.2 Determinacion de |sotipo por ELISA.

Para determinar el isotipo de los anticuerpos anti-extracto celular crudo y

anti-proteasa, de los sueros de inmunizacion pasiva, se utilizd un equipo Mouse
Typer Sub-lsotyping ( Bio-Rad ).
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El procedimiento es el descrito previamente ( 57 ), lo mismo que las
cantidades de antigeno utilizadas para sensibilizar las placas. La diferencia
radica en que en lugar de agregar el segundo anticuerpo conjugado a
peroxidasa, se adicionaron los anticuerpos tipificadores del equipo,
desarrollados en conejo contra las inmunoglobulinas de raton ( anti-igM, anti-
1gG1, anti-lgG2a, anti-lgG2b y anti-igG3 ). Después de lavar, se agregd un
tercer anticuerpo anti-lgG de conejo desarrollado en cabra y conjugado a

peroxidasa diluido 1:1000. El resto del ensayo se realizé como ya fue descrito.
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RESULTADOS.

1. OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO DE Nocardia brasiliensis.

Cada lote de cultivo de Nocardia brasiliensis en medio BHI|, se obtuvo a
partir de 5.4 L de medio, de los cuales se obtuvieron 10 g de masa bacteriana
seca. El rendimiento obhtenido del extracto celular crudo fue de 270 a 350 mg
de proteina total ( 9 ). En la fig. 2 se muestra el patrén electrofarético del
extracto celular crudo en gel de poliacrilamida del bajo condiciones
desnaturalizantes ( carril 2 ), el cual muestra una serie de bandas entre los
marcadores de 66 y 14 kDa. En la fig. 3 se presenta una electroforesis en gel
de poliacrilamida bajo condiciones no-desnaturalizantes, en donde se muestra
el extracto celular y su respectivo zimograma que presenta las tres aclividades
proteoliticas descritas antes ( carmiles 1 y 4 respectivamente ){ 56 ).

2. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE UNA PROTEASA CASEINOLITICA DE
Nocardia brasiliensis.

Para el aislamiento y purificacion de una proteasa, a partir de extracto
celular crudo de Nocardia brasiliensis, se selecciond la metodologia que menos
interfirid con la actividad enzimdtica y que produjo los mejores rendimientos. Un

resumen de esta metodclogia se presenta en la fig. 1.
2.1. Cromatografia de Intercambio I0nico en Columnas de DEAE-celulosa.

El paso del extracto celular crudo a través de las columnas de DEAE-
celulosa, equilibrada con Tris-HCl 0.1M, pH 6.5, retuvo aproximadamente un
95% de material proteico no-proteclitico, mientras que en el 5% del material
proteico eluido se encontraron las actividades caseinoliticas en estudio. Por
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cada lote de cultivo de Nocardia brasiliensis en medio BHI, se recuperaron
entre 13 y 15 mg de eluido proteolitico ( 9 ). En la fig. 2 se observa una muestra

Figura No. 2 Electroforesis SDS-PAGE en el Aislamiento de las Proteasas de Nocardia
brasiliensis. Geles de Poliacrilamida 10-18%T, 2.7%C. Carriles: 1, Marcadores de masa
molecular; 2, Extracto celular crudo; 3, Eluido-DEAE; 4, Electroeluido de la proteasa superior.
Tincién con azul de Coomassie y nitrato de plata.

de este eluido activo procesado bajo electroforesis en condiciones desnatu-
ralizantes ( carril 3 ), mientras que en la fig. 3 se muestra el mismo eluido pero
bajo electroforesis nativa con su zimograma correspondiente para demostrar la

actividad de las proteasas presentes ( carriles 2 y 5 respectivamente ).
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Figura No. 3 Electroforesis Nativa-Zimograma en el Aislamiento de las Proteasas de Nocardia
brasiliensis. Geles Nativos de Poliacrilamida 12%T, 2.7%C, y Geles Sustrato de Poliacrilamida
7.5%T, 2.7%C, con Caseina 1.14 mg/ml. Carriles: 1, Extracto celular crudo; 2, Eluido-DEAE; 3,
Electroeluido de la proteasa superior; 4, 5 y 6 son los zimogramas correspondientes tefiidos con
azul de Coomassie. Los carriles 1, 2 y 3 estan tefiidos con azul de Coomassie y nitrato de plata.
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2.2. Electroelucidon de la Proteasa Superior.

La electroelucidon del eluido activo obtenido por cromatografia en DEAE-
celulogsa y sometido a electroforesis preparativa en condiciones no-
desnaturalizantes dié un rendimiento entre el 0.4 y 0.6% en proteina total { 9)
para el electroeluido 1 que corresponde a la proteasa superior detectada por
zimograma. Ver fig. 2 ( carril 4 ) y 3 ( cartiles 3 y 6 respectivamente ).

En la tabla | se muestran los gradas de purificacion obtenidos en el
aislamiento de la proteasa superior, la cual fue aislada con un grado de 60.9.
Esta tabla ademas incluye el contenido de proteinas y la actividad especifica

de cada uno de los pasos del esquema de aislamiento seguido.

3. CARACTERIZACION BIOQUIMICA PARCIAL DE LAS PROTEASAS
CASEINOLITICAS DE Nocardia brasiliensis.

3.1, Determinacién de Masa Molecular,

La masa molecular de las proteasas se determind por cromatografia de

filtracion en gel y por electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes.

3.1.1 Cromatografia de Filtracidn en Gel en Sephadex G-100.

Debido a la poca resolucion mostrada por Ia columna de Sephadex G-
100 para separar las tres actividades proteoliticas, la masa molecular calculada
para las mismas fue de 42 kDa (Tabla if). Lo anterior debido a que la fraccion
cromatografica que mostr¢ (a actividad caseinolitica mas alta en un zimograma
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TABLA|

AISLAMIENTO DE LAS PROTEASAS DE Nocardia brasiliensis

PROTEINA ACTIVIDAD GRADO DE
TOTAL ESPECIFICA PURIFICACION*

EXTRACTO
CELULAR 300 myg 1.8 Uimg
CRUDO
ELUIDO
DEAE- 14.7mg 5.7 Umg 31
CELULQOSA
ELECTRO- 0.068 mg 109.7 Uimg 60.9
ELUIDOS 0.143 mg 37.7 Uimg 20.9
1,2y 3+ 0.099 mg 26.2 U/img 14.5

* Grado de Punficacion= Actividad Especifica en el Pasa 2/Actividad Especifica en el Paso 1,

** El gorden corresponde 3@ la primera, segunda y tercera actividad proteolltica en los
Zimogramas.

La determinacion de proteinas se realizd por el métado de Bradford { 9 ), mientras que la
actividad pratealitica fue medida mediante la técnica de McLaughlin y Faubert { 41 ).

de punto, también presentd la mayor actividad de las 3 proteasas en un
Zimograma realizado de una electroforesis de las fracciones.
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312 Electroforesis en Geles de Poliacrilamida en Condiciones
Desnaturalizantes con SDS.

Para la determinacion de masa molecular de las proteasas de
N. brasiliensis, se utilizaron geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes ( SDS-PAGE ) a partir de enzimas purificadas por
electroelucién. Las masas moleculares calculadas fueron de 38 y 36 kDa para
las proteasas superior e intermedia respectivamente. Estos valores representan
un promedio de 5 determinaciones. En la tabla Il se muestra una de estas

determinaciones. La tercer actividad caseinolitica no fue posible detectarse en
las electroforesis.
TABLA I

DETERMINACION DE MASA MOLECULAR POR CROMATOGRAFIA DE
FILTRACION EN GEL ( SEPHADEX G-100 ).

MARCADORES Ve (mi) Ve/Vo PM( kDa)
ALBUMINA

BOVINA 40.2 1.116 66
ANHIDRASA

GARBONICA 54.8 1.522 29
CITOCROMO ¢ 63.2 1.7568 12.4
PROTEASAS DE

N. brasiliensis §0.0 1.388 42,2

Vo Dextran azul= 36.0 m!
r=-0.998; A=159.818; B=-84.682



TABLA I

31

DETERMINACION DE MASA MOLECULAR POR ELECTROFORESIS EN GEL DE
POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES ( SDS-PAGE ), DE

LAS PROTEASAS DE Nocardia brasiliensis.

