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CAPITULO1.

INTRODUCCION

Los microbios han existido antes que la especie humana, y han coexistido
con nosotros a lo largo de miles de afios. Sin embargo, hay puntos de desequilibrio
documentados a lo largo de la historia de la humanidad, en los que se marca el
dafio que pueden ocasionar los microorganismos sobre la poblaciéon humana en
forma de epidemias. Actualmente la vacunacién ofrece una disminuciéon notoria
del niimero de muertes ocasionadas por microorganismos, sin embargo, se reporta
que un tercio de la poblacion mundial ha tenido contacto con Mycobacterium
tuberculosis y a principios de este siglo en EUA, la muerte por neumococo era la
segunda causa después del cancer. Ademds, existe un ndmero notorio en
constante incremento de individuos infectados de malaria en el mundo. Esto nos
indica el alto impacto de los patégenos intracelulares que son responsables del
contagio y muerte de un gran namero de individuos alrededor del mundo. Una de
las causas por la que estos microorganismos intracelulares persisten en el hombre,
es por su habilidad de entrar a las células, sobrevivir y multiplicarse dentro de

ellas.

A la fecha, se han desarrollado un gran ntimero de estudios para entender
la relacion patégeno intracelular-hombre, y han contribuido a describir

caracteristicas y propiedades de algunos microbios para superar los sistemas



microbicidas de los organismos superiores. En cuanto al hospedero humano, en
ocasiones accidental, en otras situaciones como reservorios principales, se han
descrito un gran ndmero de factores por los cuales su sistema inmune o de
defensa es vencido para dar lugar a la enfermedad: el estado de nutricion, edad,
sexualidad, nivel socioeconoémico del individuo y las alteraciones en genes, entre
otros, son algunos de estos factores. También se conoce ahora que hay puntos
importantes durante la infeccién: la entrada del microorganismo, invasién y
colonizaciéon en el tejido del hospedero, la superacion de las defensas del
hospedero y la lesiéon o alteracion funcional de los tejidos.! Con toda esta
informacion deberfa ser cada vez mas sencillo controlar las enfermedades
ocasionadas por los microbios intracelulares, pero a pesar de todo lo que
actualmente se conoce, atin no es posible prevenir las infecciones ocasionadas por

muchos de estos microorganismos.

Segtin A. Casadevall el microbio no desarrolla estrategias para dafiar, sino
que, simplemente trata de sobrevivir en el medio ambiente, asi como nuestra
especie. Muchos de los llamados “factores de virulencia” no son armas
desarrolladas especificamente para atacar al hombre, en realidad parecen ser
mecanismos de supervivencia, que les han permitido vivir en el medio ambiente
hostil, donde existe un niimero mucho mayor de microorganismos que también se
encuentran en esta lucha por subsistir.2 El punto de vista de Casadevall sin duda,

es interesante ya que muchos de los genes llamados “factores de virulencia” estdn



altamente conservados, no solamente en microorganismos del mismo género sino
también en especies emparentadas filogenéticamente. Esto nos lleva a la reflexiéon
de que un microorganismo, por ejemplo alguna cepa bacteriana, que reside en
determinada region, no afecta a la poblaciéon humana en igual forma, por lo que en
una misma familia la enfermedad ocasionada por microorganismos intracelulares,
en ocasiones no se presenta en todos los miembros por igual e incluso puede
afectar solamente a uno de los miembros.

De modo que, todavia nos queda mucho por entender de la interaccion
patégeno intracelular-hombre; atn hay interrogantes sobre la forma en que los
microorganismos se adaptan en la célula para persistir, y atin tenemos que
comprender mejor el proceso que ocasiona una pérdida del control en los

mecanismos microbicidas en el humano.

En el servicio de inmunologia del Hospital Universitario de la U.A.N.L. en
Monterrey N.L., se ha estudiado por afios a Nocardia brasiliensis, patégeno
intracelular que ocasiona el actinomicetoma, con resultados bastante fructiferos. Se
ha logrado desarrollar el modelo de enfermedad en ratones de la cepa BALB/c,3
se han identificado los antigenos bacterianos que inducen la mayor respuesta de
anticuerpos o inmunodominantes4, esto a su vez ha permitido desarrollar un
método de diagnoéstico para individuos infectados con esta especie bacteriana.?
Ademas se han realizado una serie de ensayos en los que se ha evaluado la

respuesta inmune contra esta bacteria (proliferaciéon de linfocitos T, produccién de



anticuerpos y sus isotipos, produccién de citocinas, entre otros). Uno de los
hallazgos mas sobresalientes que se ha encontrado es que los anticuerpos del tipo
IgM, previenen el desarrollo de micetoma en el modelo de ratén, y ademas se ha
observado que en ratones con el micetoma ya establecido disminuyen la lesién
ocasionada por la bacteria de una forma muy notoria. Contrario a lo conocido
hasta ahora, especificamente en esta enfermedad, los anticuerpos IgG de memoria
no previenen ni disminuyen la lesién. También se determiné que el complemento
no participa en la actividad observada por el anticuerpo IgM. Estos hallazgos han
abierto un gran namero e interrogantes que es necesario responder para darnos un
mejor entendimiento de la enfermedad y la forma en que podemos limitarla o
prevenirla. La pregunta que surge para esta tesis, es si el anticuerpo IgM o IgG
empleado para opsonizar a Nocardia brasiliensis, activard en el interior del
macréfago una serie de sefiales que permitiran que la bacteria sobreviva o que sea

eliminada.



CAPITULO 2.

ANTECEDENTES

2.1. Descripcidon taxonémica, morfolégica y bioquimica del género Nocardia y
de la especie brasiliensis.

Nocardia brasiliensis pertenece a la familia Nocardiaceae del orden de los
Actinomicetales. Se relaciona filogenéticamente con los géneros Actinomyces,
Actinomadura, Corynebacteriun, Gordona, Mycobcterium, Streptomyces y Tsukamurella
actinomicetos que contienen acidos micoélicos en su pared celular y que ocasionan
enfermedades en animales y humanos.® Nocardia brasiliensis se deriva en dos
taxones descubiertos posteriormente a su descripcion: Nocardia pseudobrasiliensis y

Nocardia mexicana.”

En cuanto a la morfologia del género Nocardia, es caracteristico su
desarrollo en forma de filamentos, los cuales se distribuyen en forma aérea y hacia
el sustrato de crecimiento y tienen como caracteristica fragmentarse en bacilos y
cocobacilos. En medios BHI y Sabouraud crece lentamente en pH desde 6 hasta 9
y en temperaturas de 10 a 45 °C. Las colonias tienen forma “algodonosa” con

coloracién naranja debido a los pigmentos carotenoides producidos. 8°?

La pared celular de la especie brasiliensis y algunas de las otras especies de

Nocardia contienen aztcares como la arabinosa y galactosa, acido meso-



diaminopilémico, 4cido muramico, acidos micélicos, acidos tubérculo-esteéricos y
menaquinonas.1? El péptidoglicano de Nocardia es de tipo Aly, que contiene acido
diamino meso-A2pm y acido muramico en forma N-glicosilada, la fraccion
polisacarida es rica en azucares (arabinosa y galactosa). Los dcidos micoélicos que
contiene la pared celular poseen atomos de 44 a 64 carbonos y de dos a tres

uniones de acidos grasos no saturados.!

2.2. Infeccion en humanos por el género Nocardia.

Las especies de Nocardia son actinomicetos saprofitos y aerdbicos, que se
encuentran en el medio ambiente. Si bien muchas de las especies de Nocardia no
son dafiinas para el hombre, 213 algunas de estas especies si son altamente
patégenas para los animales y el humano, por ejemplo N. asteroides se ha
relacionado con la enfermedad de Parkinson!4 e infecciones invasivas severas; N.
brasiliensis, con infecciones subcutdneas y N. pseudobrasiliensis se ha relacionado
con nocardiosis no-cutdneas (sistémicas, pulmonares o de sistema nervioso
central).® Beaman B. ha descrito que las cepas patdégenas de las especies de
Nocardia tienen tropismo por 6rganos particulares y clasifican al menos seis tipos
de nocardiosis: pulmonar, sistémica, del sistema nervioso central, extrapulmonar,
cutanea - subcutdnea y linfocutdnea y el actinomicetoma.’® Otras de las especies
que se han clasificado como patégenas son: Nocardia farcinica, Nocardia

otitidiscavarium y Nocardia transvaliensis.'¢ El nimero de casos de nocardiosis se



ha incrementado en los dltimos afios, debido a que en la actualidad estas bacterias

presentan resistencia a muchos medicamentos.!”

2.3. Epidemiologia de Nocardia brasiliensis.

El micetoma es endémico en paises tropicales o subtropicales con latitudes
cercanas al plano ecuatorial. Los factores como la temperatura, la lluvia, el tipo de
suelo, la vegetacion, el tipo y cantidad de poblacion humana, determinan la
especie de microorganismo que induce micetoma en la regiéon. Por ejemplo, en
Sudan el micetoma es una enfermedad endémica debido a las condiciones
econémicas y sociales. Si bien, el primer agente causal de micetoma en Sudan es
Madurella mycetomatis, Nocardia brasiliensis ocasiona el 2-6% de las infecciones.!!

En un estudio de supervivencia realizado en México, se analizaron 2105
casos de micetoma en un periodo cercano a 30 afios (1965-1985), se encontré que la
incidencia de esta enfermedad es de 70 casos por afio, afectando un 76% a los
hombres y un 24% a mujeres. Asimismo se observé que los estados con mayor
incidencia en México fueron Jalisco, Nuevo Leén, San Luis Potosi, Morelos y
Guerrero. La mayoria de los casos de micetoma en México, son producidos por N.

brasiliensis, siendo el agente causal de hasta el 90% de los reportados para esta

enfermedad.18 19



2.4. Caracteristicas del micetoma inducido por N. brasiliensis.

Nocardia brasiliensis produce en humanos el actinomicetoma o micetoma
actinomicético. El micetoma, se caracteriza por la formacién de maltiples abscesos
que contienen granulos cuya coloracién, tamafio y consistencia dependen del
microorganismo que ocasiona la lesién granulomatosa. El periodo de incubacion
del micetoma no se conoce, se piensa que puede ser de un rango de meses a afios.
Debido a que Nocardia brasiliensis es saprofito del suelo, los trabajadores del campo
son mayormente afectados, y es muy comun observar lesiones que se localizan en
las extremidades inferiores, y que son posteriores a traumatismos. Ademas, la
especie Nocardia puede colonizar las manos, los brazos, el esternén, los pulmones,
y el mediastino.® La lesion inicial comprende una pequefa area de inflamacién en
el sitio de inoculacién primario. La progresiéon de la enfermedad es muy lenta y
puede, en algunos casos llegar a la infeccion completa del pie. La inflamacién
puede llegar a ser tan pronunciada que el pie puede asumir una curvatura
convexa.?’ Las lesiones por micetoma se pueden extender hacia el tejido adyacente
produciendo una tumefacciéon mayor, nuevos abscesos y drenaje diario del
material liquido de los granulos, puede incluso invadir hueso.?! Se considera que
de los casos por micetoma, las lesiones por N. brasiliensis pueden ser mas
agresivas, celulares, infiltrativas y destructivas que las lesiones ocasionadas por

otros agentes causales.!



2.5. Formas de evasién de patogenos intracelulares de la actividad microbicida
del macréfago.

Para algunos microorganismos intracelulares como Mycobacterium se han
encontrado una serie de estrategias usadas para detener la accién microbicida de
los monocitos, algunas son: bloquear los intermediarios reactivos de oxigeno,
inhibir la fusién fagosoma-lisosoma, la neutralizaciéon del pH del fagosoma, la
resistencia a enzimas lisosomales y la induccién de las proteinas de shock térmico
dentro del macroéfago.??

En general, el aspecto genético de la Nocardia se ha investigado poco y
s6lo unos pocos genes han sido secuenciados.?> En un estudio sobre la expresion
de los genes de N farcinica cuando infecta macréfagos, se demostr6 que se
expresan mayormente los genes involucrados en la defensa frente a los
intermediarios reactivos de oxigeno producidos por el fagocito. Algunos de estos
genes son: los que codifican para la alquilhidroperéxido reductasa, la catalasa, la
superdxido dismutasa, la tiorredoxina reductasa, la glutation peroxidasa y la
peptido metionino sulféxido reductasa; se piensa que estos genes son esenciales
para evadir los mecanismos bactericidas del fagocito y por lo tanto la
supervivencia de la bacteria.?* Algunas enzimas producidas por especies de
Nocardia se han relacionado con la virulencia de las cepas. Beaman y cols. usaron
anticuerpos monoclonales especificos para SOD con los cuales bloquearon su
efecto sobre el superdxido, estableciéndose asi que la Nocardia es protegida por

SOD del estrés oxidativo tanto in vitro como in vivo durante cualquier fase de



crecimiento.? La catalasa y la SOD han sido implicadas como factores de
virulencia en N. asteroides y en otros organismos como Streptococcus pyogenes?® y
Escherichia coli?” por mencionar algunos.

Por otro lado, la patogénesis de la especie N. asteroides es capaz de inhibir
en los fagocitos la fusion fagosoma-lisosoma; neutralizar la acidificaciéon
fagosomal; detoxificar los productos microbicidas del metabolismo oxidativo;
modificar la funcién del fagocito; crecer dentro de los fagocitos.® Ademas algunas
cepas tienen la capacidad de producir metabolitos bioactivos secundarios como la
brasilicardina terpenoide, la cual posee actividad inmunosopresora?s.

