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RESUMEN
Igor Israel Medina Villanueva Obtencion de Grado: Julio, 2008

Universidad Autonoma de Nuevo Leon
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: PAPEL DE LA SUPEROXIDO DISMUTASA EN LA
VIRULENCIA DE Nocardia brasiliensis

Numero de paginas: 142 Candidato para el grado de Doctorado
en Ciencias con Orientacion en Inmunologia
Area de Estudio: Inmunologia

Proposito y Método del Estudio: La superoxido dismutasa (SOD) es una enzima
que juega un papel fundamental en la patogenicidad de muchos microorganismos.
En este estudio se investigd el papel de la SOD en el desarrollo del
actinomicetoma causado por Nocardia brasiliensis. Se determinaron la actividad
y principales caracteristicas de la SodA de N. brasiliensis HUJEG-1 (ATCC
700358). El gen sodA fue clonado, secuenciado y expresado en E. coli. Se estudid
la inmunogenicidad de la proteina recombinante (rSodA) en ratones BALB/c. Se
realizaron ensayos de inmunizacion activa con rSodA en ratones para determinar
su capacidad inductora de proteccidbn contra el establecimiento del
actinomicetoma, cuando los animales fueron infectados con la bacteria. También
se determinaron los niveles de anticuerpos anti-rSodA del tipo IgM e IgG durante
la evolucion de las lesiones.

Contribuciones y Conclusiones: Se evidencid la presencia de solamente una
actividad SOD en N. brasiliensis, correspondiente al tipo A. La enzima es muy
estable y se encuentra tanto en el extracto celular como en el medio de cultivo. La
secuencia de la proteina (207 aa) mostrd alta homologia con otras del género
Nocardia. La conservacion de dominios apoya la asociacion de la enzima con
fierro y manganeso como grupos prostéticos. Tanto la SodA propia como la
rSodA de N. brasiliensis resultaron con capacidad inmunogénica en ratones. La
inmunizacién activa con rSodA protegi6 a los ratones contra el establecimiento
del micetoma cuando estos fueron infectados a los 15, 21 6 30 dias post-
inmunizacion, pero no a aquellos infectados al dia 7. Se encontr6 una correlacion
significativa entre los niveles de anticuerpos anti-rSodA del tipo IgG al dia de la
infeccion y la proteccion anti-micetoma. Estos hallazgos sugieren que la SodA de
N. brasiliensis juega un papel importante en la virulencia bacteriana.

Firma del Asesor:

Dr. Mario César Sa}{nas Carmona
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A PAMET

In memoriam



“No os dejéis corromper por un
escepticismo estéril y deprimente...Prequntaos
primero; ¢Qué he hecho por instruirme? Y después,
a medida que vaydis progresando: ¢Qué he hecho
por mi patria? Hasta que llegue el dia en que
poddis tener la intima satisfaccion de pensar en
que habéis contribuido de alguna manera al
progreso y al bienestar de la humanidad”.

Discurso de Louis Pasteur a los jovenes estudiantes.
Paul de Kruif (1890-1971)



CAPITULO 1

INTRODUCCION

Los microorganismos intracelulares han representado desde siempre un
problema de salud para la humanidad, y no solo por los millones de vidas
humanas que son afectadas cada afio y por la carga econdémica que de ello resulta.
Existen dos hechos notorios que dan a estos microbios una importancia
trascendental. i) No se ha logrado la creacién de vacunas eficaces para el control
efectivo de las infecciones causadas por estos microorganismos, excepto por
algunas obtenidas para ciertos virus. Para la gran mayoria de intracelulares:
bacterias, protozoarios, levaduras, microorganismos intermedios (p.ej. Rickettsia)
e incluso virus (importantemente VIH) todavia no se cuenta con métodos de
proteccion eficaces. ii) Los mecanismos de patogenicidad y las interacciones
microbio-huésped son mucho mas complejas para los microorganismos
intracelulares. Un claro ejemplo es el género Mycobacterium. Siendo un grupo de
bacterias, por lo demas tal vez las mas ampliamente estudiadas, ni se ha
conseguido obtener una vacuna eficaz para las enfermedades que causan, ni se ha
logrado establecer a ciencia cierta los mecanismos clave involucrados en el