MARCADORES Rf PM ( kDa )
ALBUMINA

BOVINA 0.250 66
ALBUMINA DE

HUEVO 0.366 45
GLICERALDEHIDO 3-P

DESHIDROGENASA 0.433 36
ANHIDRASA

CARBONICA 0.566 29
TRIPSINOGENO 0.616 24
INHIBIDOR DE

TRIFSINA 0.733 20
a-LACTOALBU-

MINA 0.883 14.2
ELECTROELUIDO 1

PROTEASA SUPERIOR 0.483 38.5
ELECTROELUIDO 2

PROTEASA INTERMEDIA 0.516 36.0

=0.842, A=75.183; B=-75.924
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3.2. Determinacion de Punto |soeléctrico.

De acuerdo a los datos obtenidos de los zimagramas y los geles de
isoelectroenfoque respectivos, el punto isoeléctrico para la proteasa superior
fue de 5.2, mientras que para la intermedia y la inferior el valor varié entre 4.0 y

4.7. Los valores anteriores son un promedio obtenido de 7 determinaciones. En
la tabla IV se muestra una de ellas.

3.3 Efecto de la Temperatura en la Estabilidad de las Proteasas Presentes en
el Extracto Celular Crudo.

La incubacién del extracto celular crude a 37°C durante -2 horas,
practicamente no presentdé cambios en el zimograma con respecto al contral sin

incubar, como se observa en los carriles 2 y 1 respectivamente, de la fig. 4.

En cambio los tratamientos a 45 y 56°C, si muestran pérdida de actividad
proteolitica, sobre todo a §6°C ( carril No. 4 ); mientras que la incubacion del
extracto a 45°C parece mostrar una ligera disminucion en la actividad de la
proteasa superior { carril No. 3 ). Por otro lado, las muestras incubadas a 4°C y
recolectadas a los 0, 6, 12 y 18 dias ( carriles 5 al 8 ), muestran claramente
como la actividad caseinglitica superior va disminuyendo con 8l tiempo,

mientras la intermedia va aumentando. La proteasa inferior parece aumentar
también ligeramente, pero con muy poca actividad.

3.4 Ensayo de Inhibicidn de la Actividad de las Proteasas de Nocardia
brasiliensis para Determinar su Clase Catalitica.

El ensayo de inhibicién realizado con el extracto celular crudo, y

observado mediante electroforesis nativa en geles de poliacrilamida vy
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zimograma, mostrd inhibicion de la actividad caseinolitica con PMSF, en las

tres concentraciones probadas, la cual no fue revertida por la adicién del

TABLAV

DETERMINACION DE PUNTO ISOELECTRICO EN GEL DE
POLIACRILAMIDA DE LAS PROTEASAS DE Nocardia brasiliensis.

MOVILIDAD DESDE

MARCADORES EL ANODO (em) pl
AMILOGLICOSIDASA 1.40 3.55
(NHIBIDOR DE
TRIPSINA 2.10 4.55
B-LACTOGLO-
BULINA A 4.30 513
ANHIDRASA
CARBONICA 6.15 5.65
MIOGLOEINA 7.15Y 7.60 6.76 Y 7.16
DESHIDROGENASA
L-LACTICA

8.05,8.35Y 8.65

8.30, 8.40 Y 8.55

TRIPSINOGENQ

8.90 9.30
PROTEASA
SUPERIOR 4.20 5.28
PROTEASA INTERME-
DIA E INFERIOR 2.35Y3.00 4.02Y 4,46

Las proteasas se observaron por zimografia del gel de isoelectroenfoque.

=Q0.951; A=2.420; B=0.683
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agente reductor 2-mercaptoetanol, como se muestra en la fig. 5 ( carriles 2 y
3 ). En cambio, el tratamiento del extracto celular crudo con los oftros
inhibidores, no muestra diferencia con respecto al control en el zimograma
( carriles 1, 4, 5 y 6 ). Por otro lado, en Ila tabla V se presenta el ensayo
paralelo realizado con azocaseina, en el cual observamos el mismo
comportamiento anterior, en donde PMSF produjo una inhibicion del 58% de la
actividad caseinolitica, la cual no fue revertida por el 2-mercaptoetanol 10mM.

En cambio los otros inhibidores no tuvieron aparentemente ningtin efecto sobre

Figura No. 4 Zimograma de Autodigestion Parcial de Muestras de Extracto Celular Crudo de
Nocardia brasiliensis. “Negativo” de zimograma de extracto celular crudo incubado a diferentes

temperaturas para observar la autodigestion de las proteasas. Carriles 1-4, Control y muestras
incubadas a 37, 45 y 56°C por 2 horas respectivamente; Carriles 5-8, Control y muestras
incubadas a 4°C durante 6, 12 y 18 dias respectivamente.
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la actividad de las muestras. Lo anterior, permite clasificar a las proteasas de

Nocardia brasiliensis coma serina proteasas.

TABLAYV

ENSAYOQ DE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD CASEINOLITICA PARA
DETERMINAR SU CLASIFICACION CATALITICA. PORCENTAGE DE
INHIBICION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA DEL EXTRACTO CELULAR

CRUDO DE Nocardia brasiliensis

PORCENTAGE DE

INHIBIDOR CONCENTRACION INHIBICION
PMSF 0.2mM 58
PMSF+2-ME 0.2 mM 58
EDTA 5§ mM 0
AC. IODOACETICO 0.1mM 0
1-10 FENANTROLINA 2mM 0

Concentraciones efectivas; PMSF { 0.1-1.0 mM ), Eﬁfh( 1-10 mM ), Acido iodoacético ( 10-
100mM ), 1-10 Fenantrolina ( 1-10mM ) (8 ).

Metodo de Mc Laughiin y Faubert { 41 ).
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Figura No. 5 Zimograma de Muestras de Extracto Celular Crudo en la Determinacién de la Clase
Catalitica de las Proteasas. Se trataron muestras de extracto celular crudo con los diferentes
inhibidores a 1, 10 y 100 veces su concentracion efectiva ( 8 ). La mezcla de inhibicién se incubd
por 15 minutos a 37°C antes de ser aplicada a un gel de poliacrilamida y efectuar la
electroforesis en condiciones no-desnaturalizantes. La figura representa el zimograma
correspondiente. Carriles: 1, Extracto celular crudo sin tratamiento; 2, PMSF; 3, PMSF y 2-
mercaptoetanol; 4, EDTA; §, Acido iodoacético; 6, 1,10-fenantrolina; 7, Control de solvente con

metanol
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4. INMUNOGENICIDAD DE LA PROTEASA DE 38 kDa DE Nocardia
brasiliensis EN RATONES BALB/c.

Los resultados obtenidos muestran claramente que el grupo de ratones
inmunizados con el electroeluido 1 ( proteasa de 38 kDa ), respondieron
positivamente contra el mismo antigeno en la prueba de ELISA a los 30 y 45
dias posteriores a la inmunizacidn, mientras que los ratones inmunizados con la
emulsion de electroeluido 1 y adyuvante incompleto de Freund respondieron
desde los 15 dias de una manera mas rdpida y alta. Los sueros de los ratones
inmunizados con el eluido de extracto celular crudo pasado par columnas de
DEAE y enriquecido en las 3 proteasas, también mostraron una buena
respuesta desde los 15 y 30 dias. Por otra parte, los valores de absorbancia de
los sueros de los ratones tratados solo con adyuvante incompleto de Freund, se
utilizaron como el control negativo del ensayo, junto con los sueros de los
demas ratones recolectados a tiempa cero. Ver la fig. 6.

