4, AISLAMIENTO DE p24 DE N. brasiliensis EN CONDICIONES NO
DESNATURALIZANTES.

4.1 Analisis del extracto semipurificado de N. brasiliensis por PAGE sin

SDS e IET para identificar p24 en condiciones no desnaturalizantes.

Una muestra de extracto semipurificado de N, brasiliensis se someti¢ a
PAGE sin SDS en gradiente de 10% a 18% T, 2.7% C, pH 8.8.

Después de tedir el gel con azul de Coomassie observamos 3 bandas
(Fig. 5); las cuales tambien se tifieron con nitrato de plata; por lo tanto, en base
a este criterio no pudimos determinar cual de las bandas presentes en el extracto
semipurificado de N. brasiliensis podria corresponder a p24.

Mediante IET determinamos que tanto en las tirillas de nitrocelulosa
colocadas hacia el polo positivo como en las colocadas hacia el polo negativo del
gel, el Acm anti-p24 no reconocié ninguna de las bandas, a diferencia del suero
del paciente que reconocié varias (Fig. 6); el mismo resultado se observé al
transferir ECD de N. brasiliensis por lo tanto, tampoco este criterio nos fue atil
para lograr identificar a p24 en el extracto semipurificado en condiciones no

desnaturalizantes.

4.2 Electroelucion de p24 en condiciones no desnaturalizantes y su analisis
por SDS-PAGE e IET.

Las 3 bandas ohservadas en el extracto semipurificado de N. brasiliensis
tefiido con azul de Coomassie, se electroeluyeron individualmente vy
posteriormente cada uno de los electroeluidos se analizaron por SDS-PAGE en
gradiente de 10% a 18% T, 2.7% C, pH 8.8 e IET. Observamos en los tres la
presencia exclusivamente de una banda que migré a la posicion de p24 (Fig. 7).
Los tres electroeluidos se analizaron por IET y fueron reconocidos, tanto por los
anticuerpos presentes en el suero de un paciente con micetoma por

N. brasiliensis (Fig. 8), como por el Acm anti-p24 de N. brasiliensis (Fig. 9).
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FIG. 5: ANALISIS POR PAGE SIN SDS EN GRADIENTE DE 10% A 18% T,
2.7% C, pH 8.8 DEL EXTRACTO SEMIPURIFICADO DE N. brasiliensis. Carril 1:

Extracto semipurificado de N. brasifiensis. Tincion con Azul de Coomassie.
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FIG. 6: ANALISIS POR IET DEL EXTRACTO SEMIPURIFICADO DE
N. brasiliensis EN CONDICIONES NO DESNATURALIZANTES. Tirillas 1 y 2:
ECD de N. brasiliensis (polo positivo) reveladas con suero de paciente con
micetoma y con Acm anti-p24 respectivamente; tirillas 3 y 4: ECD (polo
negativo) reveladas con suero de paciente con micetoma y con Acm anti-p24
respectivamente. Tirillas 5 y 6: Extracto semipurificado de N. brasiliensis (polo
positivo) reveladas con suero de paciente con micetoma y con Acm anti-p24
respectivamente; tirillas 7 y 8: Extracto semipurificado (polo negativo) reveladas

con suero de paciente con micetoma y con Acm anti-p24 respectivamente.
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FIG. 7. ANALISIS POR SDS-PAGE EN GRADIENTE DE 10% A 18% T,
2.7% C, pH 8.8 DE LOS TRES ELECTROELUIDOS. Carril 1: Marcadores de

peso molecular SDS-7L, carril 2: Electroeluido 1, carril 3: Electroeluido 2,

carril 4: Electroeluido 3, carril 5: Sin muestra y carril 6: ECD de N. brasiliensis.

Tincién con azul de Coomassie.
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FIG. 8 ANALISIS POR IET DE LA REACTIVIDAD DE UN SUERO DE
PACIENTE CON MICETOMA POR N. brasiliensis CONTRA LOS TRES
ELECTROELUIDOS. Tirllas 1y 2: ECD de N. brasiliensis reveladas con suero
de paciente con micetoma por N. brasiliensis y con Acm anti-p24
respectivamente y tirillas 3, 4 y 5: Electroeluidos 1, 2 y 3 reveladas con suero de

paciente con micetoma por N. brasiliensis.
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FIG. 9: ANALISIS POR IETDE LA REACTIVIDAD DEL Acm ANTI-p24 DE
N. brasiliensis CONTRA LOS TRES ELECTROELUIDOS. Tirllas 1, 2 y 3:

Electroeluidos 1, 2 y 3 reveladas con Acm anti-p24.
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o. IODINACION DE ASB.

