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I. RESUMEN

En los ultimos afios se han descrito diferentes proteasas de
Nocardia brasiliensis las cuales han sido implicadas en el dafio tisular
observado en el micetoma.

Salinas y cols. (1992) identificaron unas proteasas a partir de
extractos celulares de Nocardia brasiliensis HUJEG-1. En 1996
Licon Trllo y cols. purificaron unas proteasas con actividad
caseinolitica en columnas de  DEAE-celulosa combinadas con
electroelucién en geles preparativos de poliacrilamida en condiciones
no desnaturalizantes.

El rendimiento con esta metodologia se caracterizd por ser bajoy
el costo alto, razdén por la cual en el presente trabajo se disefié una
nueva metodologia para mejorar el rendimiento y disminuir los costos
de produccién, y ademas simplificar el proceso de aislamiento y
purificacién de proteasas.

A partir del filtrado de cultivo de Nocardia brasiliensis
HUJEG-1 cultivada en un medio disefiado por Catalina Rivas a base de
peptona de colagea se inicié el aislamiento de esta proteina. El filtrado
de cultivo se concentrd y posteriormente se precipité con sulfato de
amonio al 50% y el sobrenadante fue dializado exhaustivamente.
Mediante electroforesis preparativa en geles de poliacrilamida al 12%
en condiciones no desnaturalizantes se logré una buena separacion,
luego se eluyé la proteasa purificada. La cuantificacidn de la proteasa se
determiné por el método de Bradford, la actividad caseinolitica se
verificé con la técnica de zimograma de punto. La pureza se evalu6 en
un gel de poliacrilamida en gradiente 8-18% tefiido con nitrato de
plata.

Con esta metodologia el rendimiento se incrementd cuatro veces
respecto al método establecido anteriormente.



II. INTRODUCCION

Nocardia brasiliensis pertenece al género Nowndia de la familia
Nocardiaceae del orden Actinomicetales. El género Noendia esta
antigénicamente muy relacionado con los géneros Mycobacterium,
Corynebacterium, Rbodococcus, Gordona y Tsukamurella.
(32,36).

N. brasiliensis es una bacteria Gram positiva, aerdbica
estricta, intracelular facultativa, parcialmente acido resistente, no mévil,
forma filamentos ramificados extensos en la mayoria de los medios de
cultivo, produce un micelio aéreo de 0,3 a 1,5 mm de diametro que se
fragmenta después de cuatro dias de incubacién y produce células
bacilares y cocoides irregulares. Se cultiva entre 30-40°C a un pH de
7,5 en medio Sabouraud o Micosel por periodo de 2 a 3 semanas, crece
en forma de colonias con aspecto de rosetas de maiz de color blanco-

amarillento. (16, 38).

Las especies de nocardias causantes de la mayoria de las
infecciones son: N. asteroides, N. otitidiscaviarum <y N.
brasiliensis, las infecciones que causan son:

a) Nocardiosis localizada,

b) Nocardiosis sistémica,

c) Infecciones linfocutaneasy
d) Micetoma.

N. brasiliensis provoca generalmente abscesos subcutaneos
crénicos llamados micetomas. (8, 12).



Existen dos clases de micetomas, los producidos por eumicetos u
hongos verdaderos que son excepcionales en México y los producidos
por actinomicetos. (33).

Los micetomas actinomicéticos son mas frecuentes, constituyen el
98% de todos los casos en México.

ACTINOMICETOS PRODUCTORES DE MICETOMA.

asteroides
Nocardia brasiliensis (86%)
otitis-caviarum

madurae (10%)
ACTINOMICETOS Actinomadure

pelletieri

somaliensis
Streptomyces

paraguayensis

Sandoval- Trujillo (32).

La distribucién geografica de actinomicetosis es endémica en
paises tropicales. La incidencia mas alta se observa en la India, Senegal,
Somalia. En Ameérica se distribuye en México, Venezuela, Colombia y
Brasil. En México se han reportado casos en los estados de: Morelos,
Jalisco, Veracruz, Michoacan, Edo. de Meéxico, Guerrero y Nuevo
Ledn. (2, 13, 19).

En México los micetomas por los actinomicetos representan un
98%, el 2% restante es causado por eumicetos como Madurella
mycetomatis y Madurella grisae pelletieri. (2,9).




N. brasiliensis es el principal agente causal del micetoma
actinomicético en México (86% de los casos), y se presenta tanto en
sujetos inmunocompetentes como en inmunocomprometidos. (13).

La distribucién por sexo es mas alta en el hombre que en la
mujer en proporcion 4:1 y mas comun entre la segunda y cuarta década
de la vida. También la incidencia es mayor en areas rurales, debido al
tipo de ocupacidn, afectando a campesinos, lefiadores y personas que
trabajan en condiciones rudimentarias sin proteccién de zapatos
cerrados. Los agentes etiolégicos penetran por medio de una solucién

de continuidad, por ejemplo por espinas, astillas de madera, clavos,
piedras, etc.(33, 40).

En los pacientes infectados con Nocardia brasiliensis se
observa una celulitis pustular, localizada alrededor del area del trauma
contaminada con tierra o material en descomposicion. La enfermedad
suele  afectar principalmente miembros inferiores  (pies),
ocasionalmente las manos y el tronco, pero ha sido reportada en
muchas otras localizaciones del cuerpo. El microorganismo
probablemente penetra por implantacién traumatica en el tejido. Un
sitio frecuentemente afectado es la planta del pie, iniciandose una
pequeiia hinchazén subcutianea que lentamente aumenta de volumen y
se reblandece. Al romperse la superficie, se forman fistulas y el proceso
va penetrando en tejidos mas profundos, causando inflamacién y
deformacion del pie. El producto de exudacién de las fistulas es un
liquido seropurulento, que contiene acumulos bacterianos en
estructuras llamadas granulos de 30 a 120 pm de diametro. En general
los micetomas actinomicéticos se caracterizan por la invasiéon de tejido,
destruccién ésea y por hiperplasia de tejido fibroso alrededor de las
fistulas. Los granulos actinomicéticos estan compuestos de filamentos
miceliales entretejidos, muy delgados y con estructuras periféricas en
forma de clavas. La enfermedad es de evolucion cronica y los pacientes
habitualmente tienen un buen prondstico cuando son adecuadamente
tratados. En las lesiones no tratadas, pueden persistir por afios y



extenderse provocando asi deformidad y pérdida de la funcién del
miembro. (2, 3, 19, 31, 39).

En la infeccién por Nowrdia se induce inmunidad mediada por
células, asi como la produccién de anticuerpos del tipo Ig G durante
las diferentes etapas del micetoma.(32).

No se conocen todavia los mecanismos de patogenicidad de la
Nocardia, ni el papel que juega la respuesta inmune del hospedero
durante la infeccién por estas bacterias.

Los estudios realizados con Noardia estan encaminados
principalmente a tratar de explicar los mecanismos de resistencia del
huésped contra esta bacteria.(8, 41).



III. ANTECEDENTES.

Nocard en 1888 reporté el primer caso conocido de una
enfermedad producida por Noardia, cuando la aislé de lesiones
granulomatosas en bovinos. (32)

En 1943, Drake y Henrici aislaron el primer material somético de
Nocardia brasiliensis y encontraron que producia una reaccién de

hipersensibilidad retardada. (32).