El analisis estadistico de estos resultados fue realizado mediante fa
prueba t de Student y reveld que no existen diferencias significativas entre la
magnitud de la respuesta de anticuerpos de los ratones inmunizados con el
electroeluido 1 emulsificado con adyuvante incompleto de Freund y la
respuesta de anticuerpos de los ratones tratados con el eluido de DEAE-
celulosa ( p<0.5 ) a ninguno de los tiempos ensayados. En cambio la respuesta
de estos mismos ratones junto con la de los ratones inmunizados solamente
con el electroeluida 1 muestra una diferencia significativa a los 45 y 60 dias
( p<0.01 ) con respecto a los ratones tratados dnicamente con adyuvante
incompleto de Freund. Por otro lado, la respuesta de anticuerpos del grupo de
ratones inmunizados con la proteasa-AlF y el grupo tratado con eluido-DEAE
respecto al grupo tratado con AIF mostrd una p<0.001 a los 45 y 60 dias. La

respuesta observada entre los ratones inmunizados con el electroeluida 1 y los
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ratones tratados con el mismo electroeluido emulsificado con adyuvante

también fue estadisticamente diferente entre los 45 y 60 dias ( p<0.01 ). Entre

los 0 y 15 dias no se presentaron diferencias significativas entre los cuatro

grupos de ratones estudiados.
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Figura No. 6 Inmunogenicidad de La Proteasa de 38kDa en Ratones BALB/c. Las columnas
representan el promedio de los valores de absorbancia y su desviacion estandar, de los suercs

de ratones inmunizados analizados por ELISA contra la proteasa.
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5. EFECTO DE LOS ANTICUERPQOS ANTI-PROTEASA DE 38 kDa EN

RATONES BALBIc EN LA IMPLANTAGCION Y DESARROLLO DEL MICETOMA
EXPERIMENTAL POR Nocardia brasifiensis.

Para determinar si la inmunizacién activa y/o pasiva con la proteasa de
38 kDa confiere proteccién se realizaron dos experimentos: uno para evaluar el

efecto en el establecimiento de la infeccién, y otro para investigar el efectg en el
desarrolio del micetoma.

5.1. Estudio del Efecto Pratectar inducido por la Inmunizacién Activa y/o Pasiva

en ¢! Establecimiento de |a Infeccion Experimental en Ratones BALB/c.

Los resultades del estudio de inmunoproteccidn realizado durante el
periodo de implantacion de la infeccion y levado a cabo durante los primeros

30 dias, no mostrd diferencias muy claras entre los diferentes grupos
experimentales.

Durante los primeros 2 dias de la infeccion se desarrollo un proceso
inflamatorio agudo con aumento de volumen del cojinete plantar, asi como
enrojecimiento de toda el area, como se observa en la fig. 7. A los 4 dias los
ratones presentaron descamacion de la piel, con un mayor aumento en el
volumen del cojinete plantar. A los 7 dias postinfeccion ademas se observo la
presencia de ulceraciones en |a piel con secrecidn sero-purulenta. Después de
15 dias postinfeccién, los ratones presentaron mejoria en forma paulativa,
desapareciendo la secrecidn, las Ulceras, |la descamacion de la piel y
disminuyendo el volumen del cojinete plantar hasta casi alcanzar el tamafio
normal en la mayoria de los ratones entre los 21-30 dias.

El registro que se realizd midiendo el tamario del cajinete plantar de los

ratones con respecto al tamafio que presentaban antes de ser infectados,
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muestra también el comportamiento observado en la fig. 7, en donde a los 7
dias se presenté el mayor aumento en el volumen del cgjinete, el cual fue
disminuyendo perg sin alcanzar el tamafio normal (Fig. 8). Algunos ratones
como los tratados por inmunizacion pasiva con suero anti-proteasa ( Grupo
Pasivo Prateasa ) presentaron mayor inflamacion, con una tendencia a
aumentar entre los 26 y 30 dias. En cambio el Grupo Proteasa-AlF presento
una inflamacion menor en estos mismos dias, siendo estadisticamente diferente
al Grupo Extracto Celular Crudo en los dias 21, 26 y 30, al Grupo Testigo en los
dias 2, 4 y 26, y tambien al Grupo Pasivo Proteasa en los dias 4, 15, 21y 30
( p< 0.01 - 0.05 ). Los ratones del grupo control de inflamacion (Grupo AlF )
tratados Unicamente con solucidn salina-AlF, solo presentaron una ligera
inflamacién a los 7 dias, pero fue estadisticamente diferente a los demds

grupos a lo largo del experimento ( p< 0.01 ), con la excepcion del Grupo
Proteasa-AlF a los 30 dias.

Con respecto al estudio histologico del cojinete plantar de los mismos
grupos de ratones inmunizados e infectados, no se encontraron grandes
diferencias entre los mismos. En la evaluacidn a los 7 dias postinfeccion, los
ratones mostraron en sus caojinetes plantares una necrosis tisular mas severa,
con gran ulceracién de la piel y con abscesos muy grandes y mal delimitados
( Fig. 9 ). El hueso se encontré aparentemente sano y no se observaron
granulos del agente infeccioso, apreciandose una intensa infiltracion de
leucocitos polimorfonucleares y ocasionalmente macrdfagos. A los 15 dias
postinfecion se observaron abscesos con tendencia a fa delimitacion { Fig. 9), vy
una disminucion de las areas de necrosis. Ya no se observé ulceracion de la
piel, ocasionalmente se encontraron granulos ( Fig. 10 ) y se aprecié un
aumentd de macréfagos principaimente en la periferia de los abscesos. Los
cortes de cojinetes plantares de 30 dias postinfeccion mostraron abscesos bien
delimitados con capsulas de pared gruesa, zonas minimas de necrosis y un
aumento del tejido de cicatrizacion. Se identificaron granulos en el centro de
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los abscesos. En este estadio los abscesos aparecieron rodeados de una
mayor cantidad de macréfagos distribuidos en la periferia ( Fig. 11 ). En
general, los cortes histologicos mostraron una transicibn de un proceso

infeccioso aguda inespecifico, a la formacidn de granulomas conteniendo los

granulos caracteristicos de los actinomicetomas.

En el estudio de las imprantas de los cojinetes plantares infectados no se
observé una diferencia clara entre los diferentes grupas experimentales. A los 7
dias postinfeccion se observaron una gran cantidad de leucocitos polimorfo-
nucleares, y filamentos y grumos de bacterias acidoresistentes ( Fig. 12 ). A los
15 dias ya no se observaron baclerias y se encantraron células mononucleares.
A los 30 dias se identificaron granulos del agente infeccioso, asi como un
incremento en el nimero de macrdfagos ( Fig. 13 ).

El ensayo de ELISA para determinar el grado de respuesta contra la
proteasa de 38 kDa, realizado en estos mismaos ratones ( Fig. 14 ), muestra
como los ratones del Grupo Proteasa-AlF presentaron una buena respuesta de
anticuerpos desde el tiempo cero hasta los 30 dias postinfeccion, siendo sus
valores estadisticamente significativos con respecto a los demas grupos a las 0
y 7 dias, y ademas a los 15 dias comparando con los Grupos Testigo y Pasivo
Proteasa ( p< 0.01 - 0.05 ). Este mismo Grupo Proteasa-AlF solo fue diferente
al Grupo Extracto Celular Crudo al tiempo cero ( p< 0.01 ). El Grupo Pasivo
Proteasa mostrd una diferencia significativa con respecto al Grupo Pasivo AlF
Unicamente a los 15 y 30 dias ( p< 0.01 y p< 0.02 respectivamente ).
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Figura No. 7 Implantacién de la Infeccion por Nocardia brasiliensis en el Cojinete Plantar de
Ratones BALB/c. Los ratones recibieron una dosis de 5X10° UFC por via subcutanea en el
cojinete plantar. a, Cojinete plantar sano; b-h, Cojinetes plantares con 2, 4, 7, 11, 15, 21 y 30
dias postinfeccion respectivamente. 2X.
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Figura No. 8 Regisira de la Inflamacion Macrascopica en el Caijinete Plantar Durante |a
Implantacion de la Infeccion Experimental. €l registro de inflamacion comresponde a la diferencia
( en centimetros ) entre la medicién del cojinete plantar de los animales infectadas con respecto
al tamafio del mismo antes de la infeccién. Los grupos de ratones Proteasa-AlF y Extracto
Celular Crudo corresponden a la inmunizacién activa, mientras 10S grupos Pasivo Proteasa y
Pasivo-AlF a la inmunizacion pasiva. Cada punto representa los promedios de 8 ratones (dias 2,
4y 7), 6 ratones (15 dias ) y 4 ratanes ( 21,26y 30 dias ) de cada grupo experimental. El eje X

nc se encuentra a escala.