En el laboratorio de Inmunologia Molecular del Hospital Universitario,
Medina I. en su tesis doctoral, produjo una proteina recombinante de SOD de N.
brasiliensis, para inmunizar ratones, encontrando que no se establecia el micetoma
en los ratones inmunizados, por lo que se sugiere que para N. brasiliensis la SOD
también es un factor de virulencia.?® Igualmente se observé un efecto protector en
ensayos en los que se usaron anticuerpos anti-proteasa y anti-p61, anti-p24 y anti-
p26, lo que sugiere que estas proteinas también pudieran estar relacionadas con la
virulencia. Pero atin no ha sido determinado la totalidad de factores de virulencia

de N. brasiliensis.
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2.6. Interaccién N. brasiliensis-sistema inmune del hombre.

Una de las principales caracteristicas de los patégenos intracelulares es que
evaden al sistema inmune, residiendo en el interior de las células, éstas les
confieren un nicho donde ademds aprovechan los nutrientes celulares para
multiplicarse, pero un hecho imprescindible para estos patégenos es lograr
escapar de los mecanismos microbicidas del interior de las células. La respuesta
adaptativa tipica contra estos microorganismos incluye la participacion de los
linfocitos T, los cuales son los encargados de activar a los macroéfagos para que
eliminen a los microorganismos de una forma mas efectiva. Asi tenemos que la
inmunidad innata juega un papel importante en limitar el crecimiento bacteriano,
pero también es necesaria la inmunidad adquirida, ya que se encarga de la
eliminacién de los microbios.

En cuanto a Nocardia brasiliensis, una vez que ha sido inoculada a través de
un traumatismo induce un infiltrado de células polimorfonucleares a su alrededor
y se incia la inflamacion en esta drea. Después de la liberaciéon de quimiocinas
durante este proceso, los macréfagos llegan al sitio para fagocitar a las bacterias.
Posteriormente los linfocitos se acumulan progresivamente formando

microabcesos.8
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2.6.1. Respuesta inmune celular

La respuesta del sistema inmune en contra de patdgenos intracelulares es
de tipo Thl principalmente.30 La protecciéon es inducida una vez que ocurre la
disminucion de IL4 y el aumento en la produccion de INF-y por los linfocitos
especificos de antigeno. En cuanto a la respuesta celular inducida por Nocardia, en
un ensayo in situ en tejido humano se observé que en el micetoma se encontraban
linfocitos T CD4* y CD8* rodeados por agregados de neutroéfilos y macrofagos.3!
En el modelo de micetoma en ratéon se ha observado que los linfocitos obtenidos
de bazo y nédulos linfoides proliferan in vitro después de ser estimulados con el
antigeno inmunodominante p24 o con bacterias muertas por calor. Los analisis
por citometria de flujo demostraron que hay una disminucién del 50% de
linfocitos CD4*.3 Estos resultados son apoyados por ensayos realizados en ratones
atimicos infectados con micetoma, donde se reportdé que existia una respuesta
defectuosa contra Madurella micetomatis.3> En otro ensayo en la misma cepa de
ratén se observé que cuando los animales eran infectados con N. brasiliensis o N.
asteroides se producia una infeccién diseminada, no producian granulomas y habia
un gran numero de ratones que morian.3® En ratones irradiados se reconstituy6
con una poblaciéon de linfocitos B especificos contra extractos de Nocardia que
eran incapaces de producir anticuerpos, pero montaron una reacciéon de
hipersensibilidad retardada efectiva y controlaron la infeccién por Nocardia, lo
que demuestra la importancia de la respuesta inmune celular en la resolucién de la

enfermedad.3* Aun queda mucho por entender en relacion a este tipo de respuesta
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contra Nocardia brasiliensis, pero es claro que es importante en la contencién (por la
formacion de granulomas) y en la eliminacion, por la propiedad de los linfocitos T

de activar a los macréfagos.

2.6.2. Respuesta inmune humoral

La respuesta inmune humoral juega un papel importante contra cualquier
microorganismo, ya que es la encargada de neutralizar y opsonizar la bacteria,
entre otras importantes funciones. En la respuesta inmune humoral contra
Nocardia brasiliensis, contrario a otras enfermedades, la presencia de anticuerpos de
memoria son un indicador de que la enfermedad esté activa.* En un estudio inicial
se analizaron 16 sueros de pacientes con micetoma, se hicieron reaccionar con el
extracto proteinico obtenido de Nocardia brasiliensis y se observé que existia un
fuerte reconocimiento de al menos seis bandas de proteinas, tres de estas bandas
(p24, 26 y 61) mostraban especificidad contra N. brasiliensis.3>

Posteriormente a la identificaciéon de estas bandas inmunodominantes se
eligi6 la proteina p24 y la proteasa para desarrollar una prueba de ELISA para el
diagnostico de pacientes con micetoma, en donde se trabajé con 30 sueros y se
observo que la proteina p24 era especifica para micetoma por Nocardia brasiliensis.
No se observo reaccién cruzada con alguna otra bacteria, y ademads los pacientes

con micetoma tenian altos titulos de anticuerpos contra este antigeno y se
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correlacionaba con la enfermedad activa. En este ensayo, no se observé la utilidad
de la proteasa en el diagnodstico de la enfermedad activa, pero en antecedentes
previos se encontr6 que los pacientes en remision tenian titulos altos de
anticuerpos contra esta proteina.3® En otro estudio con pacientes que tenian
actinomicetoma, se confirmé que los titulos elevados de anticuerpos se
relacionaban con un mal pronéstico de la enfermedad.3” Debido a esta relacion se
realizé un analisis en la produccién de anticuerpos secretados por los pacientes
con actinomicetoma por Nocardia brasiliensis y se encontré que las subclases IgG1,
IgG2, IgG3 e IgG4 eran producidas mucho mas abundantemente en los pacientes
que en los controles, siendo los subtipos IgG3 e IgG4 los de mayor produccioén, y
que los niveles de IgM eran iguales para los controles3® . En el modelo de
micetoma de ratén se presenta una produccion de anticuerpos semejante al perfil
producido en humanos, con reaccién alta hacia los antigenos inmunodominantes
p6l, p26 y p24 y los titulos de anticuerpos que se alcanzan también son similares

para ambas especies.?

Si bien los antecedentes parecen indicar que la presencia de anticuerpos no
favorece la resoluciéon de la infeccién, en un estudio publicado recientemente se
demostré el papel protector de los anticuerpos IgM producidos contra N
brasiliensis usando bacterias muertas por calor3® y anticuerpos especificos contra
los antigenos de N. brasiliensis#0 . También otros investigadores encontraron que

los anticuerpos contra las proteinas con actividad de catalasa y peroxidasa de N.
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asteroides son capaces de inducir protecciéon.*! Atin no se conoce la forma en que
los anticuerpos del isotipo IgG especificos contra antigenos de Nocardia pueden
ejercer esta proteccion y cémo es que en los pacientes con esta enfermedad
(también en el modelo de ratén), se presentan los titulos altos de anticuerpos en la

enfermedad activa y aparentemente no ayudan en su resolucion.

2.6.3. Respuesta inmune innata.

La forma en que los componentes del sistema eliminan a los agentes
extrafios es muy particular para cada microorganismo, pero es bien conocido que
la entrada de los patégenos intracelulares hacia las células, les confiere proteccion
contra los demas componentes del sistema inmune, tales como los anticuerpos, el
complemento, etc. Siendo las células fagociticas, los monocitos o macréfagos el
tipo celular mayormente usado.

Por esta razon nos centraremos en esta parte en los macréfagos, detallando
los receptores, las citocinas y el papel protector por IgM recientemente
descubierto, contra algunos microorganismos intracelulares, incluyendo por

supuesto a Nocardia brasiliensis.
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2.6.3.1. Macrofagos.

El sistema fagocitico mononuclear constituye la segunda poblacioén celular
del sistema inmune innato. Estas células con su capacidad fagocitica permiten al
microorganismo, una mayor probabilidad de entrar a la célula, ademas su vida
media es mayor que algunos tipos celulares, por ejemplo, los monocitos cuya vida
llega a ser de meses en circulacién a diferencia de los polimorfonucleares cuya
vida es mds corta y otra caracteristica importante que hace a este tipo celular
preferencial por los intracelulares, es que poseen menor actividad antimicrobiana
que los polimorfonucleares.?? Cuando los macréfagos son expuestos a productos
microbianos o a citocinas como INF-y, se activan para fagocitar y destruir los
microorganismos, secretan citocinas pro-inflamatorias y presentan los antigenos a
los linfocitos T CD4*. En estos macréfagos se aumenta la sintesis de intermediarios
reactivos de oxigeno y de 6xido nitrico los cuales son elaborados en los lisosomas
de los macréfagos para destruir los microorganismos ingeridos. También
contienen mayores cantidades de enzimas lisosomales que destruyen a los
microbios fagocitados cuando se fusionan a los lisosomas. Los intermediarios
reactivos de oxigeno también pueden liberarse en los tejidos adyacentes, y pueden
lesionarlos. Ademas estimulan la inflamacién aguda mediante la secreciéon de
citocinas, principalmente TNF, IL-1 y quimiocinas y mediadores lipidicos de vida
corta, como el factor activador de plaquetas, prostaglandinas y leucotrienos. La

accion de estas citocinas es producir una inflamacién local donde hay acumulacién
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de neutrdfilos, que también facilita la fagocitosis y la destrucciéon de los

microbios.!

Pese a que estan bien estudiados los efectos benéficos de algunos factores
del macréfago, incluso llamados “mecanismos de defensa”, como el interferén
gamma y los intermediarios reactivos de oxigeno, algunos investigadores han
mostrado el efecto negativo de estas moléculas por ejemplo: los intermediarios
reactivos de oxigeno son toxicos para los microorganismos, pero en ensayos en los
que se agregaron receptores a macréfagos de raton para estimular una mayor
produccién de intermediarios, se observé que no existia una efectiva eliminaciéon
de Mycobacterium bovis.*> Otro ejemplo es el hierro intracelular, mientras que la
disminucion del hierro es regulada por mecanismos en el interior del monocito,
para evitar que microorganismos como Lysteria monocytogenes sobrevivan en su
interior, al disminuir el hierro también se pierde la activaciéon de mecanismos
microbicidas como la generacién dependiente de hierro de intermediarios
reactivos de oxigeno y nitrégeno.® Estos hallazgos nos invitan a considerar si el
papel conocido de cada componente microbicida sirve realmente como un “arma”
para la eliminaciéon de los microbios o una “herramienta” que pudiera usar el

microbio para su beneficio.

La complejidad de todos los mecanismos involucrados en la interaccion

hospedero-parésito, tanto en uno como en otro participante, es ademaés
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incrementada con algunos antecedentes que indican que existen al menos tres
poblaciones o tipos de macréfagos: Macréfagos activados por la via clasica, es
decir activados por INF-y y TNF-a; Macroéfagos activados por la via alternativa su
activaciéon depende de IL-4 6 glucocorticoides; y Macroéfagos tipo 1I, los cuales
requieren para su activaciéon antigenos que se unan a TLR y la estimulacién del
FcR mediante inmunocomplejos. Estas poblaciones poseen caracteristicas muy
particulares, entre algunas su capacidad de producir o no, componentes para la
eliminacién de los microorganismos, como los intermediarios reactivos de oxigeno
y nitrégeno. Ademas esta establecido que segtin el estimulo inicial que reciben
estas células pudiendo ser citocinas como INF-gamma, TNF 6 IL-4, incluso los
anticuerpos y los receptores celulares que son estimulados, son determinantes

para que la célula adquiera un tipo especifico de funcionalidad.

2.6.3.1.1. La via de entrada de los microbios al macréfago: Receptores celulares.
Asi como es necesario que se abra una puerta, por decirlo de esta forma a la

superacion del patégeno de las barreras naturales, que en el caso de Nocardia

brasiliensis es el traumatismo, también es necesario evaluar las posibles puertas o

rutas de entrada de la bacteria hacia la célula fagocitica.