Para estandarizar las condiciones de iodinacion utilizamos ASB. Una vez
iodinada la muestra de ASB, se sometié a cromatografia de filtracidn en gel con
el fin de eliminar el iodo libre. El volumen vacio fue de 600 ml y en las siguientes
10 alicuotas (3 ml totales), detectamos mediante autorradiografia la presencia
de ASB iodinada (Fig. 10).

FIG. 10: ANALISIS POR AUTORRADIOGRAFIA DE ASB IODINADA. Carriles

del 1 al 10: Fracciones de elucion de ASB iodinada de la 3 a la 12

respectivamente.
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8. IODINACION DE p24 DE N. brasiliensis.

Utilizando las condiciones para la iodinacién de ASB se iodind p24 de
N. brasiliensis. La proteina iodinada se separdé del iodo libre mediante
cromatografia de filtracién en gel. Las diferentes fracciones de elucién se
resolvieron en SDS-PAGE y mediante autorradiografia detectamos la presencia
de una banda correspondiente a p24 en las 6 fracciones de elucion posteriores al
volumen vacio, en aigunas de ellas observamos la presencia de 2 bandas de

peso molecular menor (Fig. 11).

FIG.11: ANALISIS POR AUTORRADIOGRAFIA DE p24 IODINADA. Carriles del

1 al 9: Fracciones de elucién de p24 iodinada de la 2 a la 10 respectivamente.
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7. ANALISIS POR SDS-PAGE DE ASB Y CASEINA DIGERIDAS CON
TRIPSINA.

Los productos obtenidos a partir de la digestion tantc de ASB como de
caseina con tripsina a diferentes tiempos se analizaron mediante SDS-PAGE en
gradiente y tincién con azul de Coomassie.

En la Fig. 12 se muestra el mapa triptico de ASB (PM 66 kDa); en el cual
observamos la presencia de aproximadamente 7 fragmentos tripticos de ASB a
diferentes tiempos de digestion; el peso molecular de los fragmentos varié desde
14 hasta 45 kDa; algunos de los fragmentos iripticos que se formaron al inicio de
la digestién presentaron posteriormente protedlisis y finalmente desaparecieron.
La formacidn de los fragmentos tripticos de ASB coincidié con la disminucién de
la intensidad de la banda de ASB.

En la Fig. 13 se muestra el mapa triptico de caseina (FM 26 kDa); en el
cual observamos la formacidén de aproximadamente 7 fragmentos tripticos; la
mayoria presentaron peso molecular mayor a los 14 kDa; al igual que con la
ASB algunes de los fragmentos tripticos de caseina que se formaron al inicio de
la digestién sufrieron posteriormente digestidon triptica para dar lugar a la

formacion de fragmentos de peso molecular menar.
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FIG. 12:  ANALISIS POR SDS-PAGE EN GRADIENTE DE 10% A 18% T,
2.7% C, pH 8.8 DE ASB DIGERIDA CON TRIPSINA. Carriles del 1 al 4. ASB
digerida con tripsina al tiempo 0, 10, 20 y 30 mins respectivamente; carril 5:
Marcadores de peso molecular SDS-7L y carriles del 6 al 11: ASB digerida con
tripsina a los 45 mins, 1, 2, 3, 5 y 7 hrs respectivamente. Tincién con azul de

Coomassie.,
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FIG. 13: ANALISIS POR SDS-PAGE EN GRADIENTE DE 12% A 18% T,
2.7% C, pH 8.8 DE CASEINA DIGERIDA CON TRIPSINA. Carril 1: Marcadores
de peso molecular SDS-7L y carriles del 2 al 10: Caseina digerida con tripsina a
los tiempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20 y 25 mins respectivamente. Tincién con azul

de Coomassie.
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8. ANALISIS POR SDS-PAGE Y AUTORRADIOGRAFIA DE p24 DE
N. brasifiensis DIGERIDA CON TRIPSINA.