Figura No. @ Microfotografia de Cojinete Plantar de Ratones Infectados con Nocardia
brasiliensis. Fenémeno inflamatorio en los cojinetes plantares de ratén en donde se observan
abscesos grandes: A, Grupo Pasivo AIF de 7 dias postinfeccién, con poca o nula delimitacién,
B, Grupo Extracto Celular Crudo de 15 dias postinfeccion, mostrando una ligera delimitacion de
los abscesos. Cortes de § um, Tincion de H y E. 50X,
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Figura No. 10 Microfotografia de Cojinete Plantar con Granulo de Nocardia brasiliensis y
Afeccion Osea. A, Grupo Testigo de 15 dias postinfeccién, mostrando absceso rodeado
ligeramente por algunos macréfagos ( flechas ) y con un granulo del agente infeccioso al centro
( punta de flecha ), 160X; B, Grupo Extracto Celular Crudo de 15 dias postinfecciéon. Cortes de 5
um, tincién de H y E. 50X.



Figura No. 11 Microfotografia de Cojinete Plantar con Macréfagos. Cortes histolégicos de
animales del Grupo Extracto Celular Crudo con 30 dias postinfeccion: A, Abscesos bien
delimitados con anillo de macrofagos periféricos, 50X; B, Acercamiento entre 2 abscesos
rodeados de macrofagos. Cortes de § pm, tincionde Hy E. 160X.
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Figura No. 12 Impronta de la Secrecion del Cojinete Plantar de Ratones BALB/c Infectados con

N. brasiliensis Mostrando Filamentos Acido-resistentes. Se observan filamentos y grumos acido-
resistentes junto con leucocitos polimorfonucleares y mononucleares. Grupo Extracto Celular
Crudo a los 7 dias postinfeccion. Tincion de Kinyoun. 1000X
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Figura No. 13 Impronta de Cojinete Plantar de Ratones BALB/c Infectados con N. brasiliensis
Mostrando Granulo y Macréfago. A, Grupo Proteasa-AlF de 30 dias postinfeccién, se muestra
un granulo del agente infeccioso rodeado de células inflamatorias, la flecha indica los filamentos
de la microcolonia, 1000X; B, Macréfago gigante junto a leucocitos polimorfonucleares en un
micetoma de 166 dias. Tincién de Kinyoun. 500X
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Figura No. 14 Determinacion de Anticuerpos Anti-Proteasa por ELISA en Sueros de Ratones
Inmunizados Activa y Pasivamente Durante el Establecimiento de la Infeccién por Nocardia
brasiliensis. Cada columna representa el promedio de valores de absorbancia mas 1 desviacién
estandar ( n=5 a los tiempos 0, 7 y 15 dias ; y n=4 a los 30 dias ).

5.2 Estudio del Efecto Protector Inducido por la Inmunizacién Activa y/o Pasiva

en el Desarrollo del Micetoma Experimental.

El estudio del efecto de los anticuerpos anti-antigenos de N. brasiliensis,
en ratones inmunizados activa y pasivamente, sobre el desarrollo de micetoma
experimental evaluado entre los 30 y 150 dias postinfeccion, muestra en
general que la inmunizacién pasiva con suero de 30 dias protegié en forma
parcial a los ratones, los cuales presentaron una marcada disminucion en el
desarrollo de micetomas ( 14.2-42.8% en los grupos Proteasa, Proteasa-AlF,
Extracto Celular Crudo y N. brasiliensis muerta por calor ) ( Tabla VI ), con

respecto al grupo Testigo que no recibié ninguna inmunizacion previa a la
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infeccién y que desarrolld un 85.7% de micetomas a los 60 y 90 dias
postinfeccion, El grupo de ratones inmunizado con suera AlF fue el que
presentd una mayor incidencia de micetomas con 4 { 57.1% ) en este
expenmento. En cambio, los grupos de ratones inmunizados pasivamente con
suerg de 60 dias, ademdas de los grupos Extracto Celular Crudo y AlF de la
inmunizacion activa, no fueron protegidos, ya que estos animales desarrollaron
de un 42.8 a un 100% de micetomas. Con respecto al experimento de
inmunizacidn activa, cabe resaltar que el grupo de ratones inmunizados con
emulsion de Proteasa-AlF fue protegido del desarrollo de micetomas en un
100%. El grupo de ratones inmunizado activamente con Proteasa no pudo ser

comparada con otros.grupos de animales debido a la muerte de 4 ratones.

Aungue el diametro de los micetomas desarrollados en los grupos de
ratones de la inmunizacion pasiva con suero de 30 dias, fue ligeramente menor
al de los expenmentos con suero de 60 dias e inmunizacidn activa, las

diferencias entre ellos no fueron estadisticamente significativas ( Fig. 15).

En la fig. 16, se muestra el estudio del aumento de volumen de los
cojinetes plantares de los ratones inmunizados en forma_activa. El Grupo
Proteasa-AlF presentd una disminucién en el tamano del cojinete plantar desde
los 30 dias hasta los 150 dias postinfeccién, con vaiores estadisticamente

diferentes a los de los otros grupos de ratones ( p<0.02 ). El Grupo Testigo

resultd estadisticamente igual a los grupos inmunizades con Extracto Celular
Crudo y con emulsion de solucidn salina-AlF.

El aumento de volumen del cojinete plantar en el experimento de
inmunizacion pasiva con suero de 30 dias, representado en la fig. 17, no

mostrd diferencias estadisticas entre los grupos de ratones; lo mismo ocurrid

entre 10s resultados de la inmunizacidn pasiva con suero de 60 dias ( Fig. 18).
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DESARROLLO DE MICETOMA EN LOS RATONES INMUNIZADOS ACTIVA
Y PASIVAMENTE.

Inmunizacion Activa

o Pasgiva de Ratones

Numero de Micetomas Presentes Postinfeccion

30 dias

60 dias 90 dias
Inm. Activa
Proteasa 1(14.2) 3(60.0)+ 1(33.3 4+
Proteasa.AlF 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
Testigo 4(574) 6(85.7) 6(85.7)
Exto. Cel. Crudo 5(71.4) 5(714)" 5(71.4)
AIF _ 5(71.4) 6(85.7) 5{83.3 #
Inm. Pasiva 30 d.
Proteasa 0(0.0) 0(00) 1(14.2)
Proteasa-AlF 0(0.0) 2(28.5) 3(42.8)
AIF 0(0.0) 2(285) 4(574)
Exto. Cel. Crudo 0(0.0) 1(14.2) 2(28.5)
N. brasiliensis* 1(14.2) 1(14.2) 1(14.2)
Inm. Pasiva 60 d.
Proteasa 2(28.5) 4(66.6)& 4(80.0 )&
Proteasa-AlF 7(100.0) 7(100.0) 7(100.0)
Al 6(71.4) 5(71.4) 6(85.7)
Exto. Cel. Crudo 2(285) 3(428) 3(423)
N. brasiliensis* 2(235) 3(428) 4(571)

* N. brasiliensis muerta por calor,

++ 2 Ratones muertas con micetoma.

& Ratanes sacrificados con problemas neurcldgicos aparemtes,

En parentesis s& presenta el Porcentaje por Grupo.

+ Z Ratones muertos aparentemente sanos.
# Ratdn muerto con micetoma.
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De acuerdo a la inflamacion del cojinete plantar de los ratones, el grupo
inmunizado activamente con emulsion de Proteasa-AlF resulto ser igual a todos
los grupos de la inmunizacion pasiva de 30 dias; en cambio, resultd
estadisticamente diferente a los grupos inmunizados con suero de 60 dias

( p<0.01-0.05 ) exceptuando al grupo inmunizado con Extracto Celular Crudo

que solamente fue diferente a los 90 dias.