La bacteria entra hacia el macréfago por fagocitosis a través de receptores

de fucosa o manosa, o por medio de los receptores Fc (RFc) o a través de
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receptores de complemento (RC). La entrada de la bacteria via receptores Fc
induce al interior de la célula la produccién de ROI y esto deberia ayudar al
aumento de la resistencia hacia el microorganismo. Por otro lado, la entrada via
RC causa endocitosis en la que obviamente no se estimula la produccién de los
ROI lo que permitiria la supervivencia del microorganismo. Al estimular el
microorganismo el proceso de fagocitosis por anticuerpos, en el interior de la
célula da origen a una serie de sefiales que desencadenan diversos procesos en la
célula, como el rearreglo del citoesqueleto, la alteracion de la permeabilidad de la
membrana, la activacion de mecanismos para la eliminacién del microbio, la
produccién de quimiocinas y citocinas pro y antiinflamatorias, la activacién de la
apoptosis y la producciéon de moléculas accesorias para la presentaciéon de
antigeno asi como el inicio de la respuesta inmune adquirida.*

Se conoce ademads que la entrada de las bacterias hacia el macréfago, puede
estimular la expresién de receptores que aumenten su entrada hacia el interior
celular. En el 2005 Sendide y cols investigaron si la unién de la micobacteria a los
macréfagos modulaba la actividad de los receptores de superficie y si potenciaba
esto el proceso de internalizaciéon de la bacteria. Ellos encontraron que
efectivamente la activacion del receptor CD14 por medio de fosfatidilinositol a
través de TLR2 conducia al reclutamiento de un segundo receptor que actuaba en
cooperacion para optimizar la internalizacion de la bacteria.46

En otro trabajo, el andlisis de expresion de los receptores en los macréfagos

de pacientes infectados con Mycobacterium tuberculosis y HIV-1 indujo un aumento
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en la expresion de CD14, mientras que los monocitos de pacientes sanos tuvieron
una baja expresion del receptor CD11c esto indica que la expresion diferencial de

los mismos, permiten una mayor entrada de M tuberculosis hacia el macréfago?’,

2.6.3.1.2. Receptores de opsoninas (Fc y RC)

Las particulas opsonizadas por anticuerpos son acoplados por receptores en
la célula que reconocen el fragmento Fc de los anticuerpos. Se conocen al menos 6
receptores Fc: FcyRI, FcyRII, FeyRIIII, FceRI, FceRIl y FeaRl, que se agrupan en dos
clases: los que contienen motivos ITAM en sus dominios intracelulares que
reclutan quinasas y activan cascadas de fosforilaciéon y los que contienen motivos
ITIM que reclutan fosfatasas que inhiben sefiales.

A su vez, los receptores activadores pueden ser de baja (FcyRIIA y
FcyRIIIA) o alta afinidad (FcyRI) hacia la regién constante del anticuerpos. La
expresion diferencial de estos receptores (inhibidores o activadores) es una llave
clave para la modulacién de la respuesta inmune. También se ha observado que
estos receptores muestran diferencias significativas en cuanto a su afinidad a los
diferentes isotipos de IgG indicando que ciertos isotipos son mayormente
regulados que otros.#® Se ha descrito la importancia del receptor FcyRI 6 (CD64)

para contribuir a la proteccion contra infecciones bacterianas, usando ratones
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FcyRI/- se demostré que la fagocitosis, la liberacion de citocinas, y la presentacion

de antigeno se limitan.4°

Se ha reportado que el receptor Fc, cuando es estimulado por complejos
inmunes (anticuerpos del isotipo IgG - Antigeno) produce un aumento de IL-10,
este aumento se ha delimitado hacia el receptor FcyRI (o CD64), y a su vez, el
aumento en IL-10 induce un incremento en la expresion de CD64. La IL-10 es un
regulador directo e indirecto de la IL-12, por lo que su aumento da como
consecuencia una disminucién de IL-12, que como se menciond anteriormente
conduce a una disminucién de IFN-y, favoreciendo también la supervivencia de la
bacteria en el hospedero. Ademas este receptor también esta relacionado con los
procesos de fagocitosis, presentacion de antigeno, citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo y con la liberacién de mediadores inflamatorios, siendo

evidente su importancia tanto en la inmunidad innata como en la adquirida.

Los macroéfagos expresan receptores CR1, CR2, CR3 y CR4 para la degradacion de
la fracciéon C3 del complemento, e interaccionan con otros componentes de las vias
de activacion del complemento clésica, alternativa o inducida por lectinas. Se dice
que CR3 es un receptor promiscuo, ya que posee otros ligandos ademés de iC3b,
como el fibrinégeno. Su papel en la fagocitosis controlada ha sido muy estudiado

y el mecanismo de ingestion mediado por CR3 difiere del mediado por los
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receptores Fc. Se dice que estos receptores actian como “entrada segura” para

mMicroorganismos.

Es conocido que para Mycobacterium tuberculosis existen dos principales vias
para introducirse hacia los monocitos y que estas dos vias son inducidas por la
bacteria para asegurar su entrada: primera; Mycobacterium secreta abundantes
cantidades de fibronectina, lo que promueve su entrada via los receptores de
fibronectina. Segunda; Mycobacterium induce la activaciéon de la fraccion C3 de
complemento, con lo cual la bacteria entra via receptores de complemento. Otros
estudios sobre receptores de opsoninas confirman que para Mycobacterium
tuberculosis el receptor CR3 es la principal puerta de entrada hacia el macrofago, y
que la estimulaciéon de esta via conduce a la endocitosis, la inhibiciéon de la
producciéon de intermediarios reactivos de oxigeno y promueve la disminucién de
IL-12 que es un estimulador de la produccién de IFN-y, por lo que éste también se
disminuye, siendo la consecuencia de todos estos procesos la supervivencia
bacteriana.50.51 Interesantemente también se ha encontrado que la IgM promueve
la entrada de Cryptococcus neoformans a través de los receptores CR3 y CR4.52 Por
estos antecedentes podemos pensar que probablemente para Nocardia brasiliensis
opsonizada por anticuerpos este receptor pueda funcionar como una puerta de
entrada hacia el macréfago, que aunque le permitiria la supervivencia a la
bacteria, no sabemos si este receptor pueda tener alguna preferencia por los

anticuerpos IgM.
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2.6.3.1.3. Citocinas producidas por los macr6fagos en respuesta a la infeccion por
N. brasiliensis.

En la caracterizacion de la respuesta inmune en el modelo de ratéon del
micetoma inducido por Nocardia brasiliensis, se observaron en el suero altos niveles
de INF-y, IL-4, IL-6 e IL-10 durante los primeros 4 dias de infeccién, después de
este tiempo disminuyeron los niveles de citocinas mientras que para IL-1 y TNF-a
no se observé un aumento significativo.3

Las citocinas como INF-y, TNF-a, IL-12 e IL-10 son importantes en la
eliminacién de los microorganismos y en la regulacion de la respuesta inmunitaria
contra patégenos intracelulares. Se sabe que IFN-y activa a los macréfagos y
aumenta sus efectos bactericidas a través de la produccién de intermediarios
reactivos de oxigeno y nitrégeno, y esto ha sido confirmado en estudios tanto in
vivo® como in vitro. En un trabajo publicado en el 2004 por Pereira y cols. se
realiz6 un tamizaje extenso de los genes expresados en macréfagos de ratéon
activados con IFN-y. Si bien este tamizaje no fue fino, si fue de utilidad en la
confirmaciéon de algunos de los genes implicados en la regulaciéon de los
receptores, después de la activacion de los macréfagos con IFN-y.5 Silva y Faccioli
en el ano de 1992 reportaron que el TNF, tiene una funcién en la resistencia contra
la infeccion por N. brasiliensis en cepas de ratones BALB/ c.%

En una investigaciéon realizada recientemente en el Departamento de

Inmunologia del Hospital Universitario de la Auténoma de Nuevo Leén, se
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analiz6 la produccion de citocinas in situ en ratones BALB/c infectados con
Nocardia brasiliensis y se encontré que en el sitio de infecciéon se producian citocinas

tanto pro como anti-inflamatorias.>”

2.6.3.2. Papel del anticuerpo IgM en la resolucién de la enfermedad por
patoégenos intracelulares.

Recientemente se realiz6 un estudio mas completo en cuanto a ensayos de
proteccion mediante inmunizacién activa y pasiva, especificamente contra los
antigenos p24, p26 y p6l de Nocardia brasiliensis y se encontrd, que hubo
proteccién parcial contra el micetoma en la inmunizacién activa, y proteccioén total
en inmunizacién pasiva con sueros hiperinmunes ricos en IgM y especificos contra
los antigenos de Nocardia. Esta protecciéon, ademds se corroboré al eliminar los
anticuerpos IgM de los sueros y observar que ya no habia proteccion contra el
establecimiento del micetoma. Se descarté que esta propiedad se debiera a la
accion del complemento, ya que también se observé esta protecciéon en sueros
inactivados por calor.?® Ademas se encontr6é un efecto protector con esta clase de
anticuerpo para la infeccion por Neumococo, donde se observé que este
anticuerpo junto con las células B y los linfocitos T, era necesario para la
proteccion contra la sepsis por neumococo y sugiere que IgM tiene un papel
modulador en esta proteccion.5® Para el intracelular Criptococcus neoformans, se ha

visto que anticuerpos IgM, IgGl e IgA especificos contra la cdpsula también
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protegen  a ratones de contraer la enfermedad ocasionada por este
microorganimso.®0

Sin duda queda mucho por entender sobre el papel de este anticuerpo en la
resolucion de la enfermedad y si inhibe alguna funcién de los microbios, si ayuda
a una mejor opsonizacion, o si la via de entrada hacia el macréfago, a través de
este anticuerpo, inducira factores que ayuden a contener mejor y eliminar el

microorganismo.

2.7. Usos de la proteina verde fluorescente (GFP)

Para llevar a cabo nuestros estudios de supervivencia bacteriana, se
requeria utilizar el método de wunidades formadoras de colonia, pero
inconvenientemente de este estudio, es que Nocardia tiene crecimiento en
tilamentos, lo que no nos permitiria ver la cantidad real del crecimiento
bacteriano. Por lo tanto un método mas eficiente para determinar la supervivencia
y el crecimiento bacteriano dentro del macréfago es la incorporacién de un en
reportero que codifica para la proteina verde fluorescente (GFP) en la bacteria, que
es facilmente cuantificable mediante citometria de flujo y que ya ha sido usado con
éxito para estudios de supervivencia en otras especies bacterianas.®® El uso de la
GFP va en incremento cada afo, entre otros, se han empleado como reportero para
la localizacion de proteinas en el interior de las células,®? la identificaciéon de genes
expresados en fagosomas,® y muchos otros mas usos que se han encontrado para

esta proteina.®
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CAPITULO 3.

JUSTIFICACION

Los mecanismos involucrados en la evasién microbicida del macréfago por
Nocardia brasiliensis son poco conocidos. Se ha demostrado que los anticuerpos
IgM pero no los IgG son capaces de prevenir la infeccion por Nocardia
brasiliensis en ratones BALB/c. Por lo tanto, es importante estudiar su efecto en

la infeccién del macréfago in vitro.
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CAPITULO 4.

OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto in vitro de los anticuerpos policlonales IgM e IgG anti-

Nocardia brasiliensis en la resistencia a la infeccion en macr6fagos.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Construir una cepa recombinante de N. brasiliensis ATCC700358 que

exprese la proteina verde fluorescente.

2. Evaluar la virulencia de la cepa N. brasiliensis GFP mediante la induccion

de micetoma.

3. Comparar el indice de fagocitosis de N.brasiliensis opsonizada con sueros

IgM y sueros IgG policlonales anti-Nocardia.

4. Cuantificar y comparar la produccién de citocinas TNF-a e IL-12, en

respuesta a la infeccion del macréfago por N. brasiliensis opsonizada con

anticuerpos policlonales IgM o IgG.
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CAPITULO 5.

ESTRATEGIA GENERAL

Para la estrategia general se sigui6 el proceso que se esquematiza en la figura 1. El
primer objetivo especifico consistié en desarrollar un plasmido portador de la
proteina verde fluorescente e introducirlo a Nocardia brasiliensis ATCC700358 y asi
tener una cepa con la proteina verde fluorescente para la medicién de la viabilidad
bacteriana. En el segundo objetivo, una vez modificada la cepa de Nocardia se
evalu6 la persistencia de la virulencia mediante la induccién de micetoma en
ratones BALB/c, ademads se hicieron ensayos de fagocitosis y citocinas. El tercer y
cuarto objetivo consistieron en infectar macréfagos de la linea celular J774 de ratén
con Nocardia brasiliensis sin opsonizar u opsonizada con anticuerpos IgM o IgG y
medir la cinética de produccion de IL-12 y TNF-a asi como el indice de fagocitosis

con las diversas condiciones.
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Figura 1. Esquema de la Estrategia general.
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CAPITULO 6.

MATERIALES

6.1 Reactivos quimicos y medios de cultivo.

Los diferentes juegos de iniciadores para amplificar los productos de
interés, se adquirieron de las compafiias SIGMA GENOSYS (Woodlands, Tx) y de
Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT Coralville, IA). Para los cultivos de
células se usaron los medios RPMI y D-MEM o Dubelcco’s Modified Eagle’s
Médium, aminoacidos no esenciales y suero bovino fetal (Gibco, EUA), Penicilina
G y estreptomicina (SIGMA), para los cultivos bacterianos: medio Luria Bertani o
LB de SIGMA, medio enriquecido de infusién cerebro corazén o BHI de DIFCO
(Detroit, MI, EUA).Ademas se usaron los siguientes reactivos: alcohol isopropilico,
alcohol etilico absoluto, metanol de J.T.BAKER (Pillipsburg NJ., EUA). Aceite
mineral, acetato de sodio, acido clorhidrico, acido sulftrico, agar, agarosa,
bisacrilamida, B-mercaptoetanol, cloruro de calcio, dimetilsulféxido, EDTA,
glicerol anhidro, glucosa, hidroxido de amonio, TEMED, persulfato de amonio de
SIGMA-ALDRICH (St. Louis MO, EUA). Azul de Coomassie de BIO-RAD
(Hercules, CA. EUA). Leche svelty de NESTLE. Tubos para gradientes de la marca

Beckman. Cdmaras Lab-Tek™ Chamber Slide™ System de 4 pozos de NUNC.
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6.2 Biologicos.