La p24 de N. brasiliensis aislada a partir de extracto semipurificado de
N. brasiliensis en condiciones no desnaturalizantes se iodind y posteriormente se
fragmentd a diferentes tiempos con tripsina TPCK; los productos obtenidos de la
digestion se analizaron por SDS-PAGE en gradiente y se resolvieron mediante
autorradiografia (Fig. 14) en la cual observamos |a presencia de 2 fragmentos
tripticos; un fragmento triptico mayor (FTM) y un fragmento triptico menor (ftm),
los dos se detectaron a los 2 mins de haberse iniciado la digestion; el FTM
despues de los 4 mins presento digestion triptica; mientras que la intensidad de
la banda correspondiente al ftm se fue incrementando conforme la banda
carrespondiente a p24 y al FTM fueron disminuyendo. A los 10 mins de haberse
iniciado la digestidn triptica de p24 observamos con mayor intensidad la banda
correspondiente al ftm y coincidié con la desaparicidn total tanto de p24 como del
FTM, después de los 10 mins y hasta los 25 mins de digestién la intensidad de la

banda correspondiente al fim permanecio6 igual.

0. DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-EXTRACTO
SEMIPURIFICADQ DE N. brasiliensis POR ELISA.

Los 10 sueros de pacientes con micetoma por N. brasiliensis en estadio
activo tuvieron valores de absorbancia a 482 nm mayores a 0.3. Por otro lado,
los 5 suercs de personas que habian presentado micetoma y que alcanzaron
remisibn completa y los 5 sueros de personas aparentemente sanas sin
antecedentes de micetoma, presentaron valores de absorbancia menores a 0.3
(tabla 2).
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FIG. 14: ANALISIS POR SDS-PAGE EN GRADIENTE DE 12% A 18% T,
2.7% C, pH 8.8 Y AUTORRADIOGRAFIA DE p24 DE N. brasiliensis DIGERIDA
CON TRIPSINA. Carriles del 1al 9: p24 digerida con tripsina a los tiempos 0, 2,
4,6, 8, 10, 15, 20 y 25 mins respectivamente.
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TABLA 2: ABSORBANCIAS DE SUEROS ANALIZADOS CON LA TECNICA DE
ELISA PARA LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-EXTRACTO
SEMIPURIFICADO DE N. brasiliensis.

'PACIENTES CON __ |PACIENTES CON _ JPERSONAS SANAS
MICETOMA ACTIVO | MICETOMA EN REMISION
Clave Abs Clave Abs Clave Abs
M1 1135 | MR1 0.138 [SN1 0.099
M2 0.967 | MR2 0.184 [sN2 0.021
M3 1195 | MR3 0.110 |SN3 0.105
M4 1967 | MR4 0.098 |sna 0.085
M5 1815 | MR5 0.175 |sNs 0.025
M6 0.985
M7 1615
M8 1,975
Mg 1.835
M10 1,788

e ]

Abs: Absorbancia
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10. ANALISIS POR IET DE LA REACTIVIDAD DE SUEROS PROBLEMA
CONTRA p24 DE N. brasiliensis.

Mediante IET observamos que los 10 sueros de pacientes con micetoma
por N. brasiliensis en estadio activo reconocieron fuertemente la banda
correspondiente a p24. El resto de los sueros (sueros de pacientes con
micetoma en remision completa y sueros de personas aparentemente sanas) no
reconocieron a p24 (Fig. 15).

11.  ANALISIS DE LA REACTIVIDAD DE SUEROS DE PACIENTES CON
MICETOMA ACTIVO POR N. brasiliensis CONTRA p24 DIGERIDA CON
TRIPSINA POR IET.

La reactividad de los 10 sueros de pacientes con micetoma activo por
N. brasiliensis contra p24 sin digerir y contra p24 a los 2 y 10 mins de digestion
triptica se analizdo mediante IET. Los 10 sueros de pacientes con micetoma por
N. brasiliensis activo reconocieron fuertemente a p24 al tiempo cero (sin digerir),
solamente 3 de los sueros (M3, M4 y M5) reconocieron muy débilmente a p24 a
los 2 mins de digestion; sin embargo ninguno de ellos reconocié los fragmentos
tripticos de p24 (Fig. 16).
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FIG. 15: ANALISIS POR'IET DE LA REACTIVIDAD DE SUEROS PROBLEMA
CONTRA p24 DE N. brasiliensis SIN DIGERIR. Tirillas 1 a 10: Reveladas con
los sueros M1 al M10 respectivamente; ftirillas 11 a 14:. Reveladas con los
sueros MR1al MRS respectivamente y tirillas 15 a 18: Reveladas con los sueros