Gonzalez-Ochoa y su grupo en 1953 aislaron un polisacarido
crudo de N. brasiliensis que producia reaccién de hlpersen81b1hdad
retardada en pacientes infectados con esta bacteria. Posteriormente en
1962 obtuvieron un polisacarido de N. asteroides, el cual producia
reacciones positivas en pacientes con micetoma por N. brasiliensis
aunque la reaccion era menos intensa. (11).

En 1960 Gonzilez-Ochoa y Sandoval, y en 1962 Gonzilez-
Ochoa demostraron la patogenicidad de cepas de N. brasiliensis aisladas

de suelos al ser capaces de producir lesiones y granos en ratones
después de 20-30 dias. (12).

Mais tarde, Macotela Ruiz y Mariat (1963) produjeron lesiones
con granos al inocular ratones, hamsters y cobayos con N. asteroides y

con N. brasiliensis. (32).

En 1967, Gonzalez-Ochoa y Kumico-Hojyo encontraron que,
después de inocular con una sola dosis de N. brasiliensis a ratones de

10



laboratorio en la almohadilla plantar, se producia el tipico micetoma
caracterizado por la presencia‘de senos y granos. (13).

En la respuesta inmune celular Melendro y cols. (1977)
mostraron la aparicién de un estado de hipersensibilidad tardia en
ratones atimicos inmunizados con un extracto purificado de N.
brasiliensis. Estos ratones murieron mas rapidamente que los ratones
normales con timo, lo que sugiere que el timo ejerce un papel
fundamental en la resistencia contra Noadia. Folb vy cols hicieron
observaciones similares. (8, 22).

Zlotnik y Buckley confirmaron los hallazgos de Gonzalez-Ochoa
al inocular ratones BALB/c con células vivas de N. brasiliensis en la
almohadilla plantar. Los ratones desarrollaron micetomas los cuales
variaban en tamafio y envolvimiento del miembro dependiendo de la
dosis y el vehiculo en que se administraran las células (salina wvs.

adyuvante). (41).

Rico y cols. en 1982 hicieron experimentos de transferencia
pasiva de anticuerpos anti-Noardia en ratones y observaron que estos
no solo no protegian sino que las lesiones en los animales inmunizados

pasivamente eran mas graves que los que no recibieron anticuerpos.
(32, 27).

Zlotnik y cols en 1984, reportaron la purificacién de una proteasa
en un filtrado de cultivo de N. brasiliensis cuyo peso molecular varia
entre 25 000 y 35 000 daltones y al parecer fue afectada por inhibidores
de enzimas que dependen de grupos sulthidrilo y por el inhibidor de
cisteina. (41).
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En 1986 El-Zaatari y cols, lograron obtener dos anticuerpos
monoclonales, estos reaccionaban cruzadamente con antigenos de
micobacterias.(7).

En 1987 Angeles y Sugar estandarizaron un ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) para la determinacién de anticuerpos anti-

Nocardia asteroides en el cual se encontraba la proteina de 55kDa
previamente identificada como especifica para esta especie. (1).

En 1989 Tsuboi y Yamaguchi, detectaron la presencia de
proteasas extracelulares tanto en el filtrado de cultivo de N. brasilienss
como de N. asteroides. (35).

Jiménez y cols en 1990, produjeron varios anticuerpos
monoclonales contra antigenos somaticos de Nowrdia en ratones
BALB/c. Estos antigenos reaccionaban cruzadamente con antigenos
de micobacterias. (17).

Salinas-Carmona y cols en 1992 identificaron tres antigenos
inmunodominantes de Nocardia brasiliensis los cuales fueron
reconocidos por los sueros de pacientes, los tres antigenos
inmunodominantes descritos fueron de un peso molecular de 24, 26 y
61 kDa. Utilizando dichos antigenos, Salinas y cols, lograron
estandarizar una técnica de ELISA mediante la cual, se logré
diferenciar entre pacientes con tuberculosis y enfermedad de Hansen

de aquellos pacientes infectados por Noardia.(29, 31, 37).

Buscando posibles mecanismos de dafio por nocardias Salinas y
cols en 1993, encontraron mediante la técnica de zimograma tres
bandas caseinoliticas, producidas por proteasas presentes en un

extracto celular y en el filtrado de cultivo de N. brasiliensis. (30).

12



Licén y Salinas-Carmona en 1996 aislaron y purificaron proteasas
a partir del extracto celular de N. brasiliensis utilizando una metodologia
combinada de cromatografia en gel Sephadex G-100 y electroelucién
de geles de poliacrilamida, metodologia con la cual el rendimiento de
purificacién de la proteasa era muy bajo y el costo elevado. (21).

En el presente trabajo nos propusimos disefiar una nueva
metodologia para aislar y purificar la proteasa extracelular, con la cual
se logre aumentar el rendimiento y disminuir costos de produccién.

13



IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Disefiar una metodologia que simplifique el procesé para el

aislamiento y purificacién de la proteasa extracelular de N. brasiliensis
HUJEG-1, y que ademas aumente el rendimiento y disminuya tanto el
costo como el tiempo del proceso.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

j

Identificar las proteasas intracelular y extracelular de Nowndia
brasiliensis HUJEG-1 utilizando dos medios de cultivo diferentes.

. Seleccionar el medio de cultivo con el cual se obtenga un

rendimiento mas alto, a partir de la comparaciéon de dos medios de
cultivo: el convencional (BHI) y el disefiado por C. Rivas (medio a
base de peptona de colagena).

. Obtener el filtrado del medio de cultivo seleccionado, y aislar y

purificar de este la proteasa extracelular de N. brasiliensis HUEG-1.

. Comparar el rendimiento de la proteasa extracelular y de la proteasa

intracelular purificadas de los dos medios de cultivo (BHI y C.
Rivas).

. Determinar el peso molecular de la proteasa extracelular purificada

de N. brasiliensis HUJEG-1.

14



METODOLOGIA DISENADA EN ESTE TRABAJO PARA EL
AISLAMIENTO Y LA PURIFICACION DE LA PROTEASA
EXTRACELULAR DE N. brasiliensis HUJEG-1.

DIAGRAMA DE FLUJO.

FILTRADO DE CULTIVO DE
N. brasiliensis HU]EG 1

e

PRECIPITACION
CON (NH,),SO,
AL 50%

ELUCION
DE GELES

ELECTROFORESIS
PREPARATIVA DE
GELES

DETERMINACIONES:
PUREZA, AC.
CASEINOLITICA Y
PROTEINAS
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V. METODOLOGIA

1. OBTENCION DEL EXTRACTO CELULAR CRUDO DE
N. brasiliensis.

1.1 Cepa e N. brasiliensis.

La cepa de N. brasiliensis utilizada en este estudio se obtuvo a
partir de un paciente con diagndstico de micetoma que acudid a la
consulta de Dermatologia del Hospital Universitario Dr. José Eleuterio
Gonzilez. La bacteria fue identificada mediante técnicas
microbiolégicas por el Dr. Manuel A. Rodriguez Quintanilla del
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina y su
identidad fue confirmada por la Dra. J. Brown (Center for Disease
Control Atlanta, GA. E.U.A) y la bactena fue etiquetada como
Nocardia brasiliensis HUJEG-1. Las bacterias se conservaron
empleando agar Sabouraud Dextrosa. Para el desarrollo de este trabajo
las bacterias se cultivaron en caldo Infusién Cerebro-Corazén (BHI
Brain Heart Infusion Difco, Detroit, MI).