Figura No. 15 Desarrolic del Micetoma Experimental en los Ratones BALB/c. Los ratones se
infectaron con 5 X 10° UFC de Nocardia brasiliensis en el cojinete plantar izquierdo: a, Ratén
sano; b, Grupo Pasivo AIF 30 de 49 dias postinfeccion; e, Grupo Pasivo Proteasa-AlF 60 de 49
dias; d, Grupo Pasivo Proteasa 30 de 987 dias postinfeccién; e, Grupo Activo AlF de 97 dias; y f,
Grupo Pasivo Nocardia brasiliensis muerta por calor 60 de 97 dias postinfeccion. 1.5X.
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Figura No. 16 Medicion de (@ Inflamacion Macroscdpica en el Cojinete Plantar de los Ratones
Inmunizados Activamente entre 30 y 150 Dias Postinfeccidn, Cada punto representa el promedio
de mediciones del cojinete plantar realizadas a 7 ratones por grupo.

Todos los grupos de la inmunizacion pasiva con suero de 30 dias fueron
diferentes al grupo Testigo de la inmunizacion activa ( p<0.01-0.05 ),
exceptuando al grupo inmunizado con suero de ratones tratados previamente
con emu!sidn de solucion salina-AlF a los 120 y 150 dias, y al grupo de ratones
inmunizados con suero de animales inoculados con N. brasiliensis muerta por
calor a los 30 y 120 dias. Por otro ladg, no se encontré diferencia entre este
grupo Testigo y los ratones inmunizados pasivamente con suero de 60 dias.

El ensayo de los sueros de ratén por ELISA, para determinar el grado de
respuesta de anticuerpos contra la proteasa de 38 kDa, reveld que en el

experimento de inmunizacion activa no se encontré diferencia entre los grupos
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Figura No. 17 Medicion de la Inflamagion Macroscépica en el Cojinete Plantar de los Ratones
Inmunizados Pasivamente ¢on Suero de 30 Dias Durante el Desamrollo del Micetoma. Cada
punta representa el promedio de mediciones del cojinete plantar de 7 ratones por grupo.

experimentales de ratones, excepto entre los grupos Testiga y Extracto Celular
Crudo a los 60 y 90 dias ( p<0.05) ( Fig. 19).

En el experimento de inmunizacion pasiva con suero de 30 dias, los
sueros de los ratones presentaron lecturas de Ahsorbancia ligeramente mas
bajas que las de los grupos inmunizados activamente ( Fig. 20 ), aunque éstas

aparecieron sin diferencias estadisticas entre ellos.
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Figura No. 18 Medicién de la inflamacién Macrascépica e;1 ¢l Cojinete Piantar de los Ratones

Inmunizados Pasivamente con Suerc de §0 Dias Durante el Desamrollo del Micetoma. Cada

punto representa el promedio de mediciones del cojinete plantar realizadas a 7 ratones por
grupQ.

En la inmunizacion pasiva con suercs de 60 dias { Fig. 21 ), no se
encontrd diferencia en los valores de absorbancia entre los grupos Proteasa,
AlF, y el que recibid suero de ratones inmunizados con N. brasiliensis muerta
por calor, lo mismo que entre los grupos Proteasa-AlF y Extracto Celular Crudo.
En cambio, si se presentaron diferencias entre el Grupo Proteasa-AlF y los
grupos Proteasa, AlF y N. brasiliensis muerta por calor { p<0.01 ). Este mismo

Grupo Proteasa-AlF resultd diferente al Grupo Testigo ( p<0.01 ) excepto a los
120 dias.
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Figura No. 19 Determinacion de Anticuerpos Anti-Proteasa Durante €l Desarrolio del Micetoma

Experimental en Ratones Inmunizados Activamente. Cada punto representa la media de 3

determinaciones par ELISA
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Figura No. 20 Determinacién de Anticuerpas Anti-Proteasa Durante ¢ Desarrollo del Micetoma

Experimental en Ratones Inmwunizados Pasivamente con Suero de 30 Dias. Cada punto

representa el promedio de 14 determinaciones por ELISA.
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Figura No. 21 Determinagion de Anticuerpos Ant-Proteasa Durante el Desarrolle del Micetoma
Experimental en Ratones Inmunizados Pasivamenie con Suero de 60 Dias. Cada punto
representa la media de 3 determinaciones por ELISA.

Al comparar los grupos de ratones Proteasa-AlF entre los 3
experimentos, los valores de absorbancia no presentaron diferencias entre los
ratones inmunizados pasivamente con suero de 30 y 60 dias; en cambio,

ambos grupos resultaron estadisticamente diferentes al Grupo Proteasa-AlF
activo (p<0.01-0.05).

5.3 Caracterizacion Parcial de los Sueros de Ratén Utilizados para la

Inmunizacion Pasiva.

Los resultados de la determinacidn de anticuerpos dirigidos contra
antigencs del extracto celular crudo, extracto semipurificado y proteasa de 38
kDa , mediante pruebas de ELISA, muestran que solamente los sueros ds los

ratones de los grupos Proteasa y Proteasa-AlF fueron los que mostraron
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anticuerpos reactivos contra os 3 antigenos probados, ya que los demas
sueros no presentaron respuesta contra ninguno de ellos ( Tabla VIl ). Asi
mismo, los sueros de ratones inmunizados con Proteasa-AlF de 30 y 60 dias
fueron los Unicos que reconocieron antigenos en el extracto celular crudo y en
el extracto semipurificado; este mismo comportamiento se observd con los
suergs de los ratones inmunizados con Proteasa-AlF del experimento de 0-30
dias, pera con valores de absorbancia menores al observado cuando se
hicieron reaccionar contra la proteasa aislada..

La determinacion del isotipo de los anticuerpos en contra de los
antigenos del extracto celular crudo, mostré un patrén de respuesta de IgG1,
IgG2a e IgG2b en los sueros Proteasa del experimento 0-30 dias, asi como en
los sueras Proteasa-AlF de 30 y 60 dias del experimenta de 30-150 dias. E!

suera Proteasa-AlF de 30 dias presentd también una ligera respuesta del tipo
igM ( Tabla Vil ).

Por otto lado, el isotipo de los anticuerpos anti-proteasa presentd
tambien un patrdén de respuesta muy similar al anterior pero con valores de
absorbancia mayores { Tabla IX ). El susro Proteasa-AlF de 30 dias presentd
respuesta contra todas las clases de inmunogiobulinas ensayadas,
presentando una mayar absorbancia en la subclase.lgG2b, seguida de IgG1 e
IgG2a. Los sueros Proteasa y Proteasa-AlF de 30 dlas mostraron la presencia
de anticuerpas IgM pero en menor cantidad.
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TABLA VI

DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-EXTRACTO CELULAR CRUDO,
ANTI-EXTRACTO SEMIPURIFICADO Y ANTI-PROTEASA DE 38 kDa EN
LOS SUEROS TRANSFERIDOS PASIVAMENTE A LOS RATONES BALB/c.
VALORES DE ABSORBANCIA A 492nm,

Suero de Ratones Extracto Extracto Proteasa
Inmunizados Celular Semipuri- 38 kDa
con: Crudo ficado

E imento 0-30 di

Proteasa 0.118 0.110 1.198
AlF 0.022 0.061 0.000
Proteasa 30 0.000 0.023 1.237
Proteasa 60 0.000 0.000 1.162
Proteasa-AlF 30 0.381 0.812 1.244
Proteasa-AlF 60 0.846 0.807 1.239
AIF 30 0.000 0.000 0.000
AlF 60 0.005 0.000 0.000
Exto. Cel. Crudo 30 0.082 0.000 0.000
Exto. Cel. Crudo 60 0.026 0.000 0.000
N. brasiliensis 30 0.044 0.000 0.000
N. brasiliensis 60 0.027 0.007 0.264
Controlgs

Suero Normal 0.008 0.033 0.000
Micetoma 166 dias* 1.139 0.040 1.100
Exto. Cel. Cruda™ 1.018 . 1.233 1.053

* Suerg de ratén con micetoma de 166 dias.