SN1al SN5 respectivamente
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FIG. 16: ANALISIS POR IET DE LA REACTIVIDAD DE SUEROS DE
PACIENTES CON MICETOMA ACTIVO POR N. brasiliensis CONTRA p24 DE
N. brasiliensis ANTES Y DESPUES DE DIGERIRSE CON TRIPSINA. Tirillas 1,
4, 7,10, 13, 16, 19, 22, 25 y 28: p24 sin digerir reveladas con los sueros M1 al
M10 respectivamente; tirillas 2, 5, 8, 11, 14, 17, 20, 23, 26 y 29: p24 a los 2
mins de digestion reveladas con los sueros M1 al M10 respectivamente y tinllas
3,8, 9 12, 15, 18, 21, 24, 27 y 30: p24 a los 10 mins de digestién triptica

reveladas con los sueros M1 al M10.
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V1. DISCUSION

Hasta hace poco tiempo la mayoria de los estudios que se habian
realizado con el fin de estandarizar pruebas inmunolédgicas Utiles para el
diagnéstico de infecciones causadas por microorganismos del género Nocardia
habian sido realizados para nocardiosis (infeccidn producida por N. asteroides)
(2, 3, 9, 44 y 48), pero poco se habia realizado para micetoma actinomicético

preducido por N. brasiliensis.

La principal limitante para la estandarizacion de pruebas seroldgicas
especificas para N. brasiliensis fue la falta de antigenos que evitaran la reaccién

cruzada con sueros de pacientes infectados por micobacterias.

Sin embargo, en 1991 Salinas y cols (41) identificaron por IET las
proteinas de 61, 26 y 24 kDa de N. brasiliensis como inmunodominantes y
altamente especificas con sueros de pacientes con micetoma actinomicético por

N. brasiliensis.

En ese mismo ano, Vera y cols (52) lograron purificar en condiciones

desnaturalizantes p61y p24 mediante electroelucion.

En 1993, (42) estandarizamos un ensayc inmunoenzimatico (ELISA) en
fase sélida para la determinacion de anticuerpos anti-extracto semipurificado de
N. brasiliensis en sueros de pacientes con micetoma actinomicético por
N. brasiliensis; para la estandarizacion de esta técnica utilizamos como antigeno
extracto semipurificado de N. brasiliensis el cual estaba enriquecido en p24,; esta
técnica ha sido de gran utilidad para el serodiagnéstico rapido de infecciones
producidas por N. brasiliensis y la evaluacion de la respuesta terapéutica de los

pacientes con micetoma. Esta técnica de ELISA es altamente sensible,
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reproducible y especifica ya que se eliminé totalmente la reaccion cruzada con
sueros de pacientes infectados por micobacterias (42).

La obtencion del antigeno enriquecido en p24 que se utiliza en esta
técnica, requiere de mucho tiempo, es costosa y el rendimiento es bajo. La meta
de esta tesis fue detectar fragmentos tripticos de p24 que fuesen reconocidos
especificamente por los anticuerpos presentes en los sueros de pacientes con
micetoma activo por N. brasiliensis. Esta informacidn permitiria en estudios
posteriores realizar la sintesis organica de estos péptidos y después utilizarlos
como herramienta para la estandarizacidn de pruebas seroldgicas para el

diagndstico de infecciones por N, brasiliensis.

Para estudiar |a reactividad de sueros de pacientes con micetoma por
N. brasiliensis activo contra p24 digerida con tripsina, tuvimos que establecer las
condiciones experimentales para aislar p24 en condiciones no desnaturalizantes
ya que la actividad de la tripsina se pierde en presencia de SDS y 2

mercaptoetanol (34).

La fuente de obtencion de p24 fue el extracto semipurificado de

N. brasiliensis, el cual estaba enriquecido en p24, como lo habian reportado

Salinas y cols (41).

En este trabajo, para identificar p24 seguimos los siguientes criterios
establecidos en 1993 por Salinas y ¢ols {41):

A) Migracion electroforética en un SDS-PAGE.
B) Tincién preferencial con azul de Coomassie mas que con nitrato de

plata.
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C) Reconocimiento por un anticuerpo monoclonal, recientemente obtenido
por Castro y cols (15), el cual reconocié a p24 en condiciones desnaturalizantes
(clona A4).