1.2 Preparacion de la suspension celular de N. brasiliensis

HUJEG-1.

De las bacterias que crecieron en medio Sabouraud se tomaron
dos o tres colonias y se inocularon en matraces Erlenmeyer (Pyrex) de
125 ml, con un volumen de 30 ml de medio de cultivo BHI. Estos
cilltivos se incubaron:-en-basiolde agua en agitaciéon a 37°C por 48 h,
(Dubonoff Metabolic Shaking Incubator GCA/Precision Scientific).
Los cultivos se colocaron en tubos de 50 ml y se centrifugaron a 166 x
g durante 10 minutos en una centrifuga Beckman TJ-6 (Beckman
Instruments). Posteriormente el sedimento se lavé dos veces con 30 ml

16



de solucién salina 0.85% p/v. Las bacterias se disgregaron con un
agitador de vidrio y se resuspendieron en 10 ml de solucién salina.

1.3 Obtencion del extracto celular crudo y del filtrado de
cultivo de N. brasiliensis HUJEG-1.

Una vez obtenida la suspension celular de N. brasiliensis, se
inocularon con 0.4 ml de ésta, 8 matraces Erlenmeyer de 1 litro con
160 ml de medio de cultivo BHI, y otros 8 matraces Erlenmeyer de 1
litro con 160 ml de medio de C. Rivas. Los cultivos se incubaron a
37°C por 1 semana sin agitacion. Los matraces se decantaron para
separar el medio de cultivo de la masa bacteriana, la cual se recuperd
en matraces Erlenmeyer para luego lavarla con 500 ml agua destilada
estéril en un embudo Biichner sobre un matraz Kitasato conectado a
una bomba de vacio. La masa bacteriana obtenida se secé y deslipidizé.
Para lograr esto se adicionaron 200 ml de solucién de etanol-éter etilico
(1:1), y se coloco en agitacién por 10 minutos, al cabo de los cuales el
sobrenadante se retiré cuidadosamente. Lo anterior se realizé hasta que
el sobrenadante perdié la coloracién amarilla. Posteriormente se
agregaron 200 ml de solucién de etanol-éter (1:2) 2 veces mas, y
finalmente 200 ml de solucidon etanol-éter (1:3). Este dultimo
deslipidizado se filtré a vacio y la masa bacteriana se colocé en un
desecador durante 12 h a temperatura ambiente.

El material deslipidizado y seco se colocé en un mortero al que
se le agregd una cantidad igual de vidrio molido. Las bacterias se
trituraron mecanicamente por 90 minutos.

La mezcla resultante se colocé en un matraz Erlenmeyer de 500
ml con 300 ml del amortiguador de extraccion Tris-HCl 0.1 M pH 6.5
(apéndice B), en agitacion a 4°C durante 12 h.

La mezcla se centrifugd a 200 x g durante 30 minutos para retirar
el vidrio y bacterias intactas, el sobrenadante se recolectd y se filtrd a
través de una membrana Millipore de 0.22 um de diametro de poro,
mientras que el sedimento se resuspendié en 300 ml del amortiguador
de extraccién y se realiz6 el mismo procedimiento 2 veces mas. El
material de las tres extracciones corresponde al extracto celular crudo

de N. brasiliensis.
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Mientras tanto ambos medios de cultivo se filtraron por separado
a través de una membrana Millipore de 0.22 um de didmetro de poro
con un embudo Biichner sobre un matraz Kitasato conectado a una

bomba de vacio. Los filtrados se trataron posteriormente con
(NH,),SO, sélido al 50%, se separd el sobrenadante del precipitado, el
sobrenadante se dializ6 exhaustivamente.

2. SELECCION DEL MEDIO DE CULTIVO DE MAYOR
RENDIMIENTO PARA LA OBTENCION Y
PURIFICACION DE LA PROTEASA EXTRACELULAR
DE N. brasiliensis HUJEG-1.

Se tomaron alicuotas de los filtrados y de los extractos de cultivo
de ambos medios BHI y C. Rivas para determinarles el contenido de
proteinas y la actividad caseinolitica, esto con el fin de seleccionar el
medio con el que se obtenga mayor rendimiento de proteasa. La
fraccién restante de cada uno se liofilizé.

2.1 Determinacion de Proteinas Totales (Método Bradford).

La determinacién de proteinas se realiz6 mediante el método de
Bradford realizando una curva de calibracién con una solucién de
albiumina sérica bovina. Las soluciones estandares de concentraciones
entre 2 y 18 pg/ml, fueron preparadas a partir de un patrén de
concentracion 1 mg/ml. Se colocaron 0.25 ml de muestra en presencia
de 0.25 ml del reactivo de Bradford (apéndice B) por 25 minutos a
temperatura ambiente y se determiné su absorbancia a 595nm en un
espectrofotémetro DU-6 (Beckman Instruments). (4).
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2.2 Zimograma de punto para determinar actividad
caseinolitica de extractos celulares y filtrados de cultivo de los
medios BHI y C. Rivas.

Se colocaron 5 pl de cada muestra sobre un gel-sustrato (ver
tabla 1) de poliacrilamida con caseina al 0.114% p/v, se incub6 a 37°C
durante 90 minutos en camara hiimeda. Después se tifié el gel con
solucién de azul de Coomassie R-250 0.1% p/v. Después se colocé el
gel en solucién destefiidora (apéndice B) por 1-2 hrs, se observaron los
puntos donde hubo hidrélisis como zonas sin tefiir, y de esta manera se
detectd la actividad caseinolitica. La preparacion del gel se realizé de
acuerdo a la tabla 1.

3. OBTENCION DEL FILTRADO DE CUI,TIVO DE N.
brasiliensis HUJEG-1.

Se inocularon 40 matraces de 1 litro con 160 ml del medio de
cultivo C. Rivas con 0.4 ml de suspensién unicelular de N. brasiliensis,
se incubaron a 37°C durante 7 dias, sin agitacién. Después de la
incubacion se separé la masa bacteriana del medio de cultivo por
decantacién. El medio de cultivo agotado se filtré a vacio con papel
Millipore 0.22 pm de diametro de poro.

3.1 Ultrafiltracion del Filtrado de Cultivo.

El filtrado pasa a través de una manguera con la ayuda de una
bomba peristaltica, la manguera esta conectada a un cartucho (Capillary

Flow Dializer CF-15 Model, BAXTER) por el cual el filtrado se
ultrafiltré y se concentré hasta un volumen aproximado de 100 ml

(Ver Fig. 1).
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3.2 Precipitacién de Proteinas con (NH,),SO, al 50%.