Las enzimas Taq DNA polimerasa, T4 DNA Ligasa y de restriccién se
adquirieron de la compafiia New England Biolabs (NEB, Beverly MA, EUA). El
anticuerpo CD11b de CALTAG Laboratorios (Carlsbad CA EUA), el kit de
citocinas ELISA Ready-SET-Go para TNF-a e IL-12, de eBIOSCIENCE. El
plasmido pNV18.1 fue donado por el Dr Jun Ishikawa (Universidad de Tokio
Japon). El plasmido pRU1701 fue adquirido de la compafiia ADGENE Cambridge
MA EUA. y las células electrocompetentes™ TOP10OR del estuche TOPO®XL-
PCR Cloning de Invitrogen Co. (Gaithersburg, MD. EUA). La cepa de Nocardia
brasiliensis ATCC 700358 con la que se trabajo, fue aislada de un paciente con
actinomicetoma y confirmada taxonémicamente por June Brown en el Centro
para el Control y Prevencion de Enfermedades En Atlanta, GA, EUA y por Patrick
Boiron en el Observatorio Francés para la Nocardiosis. Se us6 la linea celular
J774A.1 designada por la ATCC con la clave ATCC TIB-67.

Parte de los ensayos de esta tesis se realizaron con cepas de ratones BALB/c de 8 a
10 semanas de edad se mantuvieron a un temperatura entre 20 y 25 °C con agua

estéril y alimento para roedores.

6.3 Equipo.
Se emplearon los siguientes equipos y aparatos: Fluorémetro Versa Fluor de
Biorad y filtros de Exitacion 485-495 nm y Emision 515-525 nm de la misma marca

microondas marca Goldstar, potenciémetro modelo 420A marca ORION, mechero
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fisher 1201-21, pipeteador Pipet-aid Drumond Scientific Co., plancha de
calentamiento marca CORNING PC-35, bafio seco Thermolyne Type 17600 Dry-
Bath, electroporador BIO-RAD Pulse Controller Plus Gene pulser II, Incubadora
con COz InCuSafe modelo MCO-18AIC marca SANYO, campana de seguridad
SterilChemGARD II Advance Modelo SG403TX marca The Baker Company,
campana de seguridad clase II Labcono Purifier class II, Microscopio 6ptico
marca Zeiss con hasta 100 aumentos, refrigerador-congelador General Electric,
fuente de poder Gibco BRL Electrophoresis Power Supply Model 250,
termociclador PTC-100 Programmable Thermal Controller, M.J. Research, Inc.
Para los gradientes se usé una centrifuga de columpio refrigerada modelo TJ-6
marca Beckman, se usé ademdas una centrifuga refrigerada modelo 5417R
Eppendorf , centrifuga modelo 5403 también de la marca Eppendorf,
concentrador vacio modelo 5301 Eppendorf, congelador de -80 °C modelo VIP
Series de SANYO, Horno de microondas modelo MS-1144DP marca LG,
transiluminador UV modelo T1201 de la marca SIGMA-ALDRICH, un sistema
purificador de agua EASYpure II RF, balanza analitica modelo SA210 marca

Scientech.

6.4 Programas computacionales.
Para la digitalizacion y el andlisis de los geles se utilizaron los programas
GEL DOC 1000/PC y Gelpro32 analyzer de BIO-RAD (Hercules, CA. EUA). Los

programas utilizados via INTERNET fueron: Entrez NCBI (National Centre for
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Biotechnology Information), BLAST Network Service (Blaster), Gen Bank (ICGEB,
Trieste, Italia), CLUSTALW, para el andlisis estadistico se utilizé el programa
GraphPad Prism 1V, el programa utilizado para comunicaciéon en la red fue
Microsoft Internet Explorer 6.0. El procesador de texto utilizado fue Microsoft
Word XP Home Edition (Microsoft Corporation) y el procesador grafico fue

Microsoft Photo Editor (Microsoft Corporation).
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CAPITULO 7.

METODOLOGIA

7.1. Construccion de un plasmido con el promotor de la Superéxido Dismutasa

de N. brasiliensis y la GFP.

Se busc6 tener un pldsmido portador de la GFP que estuviera dirigido por
un promotor que Nocardia pudiera reconocer y asi transcribir el gen de interés. Se
iniciaron las construcciones plasmidicas ensamblando tres partes esenciales: el
gen de la GFP, un origen de replicacién y un promotor reconocible para Nocardia
brasiliensis. Se adquiri6 el plasmido comercial pRU1701, que es portador del
DNAC para la GFP, esta secuencia ya ha sido modificada para emitir fluorescencia
130 veces mayor que la proteina verde original®. También se trabajé con el
plasmido pNV19.1 que contiene un origen de replicacién para Mycobacterium y
con el cual el Dr. Ishikawa (quien amablemente don¢ la construccién plasmidica)
logré transformaciones exitosas en Nocardia farcinica. La primer construcciéon que
se realiz6 fue incluir el promotor de la Superdxido dismutasa (SOD) de Nocardia
brasiliensis, rio arriba del gen de la GFP. La secuencia de la SOD fue obtenida en la
tesis de Doctorado de Marisol Espinoza R.%, la estrategia se describe en la figura

2, en donde se agrega ademas los sitios de restricciéon que se emplearon.
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Figura 2. Estrategia de clonacion para el promotor SOD. Estrategia de clonacion
para obtener el un plasmido portador de la GFP con un promotor de SOD de
Nocardia brasiliensis.

¢

La construccion pRU1701SOD se usé para transformar en la cepa calcio
competente de E.coli TOP10. Se crecieron las bacterias transformadas en placas con
agar LB-kanamicina a 37°C por 18-20 horas. Se esperaba ver colonias
fluorescentes al colocarlas en la lampara de luz UV, pero no lo observamos, de
modo que crecimos colonias de las obtenidas en la transformacién en medio LB
liquido y esperamos 24 horas a un crecimiento visible de la biomasa bacteriana.
Centrifugamos la biomasa y la colocamos en la ldmpara de luz UV para visualizar
pero no se observo la fluorescencia. En el andlisis de la secuencia se identific6 la
falta de un segmento rio arriba del promotor probablemente necesario para su

reconocimiento.

7.2. Construcciéon promotor LacZ-GFP y promotor gentamicina-GFP.
Para obtener una construccién exitosa que tuviera un promotor que
dirigiera la transcripcion del gen de la GFP se trabaj6 con otros dos promotores

disponibles en el laboratorio; el promotor LacZ de E.coli y el promotor de
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gentamicina. En las figuras 3 y 4 se describe esquematicamente la estrategia que se

sigui6 para las construcciones y los sitios de corte e insercion de los fragmentos

clonados.
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Figura 3. Estrategia de construccién para el promotor LacZ. Estrategia de
construccion del pldsmido portador del promotor LacZ de E. coli y la GFP.

En un trabajo previo en nuestro laboratorio se obtuvieron transformaciones
exitosas de Nocardia brasiliensis con una modificacion del pladsmido pRU1701
(plasmido pRUAL) y se obtuvieron colonias resistentes a la gentamicina, por lo
que el uso del promotor de este gen representé un buen candidato para que

dirigiera la transcripciéon de nuestro gen de la GFP. (Ver figura 4).
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Figura 4. Estrategia de construccion para el promotor de gentamicina. Estrategia
de construccion que se realizd a partir del plasmido pRUAL para la
incorporacién del promotor de gentamicina a la GFP.

Para todas nuestras amplificaciones se usaron condiciones estdndar para PCR que
se muestran en el cuadro 1 Y 2 y los primers usados para las amplificaciones se

muestran en el apéndice A.

Cuadro 1. Programa para la amplificacion de los promotores SOD, LacZ y
gentamicina.

ETAPA TEMPERATURA °C | TIEMPO
1. Desnaturalizacién inicial 95 5 min
2. Desnaturalizaciéon 94 40 seg
3. Apareamiento 60 1 min
4. Extension 72 1 min
5. Ir al paso 2, 28 ciclos
6. Extension prolongada 72 7 min
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Cuadro 2. Condiciones de PCR para la amplificaciéon de los promotores SOD, LacZ
y gentamicina.

REACTIVOS VOLUMEN | CONCENTRACION
Buffer 10X 5ul 1X
MgCL (25 mM) 2pul 2mM
dNTP’s (10 mM) 1.5pl 200 pM
Primer 1 (100 mM) 2pl 200 pmol
Primer 2 (100 mM) 2ul 200 pmol
Tag (5U/pl) 0.5 pl 25U
H>O 36.5 pl -
DNA 0.5 pul —
Volumen final 50 pl -—--

Finalmente se transformaron bacterias calcio-competentes de E. coli TOP 10
con los pldsmidos obtenidos, para ver la expresiéon de la fluorescencia para
corroborar la funcionalidad de los promotores. En la figura 5 se muestran las dos
construcciones que se crecieron en biomasa para ver en el transiluminador de luz
UV y evidenciar la produccién de la proteina verde fluorescente (Figura 8 en

resultados).
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Figura 5. Construcciones de los promotores de gentamicina, LacZ y la GFP.
Plasmidos portadores de los promotores de gentamicina y LacZ y de la Proteina

verde fluorescente (GFP).

7.2.1. Analisis de la secuencia del promotor LacZ de E. coli.

Como se puede observar més adelante en los resultados, una de las
construcciones no expresaba la GFP por lo que se hizo un analisis en el programa
GENDOC con el cual se encontré un trascrito reverso o inverso a la secuencia (ver
figura 6) que pudiera estar bloqueando la expresiéon de la GFP, por lo que se

continuaron los ensayos con el plasmido que si estaba expresando la GFP.
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Figura 6. Analisis de la secuencia del plasmido con el promotor LacZ. En el cual
se observa que se esta produciendo un transcrito reverso que pudiera estar
bloqueando el transcrito (mMRNA) de la secuencia de la GFP y por lo tanto no hay
expresion (ver en detalle la figura en la secuencia 2101-2335 en la cual no hay un
codoén stop para la secuencia promovida por el promotor LacZ inferior).

7.3. Condiciones de cultivo y almacenaje para N. brasiliensis ATCC700358

Se tomo una alicuota de N. brasiliensis almacenada a -80 °C y se inocul6 en
un matraz con medio BHI y gentamicina a una concentracién de 26 pg/ml, se dejo
incubando a 37 °C sin agitacién por 72 horas. Al término de ese tiempo se decanto
el medio liquido y se arrastr6 la masa bacteriana con solucién salina estéril, para
posteriormente centrifugar en un tubo falcon de 50 ml a 3500 rpm 10 minutos, a 4

°C. Se elimino el sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en 10 ml de solucién
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salina estéril y se disgregd (con ayuda de un homogenizador manual de vidrio
dounce) hasta obtener una suspension homogénea de aspecto lechoso. Esta
suspension se transfirié a un tubo falcon de 50 ml. Este proceso fue usado para los
ensayos de infeccién de ratones, para los ensayos de separaciéon de las formas
bacterianas (con percoll), asi como para el almacenaje de alicuotas de la cepa
bacteriana. En este tltimo proceso, la masa bacteriana homogenizada se lleva a
centrifugacion nuevamente, se descarté el sobrenadante, se agregé BHI con
gentamicina a una concentracion de 26 pg/ml mas glicerol al 40% y se guardaron

alicuotas de 1ml a -80 °C.

7.4. Transformacién de N. brasiliensis.

Para la transformacién de Nocardia brasiliensis, se obtuvo el homogenizado
descrito anteriormente y la masa bacteriana fue lavada en agua miliQ estéril en
vez de solucién salina, y centrifugada a 3500 rpm por 10 minutos a 4 °C y
finalmente resuspendida en solucién de electroporacién (glicerol al 10% en agua
miliQ estéril). De esta mezcla se tomaron 90 pl y se pusieron en una celda para
electroporacion enfriada previamente y se agregaron 5 pg de DNA plasmidico, se
procedio a la electroporacion y una vez dado el pulso eléctrico se pasé esta mezcla
a un tubo eppendorf de 1.5 ml que contenia 800 ml de medio BHI estéril. Este tubo
fue incubado por 18 horas a 37° C y con agitacion suave. Posteriormente se
centrifugd el tubo a 1200 rpm por 5 minutos desechandose posteriormente a esto

la parte del sobrenadante, y se resuspendié en aproximadamente 200 pl que
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fueron plaqueados en cajas con agar BHI mas gentamicina a 26 pg/ml e incubados
a 37 °C por 4 dias. Se levantaron colonias resistentes a gentamicina y que emitian

fluorescencia al ponerlas al transiluminador de luz UV.

7.5. Obtencion de extracto de proteinas de la cepa N. brasiliensis GFP.

Para la obtencién de proteinas intracelulares de Nocardia se llevé a cabo lo
siguiente: Se inocul6 con la cepa de N. brasiliensis un matraz erlenmeyer de 1 litro
con 200 ml de medio BHI estéril y gentamicina 26 pg/ml y se dej6 creciendo por 1
semana a 37 °C y sin agitacion. Al término de este tiempo se recolect6 la masa
bacteriana que ademds fue lavada con agua destilada estéril. La masa fue
posteriormente deslipidizada con una mezcla de etanol-éter en las proporciones
1:1,1:2 y 1:3 y se dejo en un refractario de vidrio por 18 horas hasta la evaporacion
completa del solvente. La masa bacteriana deslipidizada fue pesada y colocada en
un mortero donde se agregd el mismo peso de la masa en polvo de vidrio y se
macer6 por una hora. La mezcla se pasé a un tubo falcon de 50 ml y se agregaron
45 ml de buffer de extracciéon que contiene Tris-HCL 0.1M y acetato de magnesio
0.1M, para dejarse agitando por 18 horas a 4° C. Esta mezcla fue centrifugada a
3000 rpm por 30 minutos y este paso de extraccion se repitié en 3 ocasiones mas.
Todos los volimenes del sobrenadante recolectado (aproximadamente 135 ml) se
colocaron en membranas de poro de exclusiéon de 10,000 daltones y se dializaron

con agua destilada para la eliminacién de sales.
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El medio dializado fue almacenado en alicuotas y guardado a -20° C hasta su uso.
Se corri6 un gel SDS-PAGE del 8-18% vy fue tefiido con azul de Coomassie para

corroborar la presencia de proteinas.