** Suero de ratones hiperinmunizados, usado para estandarizar el ELISA contra la proteasa.



TABLA vill

DETERMINACION POR ELISA DEL ISOTIPO DE LOS ANTICUERPOS ANTI-
EXTRACTO CELULAR CRUDO EN LOS SUEROS DE RATON USADOS EN
LA INMUNIZACION PASIVA. VALORES DE ABSORBANCIA A 492nm.

Suero de Ratones

Inmunizados con: IgA IgM 19G1 | 1gG2a | IgG2b 1gG3

Experimento 0-30 d,

Proteasa 0.000 | 0.093 | 0.160 | 0.101 0.224 0.066
ri -

Proteasa 30 0.000 0.097 | 0.072 | 0073 0.074 0.063

Proteasa 60 0.000 | 0.101 | 0083 | 0.062 | 0.072 0.054

Proteasa-AlF 30 0.000 0.128 | 0.227 | 0.118 0.211 0.084

Proteasa-AlF 60 0.004 | 0.095 | 0.243 | 0.145 0.294 0.044

Controles

Suero Narmal 0.000 0.076 | 0.063 | 0.033 0.063 0.062

Micetoma 166 dias* 0077 | 0.162 | 0.963 | 1.060 0.797 0.077

Exto. Cel. Crudo™ 0.045 | 0.207 | 1.237 | 0.83 1.101 0.155

* Suerp de ratdn con micetama de 166 dias.

** Suero de ratones hiperinmunizados con extracto celular crudo utlizado para estandanizar el
ELISA contra la proteasa.
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TABLA IX

DETERMINACION POR ELISA DEL ISOTIPO DE LOS ANTICUERPOS ANTI-
PROTEASA EN LOS SUEROS DE RATON USADOS EN LA INMUNIZACION
PASIVA. VALORES DE ABSORBANCIA A 492nm.

Suero de Ratones

Inmunizados con: IgA IgM igG1 IgGaa | lgG2b | gG3
Experimento 0.30 d.

Proteasa 0101 | 0.134 | 0814 | 0,503 | 0.413 | 0.145
Experimento 30-150 d,

Proteasa 30 0099 | 0193 | 0495 | 0617 | 0.483 | 0.175
Proteasa 60 0.099 0.180 0.282 0.551 0.256 0.1686
Proteasa-AlF 30 0.121 0.214 0.764 0.559 0.357 0.229
Proteasa-AlF 60 0110 | 0.183 | 0,748 | 0.607 | 0.614 | 0.193
Controles

Suero Normal 0107 | 0.188 | 0.187 | 0.146 | 0.182 | 0.177
Micetoma 166 dias* 0.112 0188 0.761 0.518 0.598 0.208
Exto. Cel. Crudo™ 0.123 | 0524 | 0703 | 0.517 | 0.7U1 0.297

* Suero de ratan con micetoma de 166 dias.

** Suero de ratones hiperinmunizados con extracto celular crudo utilizado en la estandarizacion
del ELISA confra la proteasa.




83

DISCUSION.

La presente investigacion confirmd la presencia de 3 actividades
protecliticas en extractos celulares crudos de Nocardia brasiliensis que
pertenecen a la clase catalitica de las serina proteasas previamente reportadas
( 56 ), de las cuales se logrd aislar una proteasa de 38 kDa. Esta proteasa
resultd ser diferente a la enzima que aislaron Zlotnik y col. ( 74 ) a partir de
sobrenadantes de medio de cultivo. La proteasa de 35 kDa aislada por Zlotnik y
presente en el medio de cultivo, fue clasificada camo una zinc-metaloproteasa.
Cabe aclarar que los cultivos realizados por estos investigadores se hicieron
en fermentadores de 20 L por lote y que mediante las condiciones de cultivo
aplicadas pudieron haber favorecido la presencia importante de esta
metaloproteasa en los sobrenadantes, ya que este tipo de enzimas son

inducibles sequn la fuente de nitrdgeno disponible en los cultivos ( 67,74 ).

Por otro lado, Tsuboi y col. { 67 ) determinaron la presencia de serina
proteasas en los sobrenadantes de cultivo de N. brasiliensis provenientes de
pacientes. Estos investigadores estudiaron aislados de N. asteroides
productores de proteasas, y debido a que la hidrélisis de caseina ha sido una
prueba bioquimica para la diferenciacion entre N. asteroides y N. brasiliensis,
deberia investigarse si hubo una identificacidn comecta de los microorganismos
utilizados por estos autores. La correlacion entre la patogenicidad y la
produccion de proteasas por las bacterias estudiadas por estos autores no es

cancluyente ya que el grado de virulencia se deberia estudiar en un micetoma
experimental.

En el presente trabajo la susceptibilidad de las proteasas al calor fue
estudiada a diferentes temperaturas, incluyendo a 4°C, donde los resultados

parecen sugerir que fas 3 actividades proteoliticas estudiadas se encuentran
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localizadas en una sola cadena polipeptidica, es decir, que la proteasa de
mayor masa molecular, por autchidrélisis estd dando lugar a la proteasa
intermedia, y que ésta a su vez da origen a la tercer banda que es menaos
activa, lo cual es apoyado por las siguientes observaciones. 1). las 3
actividades proteoliticas se comportaron de una manera semejante frente a los
inhibidores de proteasas utilizados, y 2). la no-separacion de las 3 bandas con
las diferentes técnicas utilizadas durante el aislamiento, apoyan la hip&tesis de
que se trata de una sola cadena polipeptidica. Existen datos en |a bibliografia
que apoyan también esta sugerencia, comg es el trabajo de Loomes y col.
( 40 ) quienes trabajaron sobre el aislamiento y ¢aracterizaciéon de enzimas
protecliticas de Proteus spp. Estos autores observaron que dichas enzimas no
pudieron ser purificadas individuaimente y que al incubar muestras con
actividad proteqlitica a diferentes tiempos, registraron un aumento en el numero
de proteasas de masas moleculares menores a |la proteina original, por lo cual

propusieron la autohidrdlisis como la probable explicacion a la aparicion de
estas otras actividades.

La inmunogenicidad de la proteasa de 38 kDa en ratones BALB/c, hace
plantear una pregunta: ; porqué no son inmunodominantes ? ( 55 ), caso
contrario ocurre con p24 la cual resulté ser un pobre inmundgenc en ratones
{ 10 ), pero es un antigeno inmunodaminante como se demostré por
inmunoelectrotransferencia tanto en sueras de pacientes coma de ratones con
infeccion experimental ( 55,66 ). Una probable explicacion del fendmeno
anterior podria deberse a la accesibilidad de estos antigenos al sistema inmune
durante el desamollo de la infeccion, y otra posibilidad es su presencia en
cantidades suficientes para inducir una respuesta inmune adecuada. Es decir,
que durante una infeccion por N. brasiliensis, la proteasa podria no estar

accesible 0 en cantidad suficiente para inducir una buena respuesta de
anticuerpos.