El filtrado luego de ser concentrado se llevé a precipitacién para
la eliminacién de proteinas contaminantes con (NH,) ,SO, sélido, en
una relacién de 314g por litro de filtrado de cultivo, luego se colocé en
agitacion a 4°C por dos horas. Posteriormente se centrifugd y se
separd el precipitado del sobrenadante, y este dltimo se llevé a dializar
exhaustivamente contra agua destilada. Se tomdé una alicuota del
filtrado concentrado y el resto se liofilizé.

4. ANALISIS ELECTROFORETICO DEL FILTRADO
CONCENTRADO DE CULTIVO DE N. brasiliensis

HUJEG-1.
4.1 Determinacidn de proteinas totales (Método Bradford).

La determinacién de proteinas se realiz6 mediante E1 Método de
Bradford, al igual que en el punto 2.1.

4.2 Electroforesis en gel SDS-PAGE en gradiente 8-18%T en
condiciones desnaturalizantes.

4.2.1 Preparacion del gel de corrimiento en gradiente 8-18%T,
2.7%C.

Para el andlisis de las diferentes bandas proteicas del filtrado de
cultivo de N. brasiliensis, se utilizd el sistema discontinuo de Laemmli
(6, 15, 20), con un gel de empaquetamiento al 4% T, 2.7% C, y un gel
de corrimiento en gradiente 8-18% T, 2.7% C. La preparaciéon de este
ultimo se efectué en base a los datos presentados en la tabla 2. Se
utilizé un formador de gradiente (BIO-RAD) y una bomba peristaltica
Microperpex 2132 (LKB) para preparar el gel, el cual se dejo
polimerizar durante 1 h colocando agua destilada sobre la superficie del
gel formando una interfase.
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4.2.2 Preparacion del gel de empaquetamiento 5% T, 2.7% C.

Antes de colocar el gel de empaquetamiento se secé con papel
filtro y se coloco el peine de teflon con los carriles deseados. La
preparacion de este gel se efectud en base a los datos presentados en la
tabla 3.

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

4.2.3 Desarrollo de la electroforesis en gel SDS-PAGE en
gradiente 8-18%.

El gel se montd en el sistema de electroforesis Mini-Protean II
(BIO-RAD) y se aplicé el amortiguador de corrimiento en la camara.
El gel se precorrié a 50 V por 20 minutos con ayuda de una fuente de
poder modelo 1000-500 (BIO-RAD). Antes de aplicar el gel, las
muestras fueron tratadas con amortiguador de muestra 4X (apéndice
B) y se sometieron a ebullicién por 2 minutos. Las muestras se
aplicaron cuidadosamente en cada carril con una pipeta automatica. La
electoforesis se realiz6 a 80 V hasta que el frente de corrida alcanzé al
gel de corrimiento, y entonces se aumento el voltaje a 150 V hasta que
el azul de bromofenol alcanzé la parte inferior del gel (tablas 2 y 3).

4.2.4. Tincidén de Coomassie (Weber K & Osborn M).

Una vez terminada la electroforesis se desensamblaron las placas
de vidrio y el gel se coloco en un recipiente con solucién de azul de
Coomassie por 30 minutos. Posteriormente el gel se destifié con
solucién destefiidora (apéndice B) por 1-3 horas.

4.2.5. Tincién con AgNO; (Merril C. R.).

El gel recién corrido se sumergié en solucién fijadora por 20
minutos, y luego se realizaron 3 lavados de 10 minutos con solucién de
lavado para eliminar el SDS. Enseguida el gel se colocé en la soluciéon
oxidante por 5 minutos y en agitacion, para después lavar 3 veces con
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agua destilada por 10 minutos. Posteriormente el gel se coloco en la
solucién de AgINO, y se irradié durante 5 minutos con luz intensa y se
mantuvo 25 minutos a la luz normal. Las bandas se visualizaron al ser
reveladas con solucion reveladora deteniendo la reaccién con acido
acético 1% (apéndice B).

5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
DEL .. ‘FILTRADO +RE . CULTIVO. : DE. N brasiliensis

HUJEG-1.

Se utilizo la técnica de zimograma para hacer el seguimiento de la
actividad caseinolitica. Se usaron dos variantes de zimograma, una
mediante la técnica descrita por Pérez Montfort y col (25), y la otra
desarrollada en este laboratorio para observar la actividad enzimatica
total de las muestras (zimograma de punto).

5.1 Zimograma de punto del filtrado concentrado del cultivo C.
Rivas.

5.1.1. Preparacion del gel sustrato.

La preparacion se efectud de acuerdo a los datos presentados en
la tabla 1.

5.1.2. Desarrollo del zimograma de punto.

Se colocaron 5 pl de cada muestra sobre un gel-sustrato de
poliacrilamida con caseina al 0.114% p/v (Tabla 1).. Se incubé a 37°C
durante 90 minutos en camara hiameda. Después se tifié el gel con
solucién de azul de Coomassie R-250 0.1% p/v. Después se destifié y
se observaron los puntos donde hubo hidrélisis como zonas sin tefiir, y
de esta manera se detectd la actividad caseinolitica.
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5.2. Zimograma de contacto del filtrado concentrado del medio
C. Rivas.

5.2.1. Preparacién del gel al 12% sin SDS y sin 2-mercaptoetanol.

Para no alterar la actividad caseinolitica de las muestras durante la
electroforesis, se usaron sin tratamiento con SDS, 2-mercaptoetanol o
calor. Los geles fueron lineales y en forma discontinua (24). La
preparacion y la electroforesis se hizo conforme a los datos de las
tablas 4 y 5.

5.2.2. Desarrollo de la electroforesis del gel de poliacrilamida
al 12% en condiciones no desnaturalizantes.

La electroforesis se llevé a cabo a un voltaje constante de 150 V
por 2 horas y media o hasta que el frente del colorante alcance la orilla
del gel. Se usé6 como amortiguador de corrimiento Tris-OH 0.025 M,
0.12 M glicina a pH 8.3 sin SDS (apéndice B).

Se utilizaron marcadores de peso molecular conocido (SIGMA
Chemical Co. MW-ND Kit) o-lactoalbimina (14.2 KDa), anhidrasa
carbénica (29 KDa), albiimina de huevo (45 KDa) albamina de suero
bovino (66 KDa). Una vez terminada la electroforesis, el gel se
sumergio en amortiguador Tris-HCl 0.1 M con CaCl, 10mM pH 7.4 a
temperatura ambiente por 15 minutos para estabilizar el pH.

5.2.3. Preparacion del Gel-Sustrato para zimograma de
contacto.

Se preparé un gel al 7.5% T de Acrilamida-Bisacrilamida que
contiene caseina como sustrato, el cual se prepard segun se indica en el
punto 5.1.1.

5.2.4. Desarrollo del zimograma de contacto del filtrado
concentrado del medio C. Rivas.
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El gel obtenido en la seccién 5.2.2. se retiré del amortiguador y
se empalmé sobre el gel-sustrato a manera de sandwich y ambos geles
se incubaron en una camara hiumeda por 3 horas a 37°C. Despues de la

incubacién los geles se separaron y se tifieron con azul de Coomassie.
(30).

6. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LA PROTEASA
EXTRACELULAR DE N. brasiliensis HUJEG-1.