7.6. Producciéon de sueros de policlonales IgM e IgG anti-N. brasiliensis en
ratones BALB/c

Para la produccion de anticuerpos policlonales de IgM e IgG anti-Nocardia
se inmunizaron ratones BALB/c de 8 semanas de edad en el cojinete plantar con
bacterias homogenizadas (de la cepa modificada y también de la cepa sin
modificar) y ajustadas a 1x107 bacterias/ml y muertas por calor (esterilizaciéon a
121° C y a 20 psi por 15 minutos). A los 7 dias de la inmunizacién los animales
fueron sangrados del plexo retrorbitario. A los 15 dias post-inmunizacién los
ratones fueron re-inmunizados con bacterias muertas por calor y a los 21 dias se
sacrifico a los ratones recolectando la sangre por puncién cardiaca. Todos los
sueros fueron filtrados con membrana de 0.22 pm, inactivados por calor a 56 °C
por 30 minutos y almacenados a -20 °C hasta su uso. Para demostrar la
produccion de anticuerpos del tipo IgM (en el suero de 7 dias) y anticuerpos del
tipo IgG (en el suero de 21 dias) anti-N. brasiliensis se realizé un Western blot y las

tiras se revelaron con dichos sueros.
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7.7. Protocolo para preparar la suspension de N. brasiliensis (filamentos) para la
infeccién de macréfagos.

Para los ensayos de infecciéon con formas filamentosas de N. brasiliensis , se
tomo la metodologia desarrollada por el Dr H. Trevifio en su tesis doctoral®” que
consisti6 en hacer lavados del cultivo de 72 horas de Nocardia brasiliensis con
solucion de PBS IX y posteriormente se homogeniz6 con el dounce
(aproximadamente 10-15 ml). Esto se llevé a un volumen de 30 ml (con PBS IX) y
se dej6 sedimentando por 10 minutos. Después de sedimentar se obtuvo un
sobrenadante que se transfiri6 a otro tubo y se centrifugé a 780 rpm por 10
minutos, el sobrenadante obtenido se transfiri6 a otro tubo (repetir el paso). El
sobrenadante se centrifugé a 1100 rpm por 10 minutos. El sobrenadante obtenido
de esta centrifugacion se llevéd a centrifugaciéon nuevamente a 200g por 15
minutos. El sobrenadante se mezcl6 con glicerol llevdndolo a una concentracién
final de 20% de glicerol y se realizaron alicuotas de 1 ml, guardandose a -80 °C
hasta su uso. Para verificar la cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC)
se hicieron diluciones seriadas (1:1, 1:2, 1:4, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512 y
1:1024). Se pusieron 500 pl de PBS y se agregaron 500 pl de la alicuota almacenada
a -80 °C (con esto se obtiene la dilucién 1:1). Se tomaron 500 pl de la anterior
dilucién para agregarlos a otro tubo que contiene 500 pl de PBS (con esto se
obtiene la dilucién 1:2) y asi sucesivamente hasta la ultima dilucién. Se tomaron
100 pl de cada diluciéon para sembrarse en agar sangre y asi tener una

cuantificaciéon aproximada del namero de UFC por tubo.
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La segunda opcién para ver el nimero de bacterias fué llevar a una dilucién
1:100 (la suspensién obtenida del dltimo centrifugado) con PBS 1X y se agrega 1:1
colorante de contraste como carbol fucsina 6 azul de metileno. Se colocan en la
camara de Neubauer 10 pl de esta mezcla y se hizo la cuenta de bacterias por
cuadro. Se realiza un promedio de las bacterias contadas por cuadros para dividir
entre 2.5x1077. Con este célculo se obtuvieron las bacterias por ml de la suspensiéon
homogénea obtenida. Para realizar la cuenta de bacterias de una forma mas
sencilla, se tomaron fotos de los cuadros de la camara y el conteo se llevo
visualizando las bacterias en el programa Paint de Windows marcando las

bacterias contadas mediante puntos.

7.8. Ensayos de virulencia de la cepa modificada de N. brasiliensis en ratones
BALB/c.

Se trabaj6 con 2 grupos de 4 ratones BALB/c de 8-10 semanas, para ver la
induccion de micetoma por la cepa modificada, se inyectaron 100 pl de
homogenizado de Nocardia brasiliensis GFP y de Nocardia brasiliensis sin modificar
correspondiente a 1 x107 UFC en el cojinete plantar del ratén y se midieron los
milimetros de inflamacién cada semana hasta la formacién del micetoma en el
cojinete plantar del ratén. En los grupos infectados con la cepa modificada, se
administré gentamicina en 3mg/ml en el sitio de la infeccién, para inducir la

retencion de pldsmido en la cepa modificada (Ver figura 7).
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Figura 7. Verificacién de virulencia de la cepa modificada. Se evalu6 la
virulencia mediante el establecimiento de micetoma. Se trabaj6é con grupos de 4
ratones BALB/c. Se hicieron 3 experimentos por separado.

7.8.1. Verificacién de la presencia de plasmido en la cepa modificada.

Se realiz6 una extraccion plasmidica (protocolo anteriormente descrito en la
construccion de los plasmidos portadores de la GFP) de la cepa modificada antes y
después de la induccién del micetoma, para ver la presencia del plasmido o ver si

la secuencia habia sido incorporada en el genoma de la bacteria.
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7.9. Preparacion de suspension unicelular de N. brasiliensis GFP.

Se prepar6 un gradiente de percoll a diferentes porcentajes desde el 100
hasta el 10%, observandose que en el porcentaje mas bajo se obtenia una
suspension unicelular homogénea. Se prepararon 8 ml de percoll al 10%, poniendo
0.72 ml de percoll en 7.2 ml de agua destilada estéril y con 0.08 ml de glucosa 2.5M
y esta solucién se deposité en tubos estériles especiales para gradientes. A partir
de un cultivo de 72 horas de Nocardia brasiliensis GFP se prepar6 una suspension
homogenizada con el dounce por 10 minutos. La suspensién se dejo reposar por 10
minutos para tomarse del sobrenadante 8 ml que fueron depositados
cuidadosamente en la parte superior de la soluciéon de percoll al 10%. El tubo se
centrifugé a 3000 rpm por 40 minutos en una centrifuga de columpio. Después de
transcurrido el tiempo de centrifugacion, la muestra se recolecté con una jeringa
estéril y se deposité aproximadamente 300 pl en tubos eppendorf de 2 ml. Se
realizaron lavados a los tubos agregandose 5 volimenes de solucion salina estéril
a cada tubo, se mezclaron varias veces por inversién. Los tubos se centrifugaron a
2936 rpm por 10 minutos, se tiré el sobrenadante y se repitié el lavado una vez
mas pero con PBS 1X, y se dej6 en un volumen de aproximadamente 300 pl, el
cual contenia la suspension de bacterias unicelulares.

Para cuantificar las bacterias obtenidas, se preparé una mezcla 1:1 de la
suspension bacteriana unicelular y carbol fucsina y esto se llevé a la camara de
Neubauer donde se contaron las bacterias presentes en la solucién y se sigui6 el

procedimiento descrito en el punto 7. 7.
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7.10. Manejo de la linea celular J774

Se trabajo con la linea celular de macréfagos de ratéon ]J774 denominada
ATCC TIB-67. Esta linea celular fue producida a partir de células de cavidad
peritoneal de ratones BALB/c. La linea celular se cultivé y fue expandida en
medio DMEM suplementado con aminoacidos no esenciales al 1%, L-glutamina,
HEPES 0.25 mM y suero bovino fetal al 10%. Una vez que lleg6 a confluencia, las
células fueron suspendidas en DMEM con L-glutamina, suero bovino fetal al 10%
y DMSO al 5%. Se hicieron alicuotas de 1X10° células por ml y se congelaron a -80

°C hasta su uso.

7.11. Ensayos de fagocitosis

Para la realizacion de los ensayos de fagocitosis se utilizaron macréfagos,
los cuales fueron: 1) de la linea celular J774 (descrita arriba). 2) Macréfagos de
cavidad peritoneal de ratones BALB/c.

A partir de un vial de la linea celular J774 almacenado a -80 °C, se
descongel6 el vial y se centrifugaron las células a 1300 rpm por 5 minutos y se
hicieron dos lavados con DMEM vy suero bovino fetal al 10%. Posterior a esto se
depositaron las células en frascos de 25 cm?, hasta llegar a confluencia, para luego
pasarse a frascos de 75 cm? Para la obtenciéon de macréfagos de cavidad
peritoneal se utilizaron ratones BALB/c de 10 semanas de edad, los cuales se
sacrificaron por dislocacion cervical. Posteriormente se retir6 la piel del abdomen

y se introdujeron 8 ml de medio RPMI estéril para enjuagarse la cavidad
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peritoneal. Se hicieron masajes al abdomen del ratéon por aproximadamente 1
minuto para desprender los macréfagos. Se introdujo una jeringa estéril al
abdomen para retirar el medio RPMI inyectado y se depositd este liquido que
contenia las células, en placas de vidrio dejandose reposar por 2 horas a 37 °C y
5% de COs. Posteriormente se quito el sobrenadante y se puso medio RPMI con
suero bovino fetal al 10% y se dejaron reposar las células por 12 horas. Las células
fueron colocadas en placas de cultivo de 12 pozos, a las que previamente se
acondicioné con cubreobjetos estériles depositados en el fondo y se agregaron
4x105 células por pozo. También se trabajé con cdmaras Lab-Tek™ Chamber
Slide™ System de 4 pozos, poniéndose en éstas 1.5 x 10° células por pozo.

Los ensayos de infeccién se realizaron con una proporcion macréfago-
bacteria 1:3 y se dejaron incubar por 1 hora a 37 °C en 5% de CO,. Transcurrido el
tiempo, se hicieron dos lavados con PBS 1X para retirar las bacterias no
fagocitadas. Se hizo un ultimo lavado con solucién salina al 0.5% y se dejaron
secar los cubreobijetos al aire. Se fijaron los cubreobjetos con metanol absoluto y se
dejaron secar para tefiirse posteriormente con Kinyoun.

Para medir el indice de fagocitosis se contaron 200 células (en diferentes
campos) y se saco el porcentaje de las células con bacterias en el interior y se

multiplicaron por el promedio del nimero de bacterias dentro de éstas células.
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7.12. Ensayos in vitro de infeccion de macréfagos con la forma filamentosa de N.
brasiliensis.

Para los ensayos de infeccion se trabaj6 en placas de cultivo de 12 pozos con
4 x 104 células por pozo e infectindose con una proporcién de bacterias 1:40 de la
suspension unicelular y 1:3 de la suspensiéon de filamentos. Las placas fueron
adaptadas con cubreobjetos cortados, lavados y esterilizados, depositados al fondo
de las placas. Las bacterias unicelulares y las filamentos fueron opsonizadas 30
minutos previos a la infecciéon con 20 pl de suero (aproximadamente volumen 1:1
respecto al volumen en el que se resuspendieron las bacterias en PBS) e incubados
a 37 °C con 5% de COz Los macréfagos fueron infectados con las bacterias
opsonizadas, y se incubaron por una hora a 37°C y 5% de COa. Al término del
tiempo se hicieron dos lavados con PBS 1X para eliminar las bacterias no
fagocitadas. Después se agregé medio DMEM vy se dejaron las células hasta 24, 48
y 72 horas. Al término de los tiempos elegidos, se recolectaron los sobrenadantes
en tubos eppendorf y se centrifugaron a 1300 rpm. Se colocaron los sobrenadantes
en nuevos tubos y se guardaron en -80 °C. Estos sobrenadantes se usaron para
medir posteriormente las citocinas mediante un kit comercial. Por otra parte, los
cubreobjetos del fondo del pozo fueron lavados con solucién salina al 0.5% y
posteriormente procesados como se describi6 en los ensayos de fagocitosis.

Para los ensayos preliminares de citometria, se usaron placas de 12 pozos,

sin cubreobjetos. Una vez que se retir6 el sobrenadante de los pozos, se hicieron 2
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lavados con PBS 1X para recuperar la monocapa de células adherentes las cuales

se depositaron en tubos para citometria.

7.12.1. Tincién Kinyoun
Los cubreobjetos con los macréfagos infectados fueron secados al aire y fijados
con metanol al 100%. Posteriormente se tifieron de la siguiente manera:
1. Se agrego6 al cubreobjetos carbol fucsina por 7 minutos.
2. Se enjuago al chorro de agua.
3. Se destifieron brevemente en etanol al 50% y se enjuagd inmediatamente al
chorro de agua.
4. Se agreg6 una solucion de HxSO4 al 1% por un minuto y se enjuagé al
chorro de agua.