En el patron electroforético del extracto semipurificado de N. brasiliensis
en condiciones no desnaturalizantes observamos la presencia de 3 bandas que
se tifieron con intensidad similar tanto con azul de Coomassie como con nitrato
de plata. Ademas, mediante |ET encontramos que ninguna de las tres bandas
fue reconocida por el Acm anti-p24 de N. brasiliensis; lo anterior pudiera deberse
a que el determinante antigénico de p24 reconocido por el Acm no esta accesible
en p24 en condiciones no desnaturalizantes. Ambos resultados fueron diferentes

a los que presenta p24 en condiciones desnaturalizantes (15 y 41).

Debido a que ninguno de los 3 criterios para identificar p24 se cumplieron
con nuestra muestra, decidimos electroeluir en condiciones no desnaturalizantes
cada una de las 3 bandas observadas en el extracto semipurificado de
N. brasiliensis en un PAGE sin SDS. Posteriormente, al analizar cada uno de los
electroeluidos mediante SDS-PAGE e IET en condiciones desnaturalizantes, en
los 3 encontramos exclusivamente una banda que migrd a la posicion de p24, la
cual se tifid principalmente con azul de Coomassie y fue reconocida por el Acm
anti-p24, por lo tanto concluimos que en el extracto semipurificado de
N. brasiliensis en condiciones no desnaturalizantes existen 3 bandas que

corresponden a p24.

Probablemente, estas 3 bandas sean agregados de p24, los cuales al
ser sometidos a tratamientos desnaturalizantes (SDS, 2 mercaptoetanol y calor)
se disocian en mondmeros de esta proteina. Sin embargo, para confirmar lo

anterior se deberan realizar otros estudios.

62



La cantidad de p24 aislada mediante electroelucion fue baja, por lo que
utilizamos la autorradiografia para detectar los productos de la digestion triptica.
Después de iodinar p24 se analizdé por SDS-PAGE y autorradiografia; ademas
de la banda correspondiente a p24 encontramos la presencia de dos bandas de
menor peso molecular, dichas bandas no se habian detectado anteriormente
con las técnicas de tincién con azul de Coomassie ni con nitrato de plata, por lo
que suponemos que estas bandas de bajo peso molecular se encontraban en
una concentracion inferior a los limites de sensibilidad de estas dos tecnicas o
quizas se formaron durante la iodinacion de la proteina; esto debido a que
ademas de los efectos propios de la radiacién en este proceso se utilizé como
agente oxidante cloramina T, la cual produce efectos desnaturalizantes sobre las
proteinas (19). Otra posibilidad es que dichas bandas se hallan formado por
medio de digestion proteolitica de [a banda superior durante el aislamiento de la
misma. La posibilidad de que estas bandas se hallan electroeluido junto con p24
al momento de realizar el corte del gel se descartd ya que al analizar p24
iodinada en PAGE sin SDS observamos que las bandas de bajo peso molecular

se localizaban muy distantes de la banda correspondiente a p24.

Para aclarar el origen de estas bandas deberan realizarse estudios

posteriores.

Con el fin de determinar si la metodologia propuesta para la separacion de
los fragmentos tripticos de p24 era adecuada, decidimos utilizar dos proteinas
como controles. Primeramente una proteina de peso molecular mayor a p24, en
este caso utilizamos ASB (PM 66 kDa) y una proteina de peso molecular
semejante al de la proteina de nuestro interés, para lo cual utilizamos caseina
(PM 26 kDa).
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Al realizar los mapas tripticos de estas dos proteinas pudimos confirmar
que mediante SDS-PAGE Yy tincién con azul de Coomassie podiamos retener y
observar fragmentos tripticos de ASB; lo mismo sucedié con caseina a pesar de

ser una proteina de peso molecular menor.

Por lo anterior, decidimos utilizar como soporte para la separacién de los
fragmentos tripticos de p24 geles de poliacrilamida con SDS en gradiente y como

sistema de deteccion la autorradiografia.

La digestion triptica de p24 produjo dos fragmentos, los cuales se
detectaron a los 2 mins de digestidon. El fragmento triptico de mayor peso
molecular (FTM) se observé con mayor intensidad a los 2 mins, posteriormente
también sufri¢ digestion triptica. El segundo fragmento o fragmento triptico de
menor peso molecular (ftm) presentd mayor definicidn, se empezé a formar a los
2 mins de digestion y su concentracion se incremento progresivamente
alcanzando mayor intensidad a los 10 mins, a este tiempo desaparecid
completamente tanto la banda de p24 como la banda del FTM; después de los
10 mins la intensidad de la banda correspondiente al ftm permanecié igual hasta

los 25 mins.