85

En los experimentos de inmunoprofilaxis, la inmunizacién activa y pasiva
de los ratones aparentemente no los protegio en contra del establecimiento de
la infeccion por N. brasiliensis en los primeros 30 dias postinfeccion. La
respuesta de anticuerpos anti-proteasa en los ratones inmunizados con
Proteasa-AlF se hizo aparente desde el tiempo cero, |0 cual demuestra
nuevamente su caracter inmunogeénico, el cual no se vio reflejado en proteccion
cantra la infeccion. En este mismo grupo de ratenes inmunizado con emulsion
de Proteasa-AlF se presentd una disminucion clara de la inflamacion a los 21-
30 dias con respecto a los otros grupos de ratones, pero esta diferencia no fue
estadisticamente significativa en este lapso de tiempao. Esta ligera disminucion
de la inflamacion podria refiejar proteccion a tiempos mayores. Precisamente,
en este tiempo mayor de 30 dias fue donde se observé la proteccion de los
ratones inmunizados. Los ratones inmunizados activamente con Proteasa-AlF
fueron protegidos en un 100%.a los 90- 150 dias postinfeccion. En cambio, el
Grupo Proteasa-AlF inmunizado pasivamente con suerc de 30 dias protegid
solamente un 50% de los ratones, en contraste con el grupo inmunizado
pasivamente con suero de 60 dlas que no fue prategide ( 0.0% ). La proteccion
contra el desarrollc de micetoma se correlaciona con el tamafio de la
inflamacién de los cojinetes plantares, ya que el grupo inmunizado activamente
presentd minima inflamacion, el grupo pasivo de 30 dias en promedic mostrd
una inflamacién intermedia, y la maxima inflamacién de todos los grupos de
ratones la presentd el grupo pasivo de 60 dias; mientras que la cantidad de
anticuerpos anti-proteasa ( ELISA ) presenta una relacion inversa, es decir, el
grupo activo protegido fue el que presentd la absarbancia mayor, el grupo
pasivo de 30 dias did valores intermedias, y el grupo pasivo de 60 dias mostrd
los valores mas bajos. Estg significa una cqrrelacién entre proteccion contra el

WMEOQTTONRD U8 IO ag [ 16 [ALUNES 2 _eSPUCsid ! | -1l Al |

Los datos anteriores, asi como |0s reportados previamente por Salinas y col.
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{ 56 ), parecen sugerir nuevamente que los anticuerpos antiproteasa podrian
formar parte de los mecanismos de defensa protectores en contra del desarrollo

de actinomicetoma experimental por N. brasifiensis, asi como durante el
proceso de recuperacion de los pacientes.

Es importante enfatizar que cuando se compararon los resultados entre
los grupos de ratones inmunizados pasivamente con suero inmune de 30 y 60
dias, abservamos que los ratones tratadas con suero de 30 dias fueron
protegidos parcialmente contra el desarrollc de micetomas. Cuando se
determinaron por ELISA los anticuerpos anti-extracto celular crudo, anti-
extracto semipunificado, y anti-proteasa en estos mismos sueras, no se detectd
reactividad. Por lo tanto, si los sueros hiperinmunes de 30 dias protegieron
parcialmente a los ratones del desamollo de micetomas, pero no presentaraon
anticuerpos anti-extracto celular crudo o semipurificado, lo mismo que anti-
proteasa, entonces ¢ qué es lo que confind dicha proteccidn parcial ?. La
proteccion observada anteriormente en nuestro laboratoric sobre ratones
inmunizados pasivamente con suero de ratunes- hiperinmunizados can
N. brasiliensis muerta por calor { 66 ), probablemente también pudiera estar
dada por el{los) mismo(s) mecanismo(s) efector(es) debida a que ese suerd
hiperinmune, se obtuvo a los 7 dias posteriores a una reinmunizacidén ( los
sueros de 30 dias postinmunizacion utilizados en la inmunizacidn pasiva,

fueron obtenidos 1§ dias posteriores a la reinmunizaciéon de los ratones, ver
11.2.1)

En base a los resultados obtenidos, la hipétesis planteada en este
trabajo no fue comprobada, ya que en la proteccidon contra el desarrolio de
micetoma experimental no se pudo demostrar que ésto se debia a los
anticuerpos anti-proteasa, ya que los sueros de 30 dlas, que aparentemente nq
tenian anticuerpos detectables por ELISA contra antigenos de N. brasiliensis,

también confirieron proteccidn, aunque de una manera parcial.
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Los resultados anteriores son un refiejo de la complejidad de la
respuesta inmune, cuyos mecanismos en la relacion hospedero-parasito aan no
han sido totalmente aclarados en infecciones por microorganismos
intracelulares, y en particular, en el actinamicetoma por N. brasiliensis. Los
datos del presente trabajo parecen apuntar tambien hacia otros componentes
presentes en el suero de 30 dias sin especificidad aparente contra antigenos
de N. brasiliensis, como los elementos responsables de (a proteccion parcial. Lo
anterior podria indicamas que la inmunidad innata u otros factores tendrian una

implicacion primordial en el efecto inductor de proteccidn estudiado ( 16 ).

La isotipificacion de los anticuerpos de los sueros usados en la
inmunizacion pasiva, mostrd que las inmunoglabulinas del isotipo 1IgM se
incrementaron ligeramente en los suergs de 30 dias respecto a los de 60 dias,
por lo que la proteccion parcial observada podria deberse a un evento inducido
por IgM, la cual es producida principalmente en respuestas inmunes primarias o
contra antigenos timo-independientes. La mayoria de los anticuerpos anti-
proteasa presentaron principalmente los isotipos 1gG1, IgG2a e 1gG2b, los
cuales son caracteristicos de una respuesta inmune secundaria. El cambio de
isatipo en las cadenas de estas inmunoglobulinas inducido por citocinas en el
raton, involucran a la IL-4, el IFN-y y el TGF-f respectivamente. E! fenotipo de

las células T cooperadoras productoras de estas interleucinas comresponderia a
una mezcla de respuestas Tyl y Ty2 (61 ).

Silva y Faccioli ( 62 ) estudiaron el efecto de TNF scbre ratones
infectados con N. brasiliensis y observaron protecciones parciales al inocular
esta citocina a las animales, lo cual fue inhibido por la inyeccion de anticuerpos
anti-TNF. Lo anterior sugiere el papel de los macrdfagos en los mecanismos de
resistencia en contra de la infeccidn, y dirige también la atencidn hacia los
mecanismos innatos de defensa del hospedero contra los microorganismos.
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Estudios adicionales en el desarrollo del micetoma experimental en
ratones, permitiran determinar si el evento de proteccién observado en este
trabajo es debido a citocinas u otros componentes de la inmunidad innata
( respuesta independiente de antigeno ), o si el papel de la respuesta inmune
celular mediada por linfocitos T y sus mecanismos efectores ( respuesta
antigeno-especifica ) en contra de Nocardia brasiliensis pudieran ser los

responsables de la proteccién observada.
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CONCLUSIONES.

1. La proteasa aislada con un grado de purificacion de 60.9 presentd una
masa molecular de 42 kDa bajo condiciones nativas ( filtracion en gel ) y de 38
kDa en condiciones desnaturalizantes ( SOS-PAGE }, un pl de §.2 y pertenece

a la clase catalitica de 1as serina proteasas.
2. La proteasa es inmunogénica en ratones BALB/c.

3. La inmunizacidén de ratones con la proteasa, en forma activa o pasiva, no

fue capaz de impedir el establecimiento de la infeccion ( 0 a 30 dias
postinfeccidn ).

4. La inmunizacion activa de ratones con la proteasa y AlF confirid proteccion
en contra del desarrollo del micetoma experimental ( 30 a 150 dias

postinfeccion ), en cambio los ratones que recibieron seolucion salina y AlF no
fueran protegidos

5. Los sueros inmunes obtenidos a los 30 dias postinmunizacion, protegieran
pasivamente en forma parcial a los ratones del desamrolio de micetomas. En

cambig los sueros inmunes obtenidos a los 60 dias no confirieron proteccidn.
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LISTA DE ABREVIATURAS
AlF Adyuvante incompleto de Freund
BHI Medio de infusion cerebro-corazdn
Cel Celular
C3 Componente 3 del sistema del complemento
cm Centimetros
col Colaboradores
DEAE-celulosa Uistilaminoetil-celulosa
EDTA Acido efilendiaminotetra-acético .
ELISA Ensayo inmunoenzimatico
Exto Extracto
Fig Figura
oC Grados centigrados
oS Grados de latitud sur
oN Grados de latitud norte
g Gravedades
g Gramos
HYE Hemataoxilina y eosing
HClI Acido clorhidrico
H,S0, Acida sulfirico
IFN-y Interferbn gama
Ig Inmunoglobulina
IL Interleucina
kDa Kilodaltones
L Litros _
2-ME 2- mercaptoetanol
ng Microgramos

wl Microlitros



PMSF
% plv

% viv

%T

%C

r
SDS-PAGE

TEMED
TGF-p
Tx1

Tu
TNF-a
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Micrometros

Miligramos

Mililitros

Malar

Milimolar

Miliamperios

Nanometros

Hidroxido de amonio

Pagina

Amortiguador de fosfatos-salina

Potencial de hidrogeniones

Punto isoeléctrico

Peso molecular

Fluoruro de fenil-metil-sulfonilo
Porcentaje peso/volumen

Parcentaje volumen/volumen

Porcentaje total de acrilamida-bisacrilamida en
el gel

Porcentaje de bisacrilamida en el total de
actilamida

Coeficiente de correlacion

Electrofaresis en gel de poliacrilamida en
candiciones desnaturalizantes con dodecil-
sulfato de sodio
N.N,N',N'-Tetrametiletilendiamina