6.1 Electroforesis preparativa en gel PAGE al 12% sin SDS.

Se prepar6 un gel al 12%, sin SDS y sin B-mercaptoetanol de
3mm de grosor con un gel concentrador al 5% y como amortiguador
de corrimiento Trisma base 50 mM, glicina 384 mM. Se aplicé un
volumen equivalente a 3 mg de proteinas del filtrado y la electroforesis
se lleva a cabo segin se describié previamente. (24).

6.2 Identificacidn de la actividad caseinolitica.

Para identificar la posiciébn en la que migra la proteasa o
proteasas en el gel preparativo, se utilizé la técnica de zimograma de
contacto. Una vez concluida la electroforesis del gel preparativo, se
cortaron verticalmente los extremos izquierdo y derecho, asi como una
pequefia seccion central, estas se colocaron sobre un gel-sustrato para
llevar a cabo el zimograma, mientras que las porciones intactas del gel
se congelaron inmediatamente a -20°C. Se tifi6 el gel-sustrato y las
tiras del gel preparativo con Azul de Coomassie, se observo luego de
destefiir el gel la inhibicidon de la banda de hidrélisis de la proteasa
sobre el gel-sustrato.

6.3 Elucion Mecanica.
Luego de determinar el sitio de migracion de la proteasa
extracelular en el gel preparativo, se corté la banda correspondiente

con ayuda de una hoja de bisturi y el gel se fragmentd en trozos
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pequerios y se colocaron en un vaso de precipitado de 10 ml al que se
la agregaron 3 ml de agua destilada y se dejé agitando a 4°C durante 18
h. El sobrenadante que se recuperd, se dializ6 contra agua destilada por
12 h. El dializado se colocd en viales de vidrio en alicuotas de 15 ml,
los cuales fueron liofilizados. (Liofilizadora FREEZE MOBILE
VIRTIS).

6.4 Determinacion de la actividad caseinolitica de la proteasa
extracelular de N. brasiliensis HUJEG-1.

Del sobrenadante que se recuperd, se tomo una alicuota a la cual
se le determiné la concentracién de proteinas utilizando el método de
Bradford, y su actividad enzimitica se determiné mediante un
zimograma de punto.

6.5 Determinacion del Grado de pureza de la Proteasa
Extracelular de N. brasiliensis en un gel PAGE con SDS 8-
18%, tefiido con AgNO.,.

Parte de la alicuota tomada del eluido se utilizé para determinar
el grado de pureza mediante un gel PAGE en condiciones
desnaturalizantes en gradiente 8-18%, el cual se tifio con Coomassie y
posteriormente con nitrato de plata de acuerdo a las técnicas
previamente explicada.

7. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE 1A
PROTEASA EXTRACELULAR DE N.  Dbrasiliensis

HUJEG-1.
Para determinar el peso molecular de la proteasa, se utiliz la

electroforesis en gel 12% (midiendo el Rf) y la cromatografia de
filtracién en gel (Sephadex G-100).
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7.1 Determinacion del Peso Molecular mediante electroforesis
en gel 12% en condiciones desnaturalizantes.

Se realizb una electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%T en
condiciones no desnaturalizantes, usando como buffer de corrimento
Tris-OH 0.025 M, 0.12 M glicina a un pH 8.3 sin SDS. Posteriormetne
se realizé una curva de los Rf de diferentes proteinas contra sus pesos
moleculares conocidos, las cuales se trataron en las mismas
condiciones que la muestra. Las proteinas empleadas como marcadores
de peso molecular son: B-lactoalbimina PM 14 200 Da (L-4385);
anhidrasa carbénica PM 29 000 Da (C-5024); albimina de huevo PM
45 000 Da (A-8529) y BSA PM 66 000 Da (A-8654). Marcadores
proteicos (MW-ND-500 Kit SIGMA Chemical Company) (30).

7.2 Cromatografia de filtracién en gel (SEPHADEX G-100).

Se utiliz6 una columna de cromatografia de 22 cm de longitud
X300 mm de didmetro con llave de teflon (Wheaton Scientific 265134);
la cual se empaquetd con Sephadex G-100 (Pharmacia) en
amortiguador de fosfatos (PBS) 0.1 M, pH 7 4.

Se reguld la velocidad de fluyjo a 0.5 ml por minuto y se
recolectaron fracciones de 2ml. Se determiné el volumen vacio (Vo) a
la columna de cromatografia, haciendo pasar primero el dextran azul
cuyo peso molecular es de 2 X 10° (SIGMA MWGF-200 Kit D4772).
El Vo de la columna estuvo basado en el volumen del eluyente
requerido para eluir una molécula grande tal como el dextran azul.

Posteriormente se pasaron los siguientes marcadores proteicos de
PM MWGF-200 Kit SIGMA): B-amilasa PM 200 000 Da (A8781) 4
mg/ml; BSA PM 66 000 Da (A8531) 10 mg/ml; anhidrasa carbénica
de eritrocitos bovinos PM 29 000 Da (C7025) 3 mg/ml y citrocromo C
de corazén de caballo PM 12 400 Da (C7150) 10 mg/ml. Estos
marcadores fueron eluidos con PBS pH 7.4 y a las fracciones obtenidas
se les determind la absorbancia a 280 nm.

El volumen de elucién (Ve) de los diferentes marcadores, se
determiné midiendo la absorbancia del eluido recolectado, desde que
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se aplico la muestra, hasta que la absorbancia a 280 nm del eluido fue
mayor. Se realizO una curva tipo, en la cual se grafic6 Ve/Vo (abscisa)
y PM (ordenada) en papel semilogaritmico.

Para determinar el PM de la proteasa del filtrado, se pasaron a
traves de la columna 20mg/ml del eluido y se recolectaron fracciones
de 2ml. A las fracciones obtenidas se les determiné la absorbancia a
280 nm y también el contenido de proteinas por el meétodo de
Bradford; posteriormente fueron liofilizadas.

El Ve/Vo de las fracciones en las que se encontré la actividad
enzimatica y mayor concentracién de proteinas, se extrapolo en la
curva estandar y de esta manera se determiné el PM de la proteasa
extracelular de N. bwsiliensis. (21, 30).
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VI. RESULTADOS

1. OBTENCION DEL EXTRACTO CELULAR CRUDO DE
N. brasiliensis HUJEG-1.

El rendimiento de la masa bacteriana de N. brasiliensis en 1280 ml
del medio de cultivo BHI y en 1280 ml de medio de cultivo a base de

peptona de colagena, se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Rendimiento de masa bacteriana de N. brasiliensis

g de

MEDIO DE e —

i CULTIVO [ bacteriana himeda §| bacteriana seca
| Ep— : s

BHI (Difco)

Con este resultado encontramos que en el medio de culuvo de C.
Rivas la masa bacteriana fue mayor casi en un 100% comparada con la

del medio BHI.

2. SELECCION DEL MEDIO DE CULTIVO DE MAYOR
RENDIMIENTO PARA LA OBTENCION Y
PURIFICACION DE LA PROTEASA EXTRACELULAR.

2.1 Cuantificacion de proteinas totales en extractos y filtrados
de cultivo de N. brasiliensis HUJEG-1. (Método Bradford).
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El contenido de proteinas totales de los extractos celulares y
filtrados de cultivos de ambos medios empleados se muestra en la

Tabla 7.