La evaluacién por IET y por la técnica de ELISA estandarizada por Salinas
y cols (42) para estudiar la reactividad de 10 sueros de pacientes con micetoma
activo por N. brasiliensis, 5 sueros de pacientes con micetoma que habian
aicanzado remisidén completa y 5 sueros de personas aparentemente sanas
contra p24 sin digerir nos mostré los mismos resultados que habian reportado
previamente Salinas y cols (42). En cambio, los mismos sueros no reaccionaron

con los fragmentos tripticos de p24; esto probablemente se debid a:
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A) Pérdida de los determinantes antigénicos presentes en p24 de
N. brasiliensis sin digerir.

Berzofsky y cols (7) obtuvieron resultados similares al evaluar la
reactividad de sueros policlonales de ratébn anti-mioglobina de ballena contra 3

fragmentos de mioglobina obtenidos al digerirla con bromuro de cianogeno.

Benjamin y cols (6) mencionaron que la mayoria de los péptidos
pequefios de algunas proteinas, no se unen a los anticuerpos inducidos con la
proteina nativa, y tampoco, éstos péptidos inducen la formacién de anticuerpos

que reconozcan la proteina nativa.

B) Probablemente los determinantes antigénicos reconocidos por los
anticuerpos de los sueros de pacientes con micetoma activo por N. brasiliensis

sean de tipo conformacionai.

Berzofsky y cols (7) encontraron que aigunos de los determinantes
antigénicos de la mioglobina de ballena reconocidos por anticuerpos
monoclonales anti-mioglobina, estaban formados por residuos de aminoacidos
que se encontraban distantes en la secuencia primaria de esta proteina; pero

cercanos en la extructura tridimensional de la misma.

En algunos estudios realizados con proteinas pequefas, cuya estructura
terciaria se conoce con aita resolucion (lisozima, mioglobina y citocromo “c"),
indican que la unién de los anticuerpos es generalmente dependiente de la
integridad de la estructura secundaria, terciaria y algunas veces cuaternaria de la

proteina (1).
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C) Escasa cantidad de los fragmentos tripticos de p24 y que no sea

suficiente para ser detectada mediante autorradiografia.

Esta posibilidad es poco probable dado que la autorradiografia es una

técnica de alta sensibilidad.

Una de las limitantes para la realizacién de este trabajo fue la escasa
cantidad de p24 aislada mediante electroelucién. Para compensar lo anterior
utilizamos una técnica mas sensible para su deteccion como lo es el marcaje
radiactivo, sin embargo esta técnica posee la desventaja de alterar la estructura
de las proteinas, aparte del riesgo potencial que implica el uso de material

radiactivo.

Por lo tanto consideramos que es necesario estandarizar una metodologia
para el aislamiento y purificacion de p24 de N. brasiliensis en condiciones no
desnaturalizantes que nos permita obtener un mayor rendimiento; y si es posible
realizar la clonacion del gen que codifica para esta proteina para realizar estudios
similares a los de este trabajo con tripsina u otras enzimas 0 agentes quimicos
que nos permitan obtener péptidos mas grandes en los cuales exista mayor

probabilidad de que conserven su reactividad con los anticuerpos.

También se podria realizar la evaluacién combinada del reconocimiento
de fragmentos de p24 tanto por células T, como por los anticuerpos presentes en
los sueros de pacientes con micetoma activo; dado que tanto la evaluacion de la
respuesta inmune humoral como de la respuesta inmune celular seria de gran

utilidad para el diagnéstico de infecciones producidas por N. brasiliensis.

Consideramos que la técnica de IET es util para la identificacion de
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fragmentos de p24 que sean relevantes para la respuesta inmune humoral ya
que la técnica de SDS-PAGE nos permite la separacion de los mismos y por o
tanto podemos determinar especificamente hacia cual de los fragmentos esta

dirigida la respuesta, lo que nos evita aislar los fragmentos.

Sin embargo, también se podrian utilizar otras técnicas para evaluar la
reactividad de los anticuerpos hacia fragmentos de p24, tales como ELISA
competitivo o dot-biot en cuyo caso es muy probable que los determinantes
antigénicos reconocidos por los anticuerpos sean diferentes a los reconocidos

mediante IET.
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VIl. CONCLUSIONES

1.- La proteina inmunodominante de 24 kDa de N. brasifiensis se aisl6 a partir de
extracto semipurificado de N. brasifiensis en condiciones no desnaturalizantes

mediante electroelucion.

2.- La digestion triptica de la proteina de 24 kDa de N. brasiliensis produjo dos
fragmentos.