5. Se agrego6 azul de metileno por 1 minuto y se lav6 al chorro de agua.

7.12.2. Medicion de citocinas por ELISA
Las citocinas IL-12 y TNF-a fueron medidas con reactivos comerciales

siguiendo las especificaciones del kit comercial para ELISA de eBiosciences.

7.13. Ensayos en citometria para expresion de la GFP y CD11b.
Para medir la expresion del receptor CD11b y la GFP, las células obtenidas

del ensayo de infeccién (resuspendidas en PBS 1X) se centrifugaron a 1300 rpm
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por 5 minutos. Se decantaron, se lavaron con PBS 1X y se centrifugaron en las
mismas condiciones. A la pastilla obtenida se agregé 1 pl del anticuerpo CD11b
(CATLAG) y se dejo incubar 1 hora a 4 °C, en obscuridad. Después de este tiempo
se hicieron dos lavados con 2 ml de PBS 1X para retirar el anticuerpo no unido y se
resuspendio la pastilla en 500 pl de PBS 1X y 5 pl de formaldehido al 2% hasta su

procesamiento en el citometro.

51



CAPITULO 8.

RESULTADOS

8.1 Construccién del plasmido y expresion de la fluorescencia en Escherichia
coli.

Los plasmidos construidos fueron transformados primeramente en E. coli
para verificar si la proteina fluorescente se producia y visualizar la intensidad de
su fluorescencia. Se levantaron colonias candidatas de los plasmidos construidos
y se crecieron en medio liquido para obtener biomasa suficiente y corroborar

fluorescencia en el transiluminador (Figura 8).

B Luz visible

1 2 3

A  PLASMIDOS EN E. coli

Luz UV

E. coli + pPRUALGFP

1. E. coli + pRU1701
2. E. coli + pNV19.1GFP
3. E. coli + pRUALGFP

Figura 8. Colonias candidatas que expresan la GFP. A) Colonias candidatas que
expresan la GFP. B) Masa bacteriana de las clonas candidatas construidos con los
dos plasmidos, Como puede verse el tubo 3 portador del promotor de resistencia
a la gentamicina, posee una coloracién verde atin en luz visible, lo cual es correcto
de acuerdo a la versién de GFP con la que se esta trabajando. C) Visualizacion de
la fluorescencia en el transiluminador de luz UV.

52



8.2. Prueba de fagocitosis para evidenciar la fluorescencia de la GFP en el

interior del macréfago.

Para asegurarnos que la GFP expresada por la bacteria era lo
suficientemente fuerte para ser detectada dentro de los macréfagos después de la
fagocitosis, se realizé un ensayo de citometria. En este ensayo se demostré que las
macrofagos que fagocitaron las bacterias fluorescentes, presentaban fluorescencia
en el rango detectable para la GFP. En la figura 9 se observa la seleccion de la
poblacién de macréfagos y el aumento en la intensidad de la fluorescencia de los

macrofagos que fagocitaron bacterias.
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Figura 9. Citometria de Flujo para la GFP. Citometria de Flujo de la fagocitosis de
macrofagos retados con la cepa de E.coli TOP10 que posee el pldsmido con el
promotor de la gentamicina y la GFP. En la parte superior seleccién de la
poblaciéon de macréfagos y en la inferior la medida de la intensidad de
fluorescencia en la que se observa el aumento de la fluorescencia en el canal de
detecciéon de la proteina verde fluorescente, en las células que fagocitaron las
bacterias fluorescentes.
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La figura 10 presenta una imagen de las gréficas obtenidas por el citometro

de flujo, el cual arroja datos precisos del aumento de la fluorescencia de los

macréfagos

que fagocitaron las bacterias fluorescentes.

La emision de

fluorescencia es hasta 100 veces mayor que la emitida por los macréfagos que no

fueron retados con bacterias.
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Figura 10. Analisis de fluorescencia para el ensayo de fagocitosis. En recuadros
rojos aparece la intensidad media de fluorescencia obtenido del citémetro de flujo.
El primer cuadro en la parte superior indica la fluorescencia de macrofagos que

no fueron infectados

los dos siguientes cuadros marcan la fluorescencia de
macroéfagos infectados con bacterias opsonizadas.
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8.3. Morfologia de la cepa N.brasiliensis GFP (N.bra.GFP)

Una vez que se corrobor6 la intensidad de la fluorescencia emitida, se
procedi6 a transformar la cepa de Nocardia brasiliensis ATCC700358, con el
protocolo descrito en la metodologia. Se obtuvo una alta eficiencia de
transformacién y se seleccionaron clonas candidatas que mostraron resistencia a
la gentamicina y la emision de la fluorescencia cuando fueron excitadas las

colonias con luz UV. (Ver figura 11).

\ Resistencia a gentamicina \ Fluoresencia

Figura 11. Clonas candidatas de N.braGFP. Las bacterias fueron transformadas
con el plasmido portador del DNAc para la GFP y un gen de resistencia a la
gentamicina.

Se crecieron de nuevo las clonas seleccionadas para hacer una mejor
visualizacién de la morfologia de la bacteria. Se observa que las caracteristicas
fisicas de la cepa no son modificadas, el aspecto algodonoso se conserva y la
forma de crecimiento. La tnica modificacién evidente es la coloracion de la cepa,

la cual se pierde la coloracién naranja para verse de un tonalidad amarilla (Ver

figura 12). Se observé también la emision de la fluorescencia de la cepa
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modificada con respecto a la cepa no modificada o tipo silvestre con un

transiluminador de luz UV. (Ver figura 12)

Luz UV Luz visible

Figura 12. Morfologia de la cepa N.braGFP. En la parte derecha de la imagen se
observan las caracteristicas morfolégicas de la cepa, que no pierden su aspecto
algodonoso descrito anteriormente, el tnico cambio fisico aparente es la
coloracién de la cepa. En la imagen de la izquierda es evidente la fluorescencia
emitida de la cepa modificada con respecto a la cepa de tipo silvestre.

8.4. Obtencidn del extracto de proteinas de la cepa N.bra GFP.
Para verificar la expresion de proteinas de la cepa modificada se realiz6 una
electroforesis en gradiente SDS-PAGE de 8 al 18% (figura 13) y se comparé con la

cepa no modificada usando el programa GELPRO Analyzer (figura 14)
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Figura 13. Extracto proteico de las cepas N.braGFP y N.braWT. Gel de las
proteinas de las cepas N.braGFP y la no modificada (N.braWT) separadas en un
gel discontinuo SDS-PAGE 8-18%. 1) Marcador de peso molecular. 2) Cepa no

modificada N.braWT. 3) Cepa modificada N.braGFP.

Analizando la densidad 6ptica de las bandas de interés el programa indicé
que de la proteina p61 hay una diferencia de 34.16% mayor en el carril del
extracto obtenido por N. brasiliensis sin modificar, asi como un 20.75% para p26 y
19.95% para p24. El promedio nos indica que hay cerca de un 28% menos de las
proteinas en la cepa modificada. Lo que también podemos observar es la
abundante banda que corresponde a la GFP, lo que nos indica que hay una
preferencia en la producciéon de la GFP. Por estos resultados, se continué con
ensayos de virulencia para ver si la disminucion de las proteinas

inmunodominantes afectaria la virulencia de la cepa (Figura 14).
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Fira 14. Analisis en el prgrama GelPro Analyzer. Andlisis de abundancia de
proteinas en el programa GelPro Analyzer. Las proteinas enmarcadas
corresponden a la p61, p26 y p24 en las que se analiz6 la densidad 6ptica.

8.5. Induccién de micetoma por la cepa N.braGFP en ratones BALB/c.

En los ensayos de virulencia de la cepa modificada se trabajé con grupos de
4 ratones por grupo, que corresponden a ratones infectados con la cepa sin
modificar o wildtype (WT) y ratones infectados con la cepa modificada o
NbraGFP, y el monitoreo de la inflamacién en las patas se observa en la siguiente
gréfica, en la que se puede observar que no hay una diferencia significativa en la
inflamacién de los dos grupos de ratones. Si bien los granulomas presentaban

ligeramente un menor tamafio en la cepa modificada, el establecimiento del

58



micetoma logré establecerse, por lo que la cepa modificada conserva su propiedad

de inducir la enfermedad.(Ver figura 15)

l. —=— WVildtype

—+— NobraGFP

Milimetros de inflamaciéon
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Figura 15. Desarrollo del actinomicetoma en ratones infectados con la cepa
N.braGFP. Grafica del monitoreo de infecciéon de ratones infectados con la cepa
N.braGFP y la cepa sin modificar. El andlisis estadistico se llevd a cabo en el
programa GraphPadPrism. Anova p<0.05. 3 experimentos por separado n= 4
ratones.

Ademas de verificar la induccién de micetoma, se sacrificaron los ratones y
se extrajo el material contenido en los granulos para verificar que la cepa
contenida dentro del granulo (en el caso de los ratones infectados con la cepa
modificada), mantenia la expresion de la proteina fluorescente. El contenido de
los granulos fue verificado mediante el transiluminador de luz UV. Para conocer
si el micetoma fue inducido por la cepa modificada, el contenido de los granulos

se sembro en agar BHI sin gentamicina, y en agar BHI con gentamicina. El medio

sin antibiotico nos indica la cantidad total de bacterias presentes en el granulo con
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y sin plasmido, mientras que en el agar con antibidtico crecerdn tinicamente las

clonas que conservaron el plasmido.

Figura 16. Granulo obtenido de micetoma de ratones infectados con la cepa
N.braGFP. Placas de agar BHI o BHI/gentamicina en luz visible (derecha) y en
luz ultravioleta (izquierda).

8.6. Verificacion de la presencia de plasmido en la cepa modificada.

Para verificar que la cepa que indujo micetoma contenia el plasmido
fluorescente y evidenciar que no habia sido incorporado al genoma de la bacteria,
se realiz6 una extraccion de DNA plasmidico de las bacterias aisladas de los
granulos del micetoma, usando las técnicas descritas por Sambrooks y cols. para
la extraccion de DNA plasmidico mediante lisis alcalina. La verificacion se

observa en la figura 17.
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nlasmidico

1. N.braGFP (antes de
inducir micetoma)

2. N.bra obtenida de
micetoma, (gentamicina)

3. N.bra obtenida de
micetoma inducido por
Cepa sin modificar

N.bra = Nocardia brasiliensis

Figura 17. Extracciéon de DNA plasmidico para la cepa de NbraGFP y la cepa sin
modificar. Geles de agarosa al 0.8%.

8.7. Western blot de sueros IgM e IgG anti-Nocardia

Para cumplir los posteriores objetivos se llevé a cabo un esquema de
inmunizaciéon de un grupo de ratones BALB/c (ya descrito en la metodologia), y
se analiz6é la especificidad de los sueros recolectados mediante Western blot,
analizando su reactividad frente a extractos proteinicos de Nocardia brasiliensis

( Ver figura 18).
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Figura 18. Western blot de los sueros obtenidos IgM e IgG anti-Nocardia.

8.8. Obtencidén de suspension unicelular de N.braGFP.

Para la obtencién de una suspensién unicelular que nos permitiera cuantificar por
fluorescencia bacterias tnicas y no en las formas de filamentos , trabajamos con un
gran nimero de métodos para la separaciéon de las bacterias. Se prob6é desde
agitacion suave hasta la utlizaciéon del voértex por 5-10 minutos con perlas de
vidrio. También se probaron centrifugaciones a 780 rpm por 5, 10, 20, 30, 40, 60
minutos, camas de algodon y filtros Whatman hasta filtros milipore de 5 pm, con
los que no se pudieron separar de una forma efectiva los agregados bacterianos de
las bacterias solas. También se probaron gradientes de sacarosa de 0 al 100%
usando una centrifuga de columpio por 45 minutos a 3000 rpm, en donde se logré
separar las formas bacilares de la bacteria con un 35% de sacarosa (Figura 19). Se

continué con gradientes de percoll, en donde se lograron separar formas cocoides,
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con 10% de percoll a 3000 rpm por 45 minutos en una centrifuga en columpio

(Figura 19).
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Formas bacilares de Nocardia brasiliensis
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35% de sacarosa Centrifugacién 3000 rpm
45 min (centrifuga de columpio)

Formas cocoides de Nocardia brasiliensis

contraste con carbol fucsina, presentado en
camara de neubauer. 100X microscopio de luz
10% de percoll Centrifugacion 3000 rpm 45 min
(centrifuga de columpio)

Figura 19. Gradientes de sacarosa y percoll. Gradientes de sacarosa y percoll
para separar bacterias tnicas o unicelulares del resto de agregados de filamentos.

8.9. Ensayos de Fagocitosis en macroéfagos infectados con las cepas N.braGFP y
N.braWT

Para verificar que la cepa modificada con la proteina verde fluorescente no
presentara alteraciones que impidieran o limitaran su opsonizacién y fagocitosis
por los macréfagos, se realizd este ensayo de fagocitosis opsonizando con
anticuerpos especificos y se cuantificaron 200 células para medir el indice de

fagocitosis, en la figura 20 se presenta la grafica que se obtuvo para comparar la
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fagocitosis obtenida por las dos cepas. Se observa que no hubo una diferencia

significativa en la comparacién de la fagocitosis de las dos cepas.