desarrollo de la enfermedad. Por el contrario, han surgido cada vez mas
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interrogantes acerca de la manera en que estos microorganismos son capaces de
evitar los mecanismos de defensa del huésped y causar enfermedad en ciertos
casos, mientras que en otros permanecen latentes o incluso, nunca se manifiestan
en patologia evidente. Asi, la literatura cientifica se encuentra plagada de un
sinnumero de porqués a los cuales tenemos respuesta parcial o nula. ¢Por que
solo un bajo porcentaje de individuos infectados desarrolla la enfermedad
mientras que el resto nunca lo hace o la desarrolla afios después? ¢Por que la
aparicion de la enfermedad estd asociada con la presencia de patologias
aparentemente no relacionadas, p. ej. diabetes? ¢Por qué miembros del mismo
género causan enfermedades tan distintas? Finalmente: ¢Por qué después de haber
invertido tanto esfuerzo, tiempo, y dinero en su estudio siguen muriendo por su
causa miles de personas en todo el mundo? ¢Por qué ain no se vislumbra vacuna
alguna? He aqui el gran reto de los microorganismos intracelulares.
Interesantemente, Nocardia brasiliensis asi como muchos otros
microorganismos (Rickettsia, Ehrlichia), es una bacteria intracelular facultativa
que es patdgena para el ser humano s6lo de manera accidental. EI hombre no es
su reservorio natural ni tampoco su huésped final. Es mas, de manera similar a lo
que ocurre con M. tuberculosis, solo un bajo porcentaje de individuos inoculados
accidentalmente con la bacteria desarrolla la enfermedad. Esto es corroborado en
los modelos experimentales de actinomicetoma en ratones, donde es necesario un
inoculo bacteriano relativamente grande para la aparicion de la enfermedad. De

hecho, condiciones tales como la cepa bacteriana, la cepa de animal, el medio de
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cultivo y la fase de crecimiento, entre otros, son capaces de condicionar el
desarrollo del actinomicetoma en ratones. No hay reportes de que la enfermedad
se produzca de manera natural en estos animales. Luego, los resultados de
estudios en modelos experimentales de la enfermedad deben ser tomados con
suma cautela a la hora de sacar conclusiones e implicaciones sobre la evolucion
de la misma en los seres humanos.

Aclarado aquel punto, surge la interrogante de por qué una bacteria que no
ha evolucionado para desarrollarse en el hombre es capaz de producirle
enfermedad. Definitivamente, N. brasiliensis no se encuentra dentro de la
categoria de microorganismo oportunista, tal como lo demuestran los casos de
micetoma en individuos con sistema inmune aparentemente competente.
Entonces, ¢Qué sucede? ;Posee la bacteria, de manera fortuita, todos los
elementos necesarios y suficientes para causar la enfermedad per se? ¢(Son los
individuos de alguna manera susceptibles, los Unicos que desarrollan la
enfermedad? ;Existe un fallo accidental en el sistema inmune del huésped o un
fallo inducido por la bacteria? O planteado de otra manera, ¢Dirige el sistema
inmune sus efectores para eliminar a la bacteria de una manera equivocada, 0 por
el contrario, mantiene a la bacteria en una lesion localizada antes de permitir la
muerte del huésped? En suma, ¢Es acaso una combinacion de todas estas cosas?

Estas son algunas de las interrogantes que nos hemos planteado en nuestro
Departamento y a cuya buasqueda de respuestas hemos enfocado nuestros

esfuerzos. En este contexto, un servidor quiere contribuir con el presente estudio
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el cual se encuentra mas relacionado hacia el lado del patdgeno: Investigar el
papel de la superdxido dismutasa de N. brasiliensis como uno de sus probables

mecanismos de virulencia.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 El género Nocardia.

2.1.1 Taxonomia.

El género Nocardia fue introducido por Trevisan en 1889 en honor a
Edmond Nocard quien realizo el primer reporte de una enfermedad producida por
bacterias de este género (““farcin du boeuf”) cuando las aisld6 de lesiones
granulomatosas en bovinos. Nocardia farcinica, como asi se nombr6 a la bacteria
causante de esta enfermedad, fue la especie prototipo del recién creado género
Nocardia (Nocard, 1888; Trevisan, 1889; Beaman y Beaman, 1994). Roth et al.
(2003) realizaron un estudio donde incluyen hasta 74 especies de nocardias,
algunas agrupadas en taxones sin clasificar. No obstante, como ocurre con otros
géneros bacterianos, el advenimiento de las herramientas de biologia molecular
ha supuesto un reordenamiento y descubrimiento de nuevas especies. De hecho,
en la clasificacion taxondémica de List of Bacterial Names with Standing in
Nomenclature (http://www.bacterio.cict.fr) se mencionan 85 especies de
Nocardia aceptadas oficialmente (Serrano et al., 2007), mientras que el listado

taxonomico del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) menciona mas de 300, si
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bien en este Ultimo caso, muchas entradas son producto de ambigiiedades
clasificatorias o de disparidades en las secuencias de ARN 16S.