Factor de Crecimiento Tumoral beta
Celula T Cooperadora 1

Célula T Cooperadora 2

Factor de Necrésis Tumoral alfa

Unidades de actividad enzimatica



UFC

Ve
Vo

Unidades formadoras de colonias
Voltios

Volumen de elucion

Valumen vacio

Watts
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APENDICE A

PREPARACION DE LOS GELES DE POUIACRILAMIDA.
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1. Electroforesis en gel de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes

( SDS-PAGE ).

1.1 Gel de Corrimiento en Gradiente 10-18%T, 2.7%C.

10%T
Acrilamida-Bis-Acrilamida ( 30%T,2.7%C)  0.720ml
Amortiguador Tris-HCI 3.02M, pH 8.8 0.396ml
Glicerol 80% (viv) 0.144ml
Agua Destilada 0.874ml
SDS 10% (piv) 0.020ml
Persulfato de Amonio 10% { p/v) 0.007ml
TEMED ' 0.001ml

18%T
1.259ml
0.396ml
0.222ml
0.193ml
0.020m|
0.007ml
0.001mi

Se utilizé un formador de gradiente ( BIO-RAD ) y una bomba peristaltica
Microperpex 2132 { LKB ) para preparar el gel, el cual se dejé polimerizar

durante 1 hora colo¢ando agua destilada sobre la superficie del gel formando

una interfase.,

1.2 Gel de Empaquetamiento 5%T, 2.7%C.

Antes de colocar el gel de empaquetamiento se secd can papel filtro y se

coloco el peine de teflén con los carriles deseados.
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Preparacion del gel de empaquetamiento 5§%T, 2.7%C:

Acrilamida-Bis-Acrilamida { 30%T, 2.7%C) 0.499ml
Amortiguador Tris-HCI 1M, pH 6.8 0.375ml
Agua Destilada 1.980mi
SDS 10% (piv) 0.030ml
Persulfato de Amonio 10% { piv) 0.105ml
TEMED 0.003mi

Después de polimerizado el gel, se saco el peine y se lavaron los pozos
con agua destilada.

2. Electroforesis en gel de poliacriiamida en condiciones no-desnaturalizantes.

2.1 Geles de Comimiento al 8, y 12%T (2.7%C).

8%T 12%T
Acrilamida-Bis-Acrilamida ( 30%T, 2.7%C ) 1.330m!| 2.000m!
Amortiguador Tris-HCI1.5M, pH 8.8 0.625ml 0.625ml

Agua Destilada 3.000ml 2.350ml

Persulfato de Amonio 10% piv 0.025ml 0.025mi

TEMED 0.002mi 0.002ml

2.2 Gel de Empaquetamiento 4%T, 2.7%C.

Acrilamida-Bis-Acrilamida ( 30%T, 2.7%C ) 0.325ml
Amortiguador Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8 0.312ml
Agua Destilada 1.850ml

Persulfato de Amonio 10% p/v 0.012ml
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TEMED 0.002ml
3. Gel-Sustrato 7.5%T, 2.7%C, Caseina 1.14mg/ml.
Acrilamida-Bis-Acrilamida ( 30%T, 2.7%C ) 1.500mi

Amortiguador Tris-HC| 0.075 M, NaC! 0.15 M, pH 7.4  1.500ml
Agua Destilada

2.910ml
Caseina 6.840mg
Persulfato de Amonio 10% piv 0.030ml
TEMED 0.003ml

4. Electroforesis preparativa en gel de poliacrilamida en condiciones no-
desnaturalizantes.

4 1 Gel de Carrimiento 8%T, 2.7%C.

Acrilamida-Bis-Acrilamida ( 30%T, 2.7%C ) 14.390ml
Amortiguador Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8 6.740mi
Agua Destilada 32.540m|
Persulfato de Amonio 10% piv 0.270mi
TEMED 0.027mi

4.2 Gel de Empaquetamiento 4%T, 2.7%C.

Acrilamida-Bis-Acrilamida ( 30%T, 2.7%C ) 0.975ml
Amortiguador Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8 0.837mi
Agua Destilada : 5.589m!
Persulfato de Amonio 10% piv 0.037mi

TEMED 0.007mi
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5. Isoelectroenfoque en gel de paliacrilamida 5%T, 2.9%C.

Acrilamida-Bis-Acrilamida ( 10.3%T, 2.9%C ) 12.03ml
Gliceral 2.4ml
Anfolinas pH 3-10 ( Sigma ) 1.4ml
Agua Destilada 8.17mil

La mezcla anterior se desgasificd por 10 minutos con ayuda de una
bomba de vaclo y se le adicionaron 60 ml de solucion de persulfato de amonio

al 10% p/v antes de aplicar al molde de polimerizacion.
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APENDICE B
TECNICAS DE INCLUSION Y TINCION DE LOS CORTES HISTOLOGICOS.

1. Deshidratacién e inclusion en parafina de las muestras de cojinete plantar de
raton.

Etanol 80% viv, 1 hara { 2 veces )
Etanol 95% viv, 1. § horas (3 veces )
Etanol Absoluto, 12 horas

Alcohal Isoprapilico, 1 hora ( 2 veces )

Xilol, 1 hora ( 2veces )

Parafina ( §4 - 56° C de fusion ), 3 horas ( 2 veces )

Finalmente las piezas orientadas con el cojinete plantar hacia el fondo de los

moldes, fueron cubiertas con parafina y dejadas solidificar en bloques €n un
equipo Tissue-Tek li { Miles Laboratorigs Inc. ).

2. Tincion de hematoxilina-easina (Hy E ).

Xilol, & minutos ( 2 veces)
Acetona, 3 minutos

Etanol 969, 3 minutos ( 2 veces )
Agua destilada, lavar
Hematoxifina, 4 minutos

Agua destilada, lavar

Alcohol - acido { 9 ml HCl cone. en 350 ml de etanol ), 1 segundo
Agua destilada, lavar

Solucion alcalina {5 ml NH,OH en 500 ml agua ), 1 segundo
Agua destilada, lavar



Etanol 96°, 3 minutos

Eosina, 10 sequndos

Etancl 96°, 3 minutos ( 2 veces )
Acetona, 3 minutos

Xilol, 5 minutos { 2 veces )
Montaje.
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APENDICE C
PREPARACION DE SOLUCIONES DE LOS COLORANTES.

1. Técnica de hematoxilina y easina.

1.1 Hematoxilina de Harris.

Hematoxilina ............ccceccvvaeeenn. 15 @
Sulfato de Aluminio y Potasio..... 300 g.
Etanol absoluta ... 150 mi.
Agua destilada.................ccee. 3000 ml.
Oxido rojo de Mercurio............... ... 7549.

Acido acetico: 20 ml por cada 500 ml de colorante

1.2 Eosina ( Orange G ).

Eosina Y ( hidrosoluble )................. 14g.
Orange G........ceevveveveviiincansnsiinnrene 1 Q.
Agua destilada .............oevvne 1000 ml,

2. Técnica de Kinyoun.

Solucion de Carbolfucsina de Kinyoun:

Fucsina béasica................. 4 ¢

Fenol...ccvav i innrccanerness .8 T
Etanol 95° .........oeveveen 20 L
Agua destilada.............. 100 ml