Indice de Fagocitosis

re

NbraGFP NbraWT

Figura 20. Indice de Fagocitosis por macréfagos infectados con la cepa N.braGFP
y N.braWT. Se analizaron los resultados con una prueba T con una p>0.05. Las
barras representan el resultado de los duplicados de 4 experimentos por separado.

8.9.1. Comparacion del perfil de citocinas producidas por los macréfagos

infectados por las cepas N.bra.GFP y N.bra WT.

En cuanto al perfil de las citocinas IL-12 y TNF-a observamos que para
TNF-a no existe una diferencia significativa entre las dos cepas, pero para IL-12 si
se observa diferencia significativa para la cepa no modificada, pero a las 24 y a las
48 horas, en el tiempo 1 no hay una diferencia significativa, lo que nos indica que

al inicio de la fagocitosis la produccién de IL-12 es semejante para las dos cepas.
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Figura 21. Cinética de comparacion de la produccién de las citocinas IL-12 y
TNF-a por los macréfagos infectados con la N.bra.GFP y N.bra.WT. Cinética de
comparacion de la produccion de las citocinas IL-12 y TNF-a por los macréfagos
infectados con la cepa modificada con la proteina fluorescente (N.braGFP) y la
cepa no modificada (N.braWT). Se analizaron los resultados con una prueba
Anova de 2 rutas y con analisis mualtiple de Bonferroni. Los puntos representan el
resultado de los duplicados de 3 experimentos por separado.

8.10. Ensayos de infeccién en macréfagos con N.brasiliensis opsonizada con
anticuerpos IgM o IgG anti-Nocardia.

Se realizaron ensayos de infeccién para comparar la fagocitosis mediada
por los anticuerpos IgM e IgG y se visualizaron las células infectadas con tincién
de kinyoun y visualizadas en microscopio 6ptico. En la figura 22 se puede
observar que la cantidad de filamentos en el interior de los macréfagos
opsonizadas con anticuerpo IgM es menor que con las bacterias opsonizadas con

anticuerpos IgG, y la multiplicaciéon bacteriana es ademés mayor para este grupo.

65



Bacterias
opsonizadas
con IgM

Bacterias
opsonizadas
con IgG

Figura 22. Cinética de infeccion de macréfagos J774 con N.brasiliensis
opsonizada con anticuerpos IgM e IgG anti-N.bra. Cinética de infeccion de
macréfagos J774 con Nocardia brasiliensis opsonizada con anticuerpos IgM (A,C y
E) e IgG anti-N.bra (B, D y F). A y B) Infecciéon a 1 hora, células tefiidas con
Kinyoun, se infecté con una MOI 3:1, es evidente la cantidad de filamentos
presentes en los macréfagos infectados con N.brasiliensis opsonizada con
anticuerpos IgG. C y D) 24 horas de infeccién, se observa una multiplicaciéon
bacteriana y el aumento del tamafio de las filamentos, E y F) 48 horas de infeccién,
se observan grandes ramificaciones de los filamentos bacterianos. Todas las
imagenes fueron observadas en microscopia de luz en objetivo de inmersién 100X.

En los cultivos infectados por filamentos opsonizados con anticuerpos IgG
anti-Nocardia se observé también que el medio cambiaba su pH a las 48 horas, y
habia un desprendimiento de la monocapa de macréfagos, que ya ha sido
reportado ademas para otros tipos celulares. Esta destrucciéon aparentemente era

menos severa para los macréfagos infectados con bacterias opsonizadas con

anticuerpos IgM anti-Nocardia.
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8.10.1. Comparacion del indice de fagocitosis de los macréfagos infectados con

las bacterias opsonizadas con anticuerpos IgM e IgG anti-Nocardia.

Como se puede observar en la figura 23 la comparaciéon en la opsonizacién es
estadisticamente significativa, siendo IgG el anticuerpo que mejor opsoniza la

bacteria permitiendo una mayor introduccién de ésta hacia el macréfago.

Indice de Fagocitosis

Hifas gt IgG

Figura 23. Indice de Fagocitosis de bacterias opsonizadas con anticuerpos IgM e
IgG anti-Nbra. Indice de Fagocitosis comparativo entre las bacterias opsonizadas
con anticuerpos IgM e IgG anti-Nbra. Los datos fueron analizados con pruebas
pareadas usando el programa GraphPadPrism * p=0.0157 (comparacién entre IgM
e IgG) **p=<0.001 (entre bacterias sin suero e IgG).

También se prob¢ la diferencia en la opsonizacién de estos dos anticuerpos
usando células de macréfagos de cavidad peritoneal de ratones BALB/c y la

grafica que se obtuvo se presenta en la Figura 24. Se observa que la mayor

opsonizacién, como en células J774, es llevada a cabo por los anticuerpos del tipo

IgG.
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Figura 24. Indice fagocitico de bacterias opsonizadas por anticuerpos IgM e IgG
anti-Nbra en macréfagos de cavidad peritoneal de ratones BALB/c. Indice
fagocitico comparativo entre bacterias opsonizadas por anticuerpos IgM e IgG en
macrofagos de cavidad peritoneal de ratones BALB/c. Prueba no apareada con
correccion de Welch. *p=<0.0001

8.10.2. Comparaciéon de la produccion de citocinas IL-12 y TNF-a por los
macréfagos infectados con N. brasiliensis opsonizada con anticuerpos IgM e
IgG anti-Nocardia.

En cuanto a la produccién de citocinas inducidas por la infeccion de los
macroéfagos J774 con Nocardia brasiliensis opsonizada con anticuerpos IgM e IgG
anti-Nocardia se observa en la gréfica de Produccion de IL-12 (izquierda) que la
produccién de IL-12 por macréfagos infectados con bacterias opsonizadas con IgG
fue estadisticamente significativa en 1 y 48 horas comparado con la produccién de
los macréfagos infectados con bacterias opsonizadas con IgM, donde la

producciéon de IL-12 fue muy baja. Para TNF-a no hubo una diferencia
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estadisticamente significativa en los macréfagos infectados con bacterias
opsonizadas con IgM o con IgG, pero si hubo una diferencia estadistica para las

bacterias que no fueron opsonizadas con anticuerpos. (Figura 25)
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Figura 25. Graficas de la cinética de produccién de citocinas IL-12 y TNF-a por
macroéfagos infectados con N.brasiliensis opsonizada con anticuerpos IgM 6 IgG
anti-Nbra. Para el andlisis estadistico se llev6 a cabo una Anova de dos rutas y test
de Bonferroni. * p< 0.05 en ambas graficas. Bacterias solas, se refiere a bacterias sin
opsonizacion con anticuerpos.

8.10.3. Cinética comparativa de macréfagos infectados con N. brasiliensis
opsonizada con anticuerpos policlonales IgM 6 IgG anti-Nocardia.

También se hizo una cinética para cuantificar la cantidad de macréfagos
con filamentos al interior, en las 1, 24 y 48 horas y observamos que la tendencia de
los macréfagos infectados con bacterias opsonizadas con anticuerpos IgM es que
contienen menor namero de bacterias. Si bien la cantidad de bacterias aumenta a
las 48 horas, hay una disminucion de la cantidad de bacterias en el interior a las 24

horas (figura 26). En los cultivos ademdas se observé un menor dafio a los
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macréfagos por el crecimiento de la Nocardia que en los macréfagos infectados
con bacterias opsonizadas con IgG. Lo que nos puede indicar que el anticuerpo
IgM, ademdas de que introduce un menor nimero de bacterias logra activar

mecanismos al interior del macréfago que pueden limitar la multiplicacion

bacteriana.
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Figura 26. Cinética comparativa del porcentaje de macréfagos infectados con
N.brasiliensis opsonizada con anticuerpos policlonales IgM 6 IgG anti-Nbra, a
las 0, 24 y 48 horas de infeccién. Las graficas se analizaron con Anova de dos rutas

y Bonferroni. *p=<0.05

8.11. Infeccion de macréfagos J774 con formas cocobacilares de N. brasiliensis.

La suspensiéon cocobacilar que se logré separar se us6é para infectar
macrofagos y evidenciar si el crecimiento en filamentos y la forma de agregarse de
la bacteria formando complejos de mucho mayor tamafo que del macréfago, seria
una de las posibles causas que limitaran la capacidad destructiva del macréfago al

serle mas dificil degradar los agregados bacterianos. Como podemos ver en la
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figura 26 la suspension de cocos de Nocardia, retardan la destruccion de la
monocapa de macréfagos que se observa en la infeccion de los macréfagos con
tilamentos, sin embargo, atn la forma cocoide logra sobrepasar la actividad

microbicida del macréfago y empieza a multiplicarse en su interior. (Figura 27).

Figura 27. Cinética de infeccién de macroéfagos J774 con formas cocobacilares
(unicelulares) de N. brasiliensis. A y B) Infeccion a 1 hora, células tefiidas con
Kinyoun, se infecté con una MOI 30:1, C y D) a 12 horas de infeccién se observa
una multiplicacién bacteriana las flechas indican formas de filamentos que derivan
de las cocoides, E y F) 24 horas de infeccién, el aumento del tamafio de los
tilamentos, por la multiplicacién bacteriana al interior del macréfago G y H) 48
horas de infeccién, se observan ramificaciones de los filamentos bacterianos.
Todas las imagenes fueron observadas en microscopia de luz en objetivo de
inmersion 100X.
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8.11.1. Produccion de citocinas IL-12 y TNF-a por macréfagos infectados con las
formas cocobacilares aisladas de N. brasiliensis.

Se analiz6 la produccién de citocinas por los macréfagos infectados con las
formas cocoides, mediante una cinética de 3 tiempos y se compardé con los
macréfagos infectados con filamentos de Nocardia y se observé (Figura 28) que la
produccién de TNF-a no es semejante a la que se induce con las filamentos. Para
IL-12 si hay una diferencia significativa en la produccién de filamentos en las 24 y
48 horas con respecto a la linea celular sin infectar. Para la suspensién cocobacilar
si hay una diferencia significativa con respecto a la produccién de la linea celular,

a las 48 horas.
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Figura 28. Graficas de la cinética de produccién de citocinas IL-12 y TNF-a por
los macréfagos infectados con las formas cocoides y filamentos de N.
brasiliensis Para el analisis estadistico se llevd a cabo una Anova de dos rutas y
test de Bonferroni. * p< 0.05, **p<0.01. (Hifas= filamentos).
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8.12. Ensayos de la expresion del receptor CD11b.

Para evaluar la expresion del receptor CD11b se realizé también una
cinética con respecto al tiempo de 1 a 48 horas de infecciéon. El experimento se
realizé por duplicado y la grafica con los resultados se observa en la figura 29. La
expresion del receptor aumenta a las 24 horas, sin embargo la grafica indica que el
aumento también aparece en los macréfagos no infectados. Si bien, no es posible

concluir si podemos inferir que la expresion del receptor no aumenta debido a la

infeccion.
CD11b
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Figura 29. Expresion del receptor CD1lb en macréfagos infectados con
N.brasiliensis opsonizada con anticuerpos IgM o IgG anti-Nocardia. IMF=
Intensidad media de fluorescencia. Bacterias solas, se refiere a bacterias no
opsonizadas por anticuerpos.
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8.13. Ensayos de la expresion de la GFP.

Este ensayo se realizé a la par de la expresiéon del receptor CD11b. El
experimento se realiz6 por duplicado y la gréfica con los resultados se observa en
la figura 30. Las barras representativas de la fluorescencia emitida por la GFP a la
primer hora de infeccién muestran una mayor expresiéon para los macréfagos
infectados con las bacterias opsonizadas con el anticuerpo IgG en comparacién de
las bacterias no opsonizadas y de las bacterias opsonizadas con IgM. Este dato
concuerda con el resultado observado en el indice de fagocitosis (figura 23) que
muestra un mayor indice para macréfagos infectados por bacterias opsonizadas
por IgG. La gréfica de la cinética comparativa en porcentaje de macréfagos
infectados (figura 26), muestra una diferencia a esta gréfica de expresion de la
GFP, ya que en la primera la tendencia de macréfagos infectados es disminuir a las
24 horas y aumentar a las 48 horas. Sin embargo en esta gréfica de expresion de la
GFP podemos ver una tendencia al incremento para los tres grupos hasta las 24
horas, con una ligera disminucién a las 48 horas. Este aumento de la fluorescencia
detectada, puede ser debido a que como vemos en la figura 22, las bacterias

empiezan a multiplicarse y formar filamentos muy grandes.
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Figura 29. Expresion de la GFP en macréfagos infectados con N.brasiliensis
opsonizada con anticuerpos IgM o IgG anti-Nocardia. IMF= Intensidad media de
fluorescencia. Bacterias solas, se refiere a bacterias no opsonizadas por

anticuerpos.
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CAPITULO 9.