Tabla 7. Rendimiento de proteinas totales de N. brasiliensis
EG-1 en dos medios de cultivo diferentes.

"MEDIO FUENTE. CNCENT
DE PROTEINAS |

Medio a base de
peptona de |
colagena. §Filtrado de cultivo.

Extracto crudo celular.

BHI (Difco). §
Filtrado de cultwo

Se puede observar que el renchmlento de protemas totales en los
dos medios de cultivo fue mayor en el extracto celular que en el
filtrado de cultivo al comparar ambos medios de cultivo con la misma
fuente.

2.2 Determinacion de la Actividad Enzimatica:

En la determinacién de la actividad enzimatica utilizando caseina
como sustrato en el zimograma se puede observar (Fig. 2) que tanto en
el extracto celular como en el filtrado de N. brasiliensis cultivada en el
medio a base de peptona de colagena, el tamafio de la zona hidrolizada
resulta superior al obtenido en condiciones similares con el medio de

cultivo BHI.
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Fig. 2. Zimogram: nto.

A) Extracto crudo celular (C. Rivas). B) Filtrado de cultivo (C. Rivas).
C) Extracto crudo celular. (BHI). D) Filtrado de cultivo (BHI).

4. ANALISIS ELECTROFORETICO DEL FILTRADO DE
CULTIVO DE N. brasiliensis HUJEG-1.

4.1 Determinacion de Proteinas Totales (Método Bradford):
El contenido de proteinas totales segtin el método Bradford en la

muestra del medio de cultivo concentrado fue de 500 pg/ml, dado

que se tienen 110 ml por cosecha, el contenido global en esta es de
55 mg.
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4.2 Patron electroforético.

Una alicuota de esta, se analizd electroforéticamente,
comparandose con el extracto celular de la bacteria en C. Rivas. El
resultado obtenido se presenta en la Figura 3.

Fig. 3. Anilisis electroforético SDS-PAGE en gradiente 10-18%

kDa

p66
p45

p29

pl4

A B C
Carril A: Filtrado de cultivo. (C. Rivas). Carril B: Extracto Celukbr. (C.
Rivas). Carril C: Marcadores.

En el carril A se observaron tres bandas proteicas: la primera de
peso molecular arriba de 66 KDa, la segunda de peso molecular de 61
KDay latercera de peso molecular de aproximadamente 35 KDa.

En el carril B donde se colocd el extracto celular se observé
mayor numero de bandas proteicas, lo que indica que el extracto es
mucho mas rico en proteinas. En el carrl C se observan los
marcadores de peso molecular.
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5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
DE LOS FILTRADOS DE CULTIVO DE N. brasiliensis

HUJEG-1.

5.1 Zimograma de punto de los filtrados de cultivo (BHI y C.
Rivas).

La actividad enzimatica sobre el sustrato a base de caseina fue
mayor en el filtrado de cultivo de N. brasiliensis cultivada en el medio a
base de peptona de colagena como se observa en la seccién A de la
Figura 4.

En el gel sustrato que contiene caseina, la hidrdlisis se observa
como un halo transparente, ya que la caseina contenida fue degradada.

Fig. 4. Zimograma de punto.

A B

A)Filtrado de cultivo C. Rivas.
B) Filtrado de cultivo BHI.
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5.2 Zimograma de contacto:

En el zimograma de contacto que se muestra en la fig. 5 resulta
evidente que el drea de lisis producida por la actividad caseinolitica
obtenida del filtrado de cultivo tiene una posicién diferente al area de
lisis obtenida con el extracto celular. La diferencia es de-2 cm de
distancia entre las dos bandas. La diferencia indica que la proteasa del
filtrado con respecto a la proteasa del extracto celular no tiene las
mismas caracteristicas ni de peso molecular, ni de actividad enzimatica.

Fig. 5. Zimograma de contacto.

A B

A)Filtrado de cultivo (medio a base de peptona de colagena).
B) Extracto crudo celular (medio a base de peptona de colagena).
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6. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LA PROTEASA
EXTRACELULAR DE N. brasiliensis HUJEG-1.

6.1 Electroforesis Preparativa.

En la seccién 2 de la fig. 6 se observa la banda de la proteasa en
la parte superior de la tira del gel preparativo, ademas de una banda
proteica muy concentrada y otra banda muy marcada, y en la secciéon
1 se muestra la actividad caseinolitica de la proteasa en la tira del
zimograma de contacto.

Fig. 6. Electroforesis Preparativa

<€+—PROTEASA

1

1. Tira del zimograma de contacto.
2. Tira del gel, contraparte del zimograma
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6.2 Determinacion de proteinas (Método Bradford):

El contenido de  proteinas del eluido extraido fue de:
1050 pg/ml, aproximadamente la tercera parte de las proteinas del
filtrado de cultivo de N. brasiliensis HUJEG-1, que se colocaron en el
gel para la electroforesis preparativa.

6.3 Determinacidon de la Actividad Enzimatica:

Se observa claramente en la figura 7 el zimograma donde el
eluido (5ul y 10ul) mostrd actividad de hidrélisis sobre la caseina, lo
que prueba que la proteasa purificada conserva  su

actividadcaseinolitica.

Fig. 7. Zimograma de punto

Proteasa extracelular purificada.

6.4 Determinacion del grado de pureza de la proteasa
extracelular de N. brasiliensis HUJEG-1.

En el gel de la fig. 8 se puede observar que el grado de pureza de
la proteasa extracelular de N. brasiliensis HUJEG-1 es alto, ya que en el
carril B la banda se observa en muy concentrada y se observan otras
bandas muy discretas lo que indica que estan presentes en muy bap

concentracion s
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Fig. 8. Electroforesis analitica. Gel SDS-PAGE en gradiente 8-
18%.

Proteasa

A) Marcadores: Albiumina Sérica Bovina PM 66 000 Da, Albimina
de Huevo PM 45 000 Da, Anhidrasa Carbénica 29 000 Da y a-
Lactoalbimina 14 200 Da. B) Eluido.



7. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE 1A
PROTEASA EXTRACELULAR PURIFICADA DE N.

brasiliensis HUJEG-1.

4.1 Determinacion del peso molecular mediante una
electroforesis PAGE sin SDS en condiciones no

desnaturalizantes.

Fig. 9. Electroforesis en gel PAGE A al 12% en condiciones no
desnaturalizantes del filtrado de cultivo.

kDa

PROTEASA

p66

p45

p29

P14

A) Filtrado de cultivo.
C)Marcadores.

En el carril A de la fig. 9 se muestra la banda de la proteasa en la
parte superior del gel, lo que indica que la proteasa tiene un peso
molecular por arriba de los 66 000 Da, de acuerdo con los estandares

de peso molecular del carril B.

37



A partir de la curva de calibracién obtenida de los pesos
moleculares de 4 marcadores: Albtimina Sérica Bovina PM 66 000 Da,
Albimina de Huevo PM 45 000 Da, Anhidrasa Carbénica 29 000 Da y

a-Lactoalbimina 14 200 Da. Se determind el Rf de la banda de la
proteasa extracelular de N. brasiliensis, el cual fue de 0.122. Grafica 1.