3,- Los dos fragmentos tripticos de la proteina de 24 kDa de N. brasiliensis no
fueron reconocidos por los sueros de pacientes con micetoma actinomicético

activo por N. brasifiensis.
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IX. APENDICES

APENDICE A

EQUIPO:

1. Agitador magnético RC-353 (CORNING)

2
3
4
5.
6
7
8
9

. Bomba peristaltica (LKB)
. Camara de incubacién (BIO-RAD)
. Camara de transferencia. Model Trans Blot Cell (BIOC-RAD)

Casete para exposicion de pelicula fotografica de 20 X 25 cm (SIGMA)

. Casete para exposicion de pelicula fotegrafica de 13 X 18 cm (SIGMA)
. Centrifuga eppendorf 5415 (BRINKMANN})

. Centrifuga J2-21 (BECKMAN)

. Centrifuga TJ-6 (BECKMAN)

10.
1.
12.
13.
14,
15.
16.
17.
18.
19.
20,
21.
22.
23,
24,
25.

Centrifuga Serofuga Il (CLAY ADAMS)
Columna para cromatografia (WHEATON)
Electoelutor Modelo 422 (BIO-RAD)
Espectofotometro DU-6 (BECKMAN)

Fuente poder Modelo 1000/500 (BIO-RAD)
Formador de gradientes Modelo 385 (BIO-RAD)
Homogenizador (EVER-BACH)

Incubadora (J. M. ORTIZ)

Liofilizadora (VIRTIS)

Microlector para ELISA BP-96 (DIAMEDIX)
Micro-agitador || (DYNATECH)

Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (BIO-RAD)
Pelicula X-Omat AR KODAK (SIGMA)

Pelicula X-Omat RP KODAK (SIGMA)

Placas para ELISA (BIO-RAD)

Potenciémetro 43 (BECKMAN)
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26.
27.
28.
29.
30.
31.

Refrigerador Ultra low (AMERICAN SCI. PROD.)
Refrigerador (KELVINATOR)

Secador de geles (EPHORTEC)

Incubadora con agitador. Dubnoff metabolic (GCA/ PREC. SCI.)
Ultracentrifuga L8-70 M (BECKMAN) |

Vortex mixer s/p (AMERICAN SCI. PROD.)
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APENDICE B

REACTIVOS QUIMICOS

1. Acetato de sodio (MERCK)

2. Acetato de magnesio (MALLINCKRODT)
3. Acido aceético glacial (MERCK)

4. Acido citrico (MONTERREY)

5. Acido clorhidrico (MERCK)

6. Acido etilendiaminotetraacético (SIGMA)
7. Acido nitrico (MERCK)

8. Acido perclérico (MERCK)

9. Acido sulfarico (BAKER)

10. Acido tricloroacético (BAKERY)

11. Acrilamida (SIGMA)

12. Agar de dextrosa Sabouraud (BIOXON)
13. Albumina sérica bovina (SIGMA)

14. Alcohol deshidrogenasa (SIGMA)

15. Amberlita XAD-7 (SIGMA)

16. Anhidrasa carbénica (SIGMA)

17. Anticuerpo anti-gamma de conejo desarrollada en cabra conjugado a

peroxidasa (SIGMA)

18. Anticuerpo anti-IgG humana desarrallado en cabra no conjugado (PIERCE)

19. Anticuerpo anti-IgG humana desarrollado en cabra conjugado a peroxidasa

(SIGMA)

20. Anticuerpo polivalente anti-gamma humana desarrollado en cabra conjugado

a peroxidasa (SIGMA)

21. Anticuerpo anti-IgG de ratén desarrollado en cabra conjugado a peroxidasa

(SIGMA)
22. Azida de sodio (FISHER)
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23. Azul de bromofenol (SIGMA)

24. Azul de Coomassie G-250 (LKB)

25. Azul de Coomassie R-250 (SIGMA)

26. 2-Mercaptoetanol (SIGMA)

27, Caseina (MERCK)

28. Carbonato de sodio (FISHER)

29. Citocromo "c" (SIGMA)

30. Cloramina T (SIGMA)

31. Cloruro de bario (MONTERREY)

32. Cloruro de potasio (MERCK)

33. Cloruro de sodio (MERCK)

34. Desoxirribonucleasa | (SIGMA)

35. Dextrana azul (SIGMA)

36. 3-3' Diaminobenzidina (SIGMA)