DISCUSION

Para la separacion de los filamentos de bacterias unicelulares, se us6é un gradiente
de sacarosa al 35%. Con este gradiente se separaron las formas bacilares de los
agregados que forma la bacteria. Debido a que la sacarosa es un compuesto
altamente osmético se le ha relacionado con alteraciones de la pared celular, por lo
que se recomienda su uso para separacién de componentes subcelulares. Ya que
las bacterias posteriormente iban a ser sembradas en agar para conteo de UFC, se
opto usar el percoll que es una material usado para gradientes de densidad. Este
material ademads, carece de osmolaridad lo que nos permite trabajar con €l sin que
dafie la pared de las bacterias. En un principio se trabajé en el percoll con la
densidad a la cual se obtuvo la separacién de las formas bacilares de la sacarosa,
pero no se logré obtener el mismo resultado. Con percoll al 10% pudimos separar
la bacteria unicelularmente, observandose formas cocobacilares pero no bacilares.
Beaman ha reportado la obtenciéon de formas cocobacilares para Nocardia
asteroides,®® pero tUnicamente enriqueciendo la presencia de estas formas en
cultivos de 55 horas. En el caso de Nocardia brasiliensis se ha comprobado en el
laboratorio que soélo los cultivos de 72 horas inducen micetoma, y por esto no se
trabaj6é con otros tiempos de crecimiento (No se ha reportado este dato). Para
separacion de las formas hifales de bacterias unicelulares en algtun tipo de

Nocardia para poder hacer una comparaciéon de la efectividad, ventajas o
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desventajas del método. Observamos que las fracciones de mayor porcentaje de
percoll como de sacarosa tienen en comun atrapar los agregados de mayor
tamafio. Aln en estas fracciones se pueden obtener algunos agregados pequefios e
incluso bacterias dnicas, lo que nos hace suponer que el mismo proceso por el
movimiento mecénico puede fraccionar los agregados grandes desprendiendo los
pequefios y las bacterias tnicas. Por otro lado, la razén por la que no se pudo
escalar del gradiente de sacarosa al gradiente de percoll, hay una alta probabilidad
de que las cargas presentes en la solucion de 35% de sacarosa (1.022 Molar),
permitan una mejor separaciéon de las bacterias. La carga de la sacarosa en la
solucién parece envolver los lipidos de la pared de la bacteria, favoreciendo la
separacion de bacilos, en el caso del percoll, que es un medio de baja osmolaridad

no se observo la separacion de las formas bacilares, pero si de las formas cocoides.

Nos planteamos algunas preguntas en el curso de esta tesis; ;Los agregados
grandes que superan el tamafio de los macréfagos hacen dificil o imposible el
proceso de fagocitosis? ;Y si esto a su vez seria un factor determinante para el
establecimiento de la enfermedad?. Estas preguntas las pudimos contestar en los
experimentos realizados en la infeccion con las formas coloides, ya que también en
la infecciéon de macréfagos con estas formas, habia multiplicacién bacteriana y
después de 12 horas, se formaban filamentos bacterianos al interior de los
macréfagos. En la infeccion con las formas cocoides de Nocardia asteroides llevada

a cabo por Beaman, no se realiz6 una purificacion selectiva de las formas, sino que
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sOlo trabajo con un medio enriquecido con éstas, pudiendo haber formas hifales
presentes en la suspension. La infeccién de los macréfagos con las formas
cocoides nos indica que la virulencia de la bacteria depende mas que de su
propiedad de agregarse y formar filamentos, probablemente los factores de
virulencia mencionados (catalasa, Stperoxido dismutasa, etc), intervienen de una
forma méas determinante en el establecimiento de la enfermedad.

Otra de los inconvenientes que observamos en esta tesis fue que, una vez
que Nocardia logra evadir su destruccion dentro del macréfago, empieza a
multiplicarse y dafia la monocapa de macréfagos llegando a desprenderla.
Suponemos que este dafio ocurre al menos, por tres situaciones: una es por el
mismo crecimiento de la bacteria dentro del macréfago, formando filamentos de 2-
5 veces el tamafio del macréfago en tan sélo 12 horas, y grandes ramificaciones de
bacterias a las 24 y 48 horas, que sobrepasan por mucho el tamafio de los
macroéfagos. Estos filamentos de gran tamafio quitan espacio y desprenden bacilos
y filamentos que invaden macréfagos vecinos. La segunda forma de dafio es por el
metabolismo de las bacterias, que al estar en crecimiento y multiplicaciéon
constante, producen productos de desecho y requieren nutrientes quitdndoles la
disposicion de ellos a los macréfagos. Ademas las bacterias, llegan a acidificar el
medio en el que estan creciendo, lo que obviamente no permite el crecimiento
adecuado de los macréfagos los cuales estan adaptados a crecer en pH fisiol6gicos.
La tercera forma de dafio del macréfago es por medio de un factor que Nocardia

secreta al medio y que induce la apoptosis de las células. Esto has sido reportado
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por Beaman® quien describe que este factor es producido por varias especies de
microbios y reporta que Nocardia asteroides es capaz de inducir apoptosis en
células cerebrales de ratén, células PC12, en una linea celular de rata e incluso en
una linea epitelial de células humanas. Beaman asocia la apoptosis con la
inhibicién de la actividad del proteasoma, y refiere que han relacionado esta
propiedad a una fraccion de filtrado de Nocardia de 3 KDa altamente estable,
aunque para las células HeLa tinicamente la bacteria viva pudo inducir apoptosis.
Ya que este efecto parece no beneficiar a la bacteria, porque la liberaria al medio
donde estaria expuesta a los demés componentes del sistema inmune, Beaman
sugiere que probablemente éste sea un mecanismo de respuesta del macréfago
hacia el ataque del patégeno intracelular. Los géneros bacterianos Clamydia 7°,
Rickettsi, 71 Streptomyces’ 'y Mycobacterium’3 inhiben la apoptosis como una
estrategia para mantenerse dentro de las células. En el caso de Mycobacterium
incluso, esta capacidad se relaciona directamente con la virulencia de la cepa,

siendo las cepas virulentas capaces de inhibir la apoptosis.

En cuanto a la produccién de citocinas, para TNF no observamos diferencias en la
expresion para los grupos, excepto para las bacterias sin opsonizacién, en donde
la producciéon de TNF es mas alta. En la tesis doctoral de ].M. Ztiiiga,”* relaciona
el aumento en la produccién de TNF con la cantidad de bacterias con las cuales
infectaba. En el trabajo de la Dra. Isabel Pérez R.7> se observ¢ la presencia de TNF

en los sueros de los ratones con un pico a las 9 horas, se debe considerar sin
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embargo, que la produccién de citocinas es inducida en infeccion sin opsonizacion
previa de las bacterias. Cabe mencionar también, que en el trabajo del Dr. .M.
Zuhiga midieron citocinas hasta las 12 horas y estos datos son obtenidos a partir
de macroéfagos infectados con Nocardia sin opsonizar. 57 En este trabajo ademas se
menciona, que las citocinas producidas por macréfagos infectados con bacterias
opsonizadas no pudieron ser medidas, por lo que no podemos hacer algtin punto
de comparacién en los resultados obtenidos para este trabajo y el del Dr Zahiga.
En un estudio de pacientes con actinomicetoma se cultivaron células
mononucleares y se midié la produccién de citocinas por la estimulacion de
células con extracto crudo de Nocardia brasiliensis y se encontré que TNF estaba
elevado en los pacientes con micetoma comparado con los controles.”® La
produccién de TNF se ha relacionado con la resistencia al micetoma causado por
Nocardia brasiliensis,®® y su presencia en los sobrenadantes de los cultivos nos
sugiere, que el macréfago estd secretdndola para tratar de eliminar el
microorganismo.

La pregunta inicial de esta tesis ;cudl seria el papel del anticuerpo IgM
anti-Nocardia en la resistencia contra el establecimiento del micetoma? es
respondida en parte en cuanto a su implicacién a nivel de macréfago, ya que
pudimos observar que la cantidad de bacterias que son fagocitadas es menor que
cuando son opsonizadas con anticuerpos IgG. Al observar la gréfica del indice de
Fagocitosis (figura 23) esta resulta hasta el 45% menos en la opsonizacién con IgM

con respecto a IgG. Si comparamos el porcentaje de células que tienen en su
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interior bacterias (figura 26) podemos ver que la diferencia entre IgM es 35%
menos que para IgG, esta diferencia radica en que el indice de fagocitosis toma en
cuenta el promedio de la cantidad de bacterias en el interior del macréfago. En las
infecciones con bacterias opsonizadas con anticuerpos IgG no sélo son infectados
un ntamero mayor de macréfagos, sino que la cantidad de bacterias que entran es
mas grande. El anticuerpo IgM ayuda en la resistencia al micetoma impidiendo
que un namero mayor de bacterias entren al interior de los macréfagos,
dejandolas en el exterior donde pueden actuar sobre ellas los demas componentes
del sistema inmune.

Por otro lado, como vimos en los antecedentes, en pacientes con
actinomicetoma se observan altos titulos de anticuerpos anti-p24, y en pacientes en
remision se observan bajos titulos de anticuerpos anti-p24, pero altos titulos anti-
proteasa. Se menciond también en los antecedentes, el alto titulo de anticuerpos se
correlaciona con la enfermedad activa. En esta tesis pudimos observar que los
anticuerpos IgG especificos contra Nocardia, favorecen la entrada de la bacteria
hacia el macréfago, permitiendo que un mayor ntimero de bacterias sobrevivan y
se multipliquen en el interior de la célula. Es interesante saber, que en el trabajo de
la Dra. Isabel Pérez se hizo un anélisis del sub-isotipo de anticuerpo generado a
partir de los antigenos de Nocardia brasiliensis y se encontré que p24 promueve la
produccién de anticuerpos IgG con isotipo IgG1 e IgG2b, el antigeno p61 IgGl, y
proteasa IgG2a e IgG3.75 Esto nos podria indicar que el isotipo mayoritario podria

dirigir la respuesta inmunolégica através de la activacion o la inhibiciéon de
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receptores Fc. Como también se ha comentado en los antecedentes, los anticuerpos
monoclonales, que han inducido proteccién por ejemplo el antigeno p24 y p6l
inducen la produccion de anticuerpos de isotipo IgG2a”7,78 el cual esta relacionado
con la activacion del receptor CD64. La activacion de este receptor esta asociado a
la fagocitosis, la liberacién de citocinas, y la presentacién de antigeno de forma
eficiente para la eliminaciéon de los microorganismos. Para los otros trabajos de
proteccion mediante bacterias muertas por calor, o con anticuerpos anti-proteasa,
no se menciona el sub-isotipo de anticuerpo generado. Si bien en este caso
trabajamos con anticuerpos policlonales producidos por ratones inmunizados con
bacterias muertas por calor, el patrén de proteinas de la cepa modificada difiere de
la cepa ATCC700358 en la producciéon de GFP, la cual podria estar induciendo la
produccién de un sub-isotipo de anticuerpo diferente al que predominantemente
se encuentra en la cepa no modificada.

La disminucion de IL-12 en macréfagos infectados con bacterias
opsonizadas con IgM, nos indica que la activacién intracelular es diferente a
cuando el macroéfago es infectado con las bacterias opsonizadas con IgG. Podemos
pensar que esta disminucién podria ayudar en la eliminaciéon de Nocardia en otra
manera, pero obviamente aun falta un perfil mas completo de expresion de
citocinas, para darnos una mejor idea si seria a nivel de regulacién o inhibicion de
algunas citocinas pro-inflamatorias. La implicaciéon de IgM en la resolucién de
enfermedades como la criptococosis,’? la infeccion por Neumococo® y la

tripanosomiasis por Tripanosomas Africano”, avalan la importancia de este
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anticuerpo en la resistencia a la enfermedad y atn se ha propuesto su uso en la
terapia contra el cancer.8 El mecanismo de accién de IgM en la resistencia para
otras enfermedades, se ha asociado con la alteracién de la estructura de la capsula
polisacdrida, o se le ha dado caracter de imunomodulador. En la tesis de
doctorado de la Dra. Isabel Pérez, N. brasiliensis fue opsonizada con el anticuerpo
IgM, y crecidas en placas de agar BHI, y se observé una clara disminucién en el
nimero de UFC, con respecto al control, y con respecto a las bacterias opsonizadas
con IgG especificos para Nocardia. Lo que nos indica que ademas del conocido
papel de neutralizante, parece inhibir de alguna forma el crecimiento de esta

bacteria.”’s
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CAPITULO 10.

CONCLUSIONES

* Los Anticuerpos policlonales IgM anti-Nocardia brasiliensis,
inhiben la fagocitosis de la bacteria por el macréfago.

* Los macréfagos infectados con Nocardia brasiliensis
opsonizada con IgM disminuyen significativamente la

produccion de IL-12.
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CAPITULO 11.

PERSPECTIVAS

* Identificar los receptores (Fc?, CR3?) usados por las bacterias
opsonizadas con IgM, en su entrada hacia el macréfago.

* Identificar el mecanismo intracelular por el cual Nocardia
brasiliensis opsonizada con anticuerpos IgM inhibe Ia
produccién de IL-12.

* Probar la opsonizaciébn con anticuerpos monoclonales

especificos para los antigenos inmunodominantes.
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Primers usados para amplificacion de los promotores de SOD, LacZ

Gentamicina.
SODAOTrf
SODAfin

PCR

PCF
PromGentaFin
PromSODA-Pcil

GFPBglIl

APENDICE A

5 AGGAAGATGCATCGTGGCTGAG 37

5 AAGCTTGATCAGCCGAAGAAGAGGCCCTTG 37

5 GGATCGAATTCATTAGGTGGCGG 37

5 GTGACGGTACCATACGCACACCG 37

5 GTTGGGATCCACTAGTATCGTTGCTG 37

5 GTGCAGTAACATGTGCTAACCGATCGGGTGTAG 37

5" GTGCAGTAAGATCTGTGAGCAAGGGCGAGGAAC 3
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