Grifica 1. Curva de calibracién obtenida por electroforesis en gel
12% en condiciones no desnaturalizantes, de las proteinas de PM
conocido (Kit MW-ND-500 SIGMA).
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De acuerdo a la curva de calibracién de la grafica 1.,
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10

el peso

molecular de la proteasa extracelular de N. brasiliensis es de 75 000 Da.
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7.2 Determinacién del peso molecular de la proteasa
extracelular de N. brasiliensis HUJEG-1 por Filtracion en
gel.

De la filtracién en gel (Sephadex G-100) de las proteinas de peso
molecular ya conocido: B-amilasa PM 200 000 Da, Albimina Sérica
Bovina PM 66 000 Da, Anhidrasa Carbénica PM 29 000 Da y
Citocromo C PM 12 400 Da. El valor del Vo de la columna fue de
34ml y el Ve de la proteasa fue de 49.7ml, por lo que el Ve/Vo
obtenido para la proteasa extracelular fue de 1.46. Y la curva de se
presenta en la grafica2.

Grifica 2. Curva de calibracion obtenido por filtraciéon en gel
(Sephadex G-100) de los marcadores de PM conocido (Kit MW -
GF-200 SIGMA).
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El Peso Molecular obtenido para la proteasa extracelular de N.
brasiliensis HUJEG-1, de acuerdo a esta curva de calibracién es de

72 000 Da, peso aproximado al que se obtuvo mediante electroforesis
analitica.
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8. RENDIMIENTO DE LA PROTEASA EXTRACELULAR
DE N. brasiliensis HUJEG-1 A PARTIR DEL FILTRADO
DEL MEDIO DE CULTIVO C. RIVAS.

8.1 Comparacion entre los dos medios de cultivo: el medio BHI
y el medio a base de peptona de colagena (C. Rivas).

Los resultados obtenidos del rendimiento de purificacion de la
proteasa extracelular de N. brasiliensis a partir de los dos medios de
cultivo se muestran en la grafica 3.

| Grifica 3. Rendimiento de la proteasa caseinolitica |
| extracelular de N. brasiliersis HUJEG- 1.
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1000 |
800 |
600 |
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200

‘ BHI C. RIVAS

Como se observa en la grafica 3, el rendimiento a partir del
medio de cultivo a base de peptona de colagena (C. Rivas) es mayor

que el obtenido a partir del medio convencional (BHI), por méas del
doble.

40



8.2 Rendimiento a partir del Extracto Crudo Celular y del
Filtrado de cultivo de N. brasiliensis HUJEG-1 cultivada en
medio a base de peptona de colagena (C. Rivas).

Se compararon los rendimientos de proteasa obtenidos tanto a
partir del extracto celular, como del filtrado de cultivo de N. brasiliensis,

los resultados se muestran en la Grafica 4.

Grifica 4. Rendimiento de la proteasa caseinolitica de
N. brasiliensis HUJEG-1 de dos fuentes diferentes.
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En esta grafica se puede observar que el rendimiento es
aproximadamente 8 veces mas alto al purificar la proteasa a partir del
filtrado de cultivo que al purificar la proteasa a partir del extracto

celular de la bacteria.
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VIL. DISCUSION

La metodologfa utilizada para aislar y purificar proteasas de N.
brasiliensis hasta la fecha se realizaba de acuerdo a técnicas que

implicaban un costo elevado, y el rendimiento obtenido resultaba bajo
(21, 30). :

En esta tesis nos planteamos simplificar la técnica para mejorar el
rendimiento, y disminuir tanto el costo, como el tiempo empleado en
el proceso de purificacion de la proteina caseinolitica.

En la metodologia empleada antes de esta tesis (21, 30) para
purificar la proteasa de N. brsiiensis HUJEG-1, se partia de un
extracto celular crudo de la bacteria, del cual se obtenia muy poa
cantidad de proteinas totales de una cosecha de 40 matraces
inoculados, por lo cual el rendimiento de la proteasa también era bajo.

La metodologia utilizada en esta tesis, a partir de un filtrado de
cultivo, fue mas eficiente, ya que de una cosecha de 40 matraces se
logré obtener 10 veces mas proteinas que a partir del extracto celular
crudo de la bactena.

Ademas, anteriormente se utilizaba como medio de cultivo para -
la cosecha de N. brasiliensis, el medio convencional utlizado para el
crecimiento de Nocardias: medio de Infusiéon Cerebro-Corazén (BHI),
que resulta ser muy costoso y esto hacla mias caro el proceso de
purificacién de la proteina caseinolitica.

Al emplear el medio de cultivo recientemente disefiado por C.
Rivas (medio a base de peptona de colagena), como medio usado para
la cosecha de N. brasiliensis, se demostré que en este medio la bacteria
aumenta su produccién de proteinas caseinoliticas, lo que favorecié el
aumento en el rendimiento de la proteasa.
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La metodologia utilizada antes de esta tesis (21, 30), empleaba
una técnica de semipurificacién muy compleja y costosa
(cromatografia de intercambio 16nico en columnas de DEAE-celulosa),
y que ademads, requeria mucho tiempo.

Con la técnica de semipurificacidon que se utlizd en este trabajo a
partir de la precipitacion con (NH,),SO, al 50 % de saturacidén se
ahorro tiempo, resultando ser ademas, menos costosa que la técnica
anterior.

Luego de la semipurificacién, la metodologia utilizada antes de
esta tesis (21, 30), continuaba con la técnica de electroforesis
preparativa, al igual que esta nueva metodologia, en el siguiente paso
se diferenciaron bastante, ya que anteriormente la obtencién de la
proteina se llevaba a cabo por electroelucién del gel obtenido en la
electroforesis preparativa, y en esta nueva metodologia se emplea la
elucién mecanica, técnica sumamente sencilla la cual no requiere de
aparatos sofisticados ni costosos.

Por todo lo anterior, se demuestra que con las técnicas
empleadas en esta tesis, se simplificé la metodologia para purficar la
proteasa, el rendimiento fue mayor, el tiempo y el costo fueron

’ o . . 7
menores, y ademas, la calidad de la enzima se mejord, al darle un
tratamiento mas sencillo.
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VIII. CONCLUSIONES

. La técnica simplificada de Precipitacién con (NH,),SO, al 50% y
Electroforesis Preparativa, es la combinacion ideal para la
purificacién de la proteasa extracelular de N. brasiliensis HUJEG-1.

. El mayor rendimiento de proteasa extracelular de N. brasiliensis
HUJEG-1, se obtiene a partir del filtrado de cultivo del medio a
base de peptona de colagena (C. Rivas).

. El medio de cultivo a base de peptona de colagena (C. Rivas) es
mejor que el medio Infusibn Cerebro-Corazén (BHI) medio
convencional para producir Proteasas.

. El rendimiento obtenido por medio de la metodologia disefiada en
este trabajo, es cuatro veces mayor que el obterudo con la
metodologia establecida anteriormente.

. El peso molecular obtenido para la proteasa extracelular de N.
brasiliensis HUJEG-1 oscila entre los 72 000 y 75 000 Da.
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APENDICE A.
METODOLOGIA: FIGURAS Y TABLAS

¢+ Filtrado de
& cultivo de N.
brasiliensis.