37. Dicromato de potasio (MERCK)

38. Dihidrégeno fosfato de potasio (MERCK)

39. Dodecilsulfato de sodio (SDS) (SIGMA)

40. Etanol (MERCK)

41. Eter etilico (MERCK)

42, Fosfato dibasico de sodio anhidro (MONTERREY)
43. Fosfato de sodio monobasico (MONTERREY)
44, Formol (MONTERREY)

45. Gelatina porcina (SIGMA)

46. Gelatina de pescado (NORLAND)

47. Glicerol (SIGMA)

48. Glicina (SIGMA)

49, Hidroxido de amonio (MONTERREY)

50. Hidréxido de sodio (FISHERY)

51. Leche descremada."Svelty" (NESTLE)

52. Marcadores de peso molecular Stock No. SDS-7 L Dalton Marck (SIGMA)
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53. Medio Infusién Cerebro Corazédn (BHI) (DIFCO)
54. Membrana de dialisis para electroelucién (BIO-RAD)
55. Metabisulfito de sodio (MONTERREY)

56. Metanol (MERCK)

57. N,N'-metilen-bis-acrilamida (SIGMA)

58. N,N,N'N'-tetrametiletiiendiamino (TEMED) (SIGMA)
59. Nitrato de plata (MERCK)

60. Ortofenilendiamina dihidroclorada (OPD) (SIGMA)
81. Papel de nitrocelulosa de 0.22 m (BIO-RAD)

62. Papel de nitrocelulosa de 0.45 m (BIO-RAD)

63. Papel Whatman No. 1

64. Peréxido de hidrégeno al 30% (MONTERREY)

65. Persulfato de amonio (SIGMA)

66. Sephadex G-10 (SIGMA)

67. Sephadex G-100 (SIGMA)

68. Sulfato de amonio (MONTERREY)

69. Suifato de cobre (MERCK)

70. Tripsina TPCK (SIGMA)

71. Trizma-base (SIGMA)

72. Trizma-hidroclorado (SIGMA)

73. Tween 20 (SIGMA)
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APENDICE C,

ABREVIATURAS.:

1. Acm Anticuerpo monoclonal.

2. ASB Albamina sérica bovina.

3. BHI Infusidn cerebro corazén (Brain heart infusion).
4.°C Grados centigrados.

5%C Parcentaje de agente entrecruzador (bis-acrilamida).
6. cm(s) Centimetro(s).

7. UCi MicroCurie.

8. ug Microgramo.

9.ECD Extracto celular deslipidizado.

10. EDTA Acido etilendiamiotetraacético (Ethylenediaminetetraacetic Acid).
11. ELISA Ensayo immunoadsorbente ligado a enzima (Enzyme linked
immunosorbent assay).

12. FTM Fragmento triptico mayor.

13. ftm Fragmento triptico menor.

14. Fig Figura.

15. g Unidad de gravedad.

16. gr Gramos.

17. hrs Horas.

18. HCI Acido clorhidrico.

19. HUJEG Hospital Universitario José Eleuterio Gonzalez.

20. IET Inmunoelectrotransferencia.

21. 1gG Inmunoglobulina G.

22. kDa Kilodalton.

23. pi(s) Microlitro(s).

24. M Molar.

25 .M. Mycobacterium.
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26. mg(s) Miligramo(s).
27. min(s) Minuto(s).

28. mi(s) Mililitro(s).

29. mm(s) Milimetro(s).

30. mM Milimolar.

31. Mr Movilidad relativa.
32.N Normal.

33. N. Nocardia.

34. ng(s) Nanogramos.
35. nm Nanometro(s).

36.PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida (Polyacrylamide gel

electrophoresis).

37. p24 Proteina de 24 kDa.

38. p26 Proteina de 26 kDa.

39. p31 Proteina de 31 kDa.

40. p55 Proteina de 55 kDa.

41. p61 Proteina de 61 kDa.

42, p65 Proteina de 65 kDa.

43. PBS Amaortiguador salina-fosfatos.

44 pH Potencial de hidrogeno.

45. PM Peso molecular.

46. SDS Dodecil sulfato de sodio (Sodium dodecyl sulfate).

47. SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS.
48.% T Porcentaje de acrilamida total.
49. TEMED N,N,N*,N" tetrametiletilendiamina.

50. TPCK Taosilfenilclorometilcetona.

51. Tris Tris (hidroximetil) aminometano.
52. U Unidades.

83. v Voltios.

o4 viv Volumen sobre volumen.
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