.. i X oy ‘-;‘
R >

PINZA MORH

Fig. 1. Proceso de ultrafiltracién utilizado para concentrar y
ultrafiltrar el medio de cultivo inoculado con N. brasiliensis

HUJEG-1.

51



_Tabla 1. Gel-Sustrato 7.5% T, 2.7% C, Caseina 1.14 mg/'l

YAcrilamida BlSACfllda (30% T, 2 |
Amortlguador Tris-HCI 0.075 M, NaCl 0.15M, pH 7. 4

Persulfato de Amonio 10% p/v
TEMED

Tabla 2. Gel de Corrimiento en Gradlente 8-18% T, 2.7% C.

7 Acrilarmida-Bis-Acrilaia (30%T, 2.7%C). | O. .
§Amortiguador Tris-HCI 3.02 M, pH 8.8
IGlicerol 50% v/v

Agua Destilada

SDS 10% p/v

Persulfato de Amonio 10% p/v
TEMED

Acrilamida-Bis-Acrilamida (30% T,27 % C)  § 0499 ml
Amortiguador tris_HCl 1M, pH 6.8

Persulfato de Amonio 10% p/v
TEMED
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Tabla 4. Gel de corrimiento 12%T.

6.0000 ml |
1.870 O ml
5.050 0 ml
0.007 5 ml
0.007 5 ml

§Acrilamida-Bisacrilamida (30% T y 2.7% C)

¥ Amortiguador tris-HCI 1.5 M pH 8.8
§Agua destilada

Persulfato de amonio 10%

TEMED

Tabla 5. Gel de empaquetamiento 4%T.

L Acrﬂamida—Bis-Acﬂarmda O°/ " 2.7% ) o
Amortiguador Tris-HC] 0.5 M pH 6.8

Agua destilada
Persulfato de amonio al 10%
TEMED
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APENDICE B:
REACTIVOS Y SOLUCIONES

<~ Acrilamida-bisacrilamida 30%T, 2.7%C. (SIGMA)
-Acrilamida 292 g
-Bisacrilamida 0.8 g
-Disolver en 80 ml de agua destilada
-Agitar 18 h a4°C
-Filtrar y aforar a 100ml

-Mezclar con amberlita por 1 h en agitacion a 4°C
-Filtrar.

<~ Albiimina Sérica Bovina 1mg/ml (SIGMA)
< Acido acético 0.1 %(MERCK)
< Acido clorhidrico 1 N. (MERCK)
< Amberlita XAD-7. (SIGMA)
< Azul de Coomassie R-250 0.1%(SIGMA)
-Azul de Coomassie 0.1¢g
-Solucién destefiidora 100 ml
<> Azul dextrana. (SIGMA)
<> Bicarbonato de sodio (SIGMA)
<> Bradford (reactivo)
-Azul de Coomassie G-250 60 mg

-Acido percloéricoal 3 % 11
-Filtrar
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< Buffer de muestra 4X.

-SDS 10g
-2-Mercaptoetanol 10% 1.0 ml
-Sacarosa 5g

-Azul de bromofenol 0.005¢g
- Disolver en Buffer Tris HCl1 0.5 M, pH 6.8

<> Buffer de corrimiento ¢/SDS 1X

-Tris 125 mM 302¢
-Glicina 192 mM  1441¢g
-SDS 0.1 % 10g

-Aforar all de agua bidestilada
< Citocromo C (SIGMA)
< Cloruro de Bario (MONTERREY)

< Etanol: Eter etilico (MERCK)
-Soluciones 1:1, 1:2y 1:3 v/v.

< Glicerol 50%. (SIGMA)

< Glicina (SIGMA)

< Hidréxido de potasio 5 % (MERCK)

< Duodecilsulfato de sodio 10%. (SIGMA)

<> Marcadores de peso molecular stock No SDS-7L Dalton
Marck (SIGMA)

< NaOH 1 N. (MERCK)
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< Nitrato de Plata 0.012 M. (MERCK)
-AgINO; 0.509 g en 250 ml de agua destilada.

4 (NH,),SO, (MERCK)
-Solucién saturada
-Sélido.

% PBS 0.1 pH 6.8
KH,PO, 02¢g
Na,HPO, 122¢
-KCl 0.2¢g
-NaCl 80¢g
-Aforar a 11 de agua destilada.

< Perdxido de hidréogeno. (MONTERRERY)
< Persulfato de amonio 5%. (SIGMA)

< Sephadex G-100 (SIGMA)

< Solucidn de lavado.
-Etanol 10 %
-Acido acético 5 %

<~ Solucidn destefiidora
-Metanol 40 %
-Acido acético 10 %

< Solucidn fijadora
-Metanol 50 %
-Acido acético 12 %

< Solucidn oxidante
-Dicromato de potasio 3.4 mM
-Acido nitrico 3.22 mM
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< Solucién reveladora
-Carbonato de sodio 2.965 g
-Formaldehido 0.05 ml
-Aforar a 100 ml con agua destilada.

<> Solucién Salina 0.85% p/v, Lab. PISA.
& TEMED. (SIGMA)

4 Tris HC1 1M pH 6.8
-Tns HCl 6.055¢g
-100 ml de agua destilada
-Ajustar pH

< Tris HC13M 8.8
-Trisma Base 18.16 g
-100 ml con agua destilada
-Ajustar pH
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ELISA

HCL

HNO,

Ig G
K,Cr,O,

KDa

APENDICE C;:
ABREVIATURAS

Nitrato de plata.

Infusién Cerebro Corazén (Brain Heart Infusi(;n).
Albamina Sérica Bovina (Bovin Serum Albumin).
Grados Centigrados.

Porciento de agente entrecruzador (bis-acrilamida).
Centimetro(s)

Daltones.

Ensayo Inmunoadsorbente Ligado a
Enzimas(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay).

Unidad de gravedad.
Gramo(s).

Acido Clorhidrico.
Acido Nitrico.

Horas.
Inmunoglobulina G.
Dicromato de Potasio.
Kilodaltones.

Molar.
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< PBS

< PM
D53 p /V
< SDS

* SDS-PAGE

> seg
< %T
<+ TEMED

 Tris

Miligramo(s).

Minuto(s).

I\./Ii]ilitro(s):

Milimetro(s).

Milimolar.

Microgramo(s).

Microlitro(s).

Micrémetro(s).

Normal.

Nandbmetro(s).

Solucién Salina amortiguadora con Fosfatos.
Potencial de Hidrogeno.

Peso Molecular.

Peso sobre volumen.

Lauril Sulfato de Sodio (Sodium Dodecyl Sulfate).
Electroforesis en gel de poliacrilamida Dodecil -

Sulfato de Sodio (Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis).

Segundo(s).

Porciento de Acrilamida Total.
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina.
Tris(hidroximetil)aminometano.
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&,
0.0

\/
0.0

(/7
0.0

v/v
Vo
Ve

Ve/Vo

Voltios.

Volumen sobre volumen.
Volumen vacio.
Volumen de elucién.

Volumen de elucién sobre volumen vacio.
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