El género se encuentra incluido dentro del orden de los Actinomicetales donde
también se encuentran otros géneros importantes desde el punto de vista clinico,
tales como Corynebacterium, Mycobacterium, Rhodococcus, Streptomyces, etc
(Beaman y Beaman, 1994). Algunas especies de Nocardia no son patdégenas para
el hombre y otras incluso han sido utilizadas en diversas areas productivas. Por
ejemplo, dada su capacidad para la degradacion de hidrocarburos, especies de
Nocardia se utilizan en procesos de biorremediacion de suelos y aguas
contaminadas (Baek et al., 2004, Benavides et al., 2006). Sin embargo, algunas
otras especies son consideradas patogenas para el hombre y son causantes de
diversas enfermedades que se agrupan bajo el término médico de nocardiosis

(Beaman y Beaman, 1994).

2.1.2 Caracteristicas basicas de Nocardia sp.

Las especies de Nocardia son bacterias saprofitas del suelo, forman hifas
aéreas que pueden fragmentarse en formas cocobacilares, son gram +, con alto
contenido de GC en su genoma (64-72 %, aproximadamente). Estas bacterias son
aerobios facultativos, catalasa positiva, la mayoria parcialmente acido-alcohol
resistentes y entre sus caracteristicas quimiotaxondmicas se encuentran: pared
celular tipo IV con contenido de dcido meso-diaminopimélico, pared celular con

patrén de azlcares tipo A (arabinosa y galactosa) y residuos N-glicosilados,
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presencia de acidos micolicos de 46-60 atomos de carbono con tres dobles
enlaces y con cadenas insaturadas (4acidos nocardiomicoélicos). Ademads, estas
especies poseen dcido tuberculoestedrico y menaquinonas, la mayoria son
resistentes a la accion de la lisozima y algunas producen pigmentos, generalmente

carotenoides (Beaman y Beaman, 1994; Serrano et al., 2007).

2.1.3 Especies patogenas de Nocardia.

Como se menciond, el término nocardiosis agrupa diversas entidades
clinicas causadas por bacterias del género Nocardia. Las manifestaciones de la
enfermedad son muy distintas dependiendo del microorganismo causal y de la via
de inoculacion, entre otras variables. Ademas, el pronostico y las complicaciones
también son heterogéneos. El primer caso de infeccion por Nocardia en humanos
fue descrito por Eppinger en 1890, quien aisl6 un microorganismo aerobio
ramificado y filamentoso a partir de un absceso cerebral, llamandolo Cladothrix
asteroides. Blanchard (1896) renombra esta bacteria como Nocardia asteroides
seis afios después y en 1981, Gordon propone a Nocardia asteroides como
especie tipo para el género, lo cual fue oficialmente aceptado.

Beaman y Beaman (1994) han propuesto una clasificacion de las nocardiosis
humanas segun su localizacion, reconociendo seis tipos basicos de nocardiosis:

1. Pulmonar

2. Sistémica

3. Sistema nervioso central
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4. Extrapulmonar

5. Cutanea, subcuténea y linfocutanea

6. Actinomicetoma
Las especies mas frecuentemente implicadas en patologias humanas son
“Nocardia asteroides”, Nocardia brasiliensis, Nocardia farcinica, Nocardia
otitidiscaviarum (Nocardia caviae), Nocardia transvalensis, entre otras (Beaman

y Beaman, 1994; Saubolle y Sussland, 2003; Serrano et al., 2007).

2.2 Nocardia brasiliensis.

2.2.1 Caracteristicas de N. brasiliensis.

Nocardia brasiliensis pertenece al grupo morfologico III, es parcialmente
acido-alcohol resistente y habia sido considerada una especie homogénea hasta
que Wallace et al., (1995) y Rodriguez-Nava et al., (2004) describieron dos
nuevos taxones derivados de ésta: Nocardia pseudobrasiliensis y Nocardia
mexicana, respectivamente. Esta bacteria crece bien aunque lentamente en
medios ricos como el Sabouraud y el BHI, en un rango de 10-45 °C y a un pH
optimo de 6.0-9.0, formando colonias granulares, con hifa aérea escasa, de color
anaranjado pardo y blanco en los bordes. Nocardia brasiliensis es patogena para
el ser humano ya que es el agente causal de un tipo de nocardiosis conocido como

actinomicetoma (Serrano et al., 2007).
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2.2.2 Factores de virulencia de N. brasiliensis.

Es poco lo que se sabe acerca de los factores de virulencia del género
Nocardia y especialmente, de N. brasiliensis. De manera similar a otros
microorganismos intracelulares, estas bacterias han desarrollado mecanismos que
les permiten sobrevivir en el huésped, incluso dentro de las células fagociticas,
escapando al sistema inmunologico. Utilizando Nocardia asteroides como
modelo experimental, Beaman y Beaman (1994) propusieron que los factores de
virulencia y patogenicidad de Nocardia pueden ser muy parecidos a los
reportados para el género Mycobacterium. Con base en experimentos realizados
en N. asteroides, estos autores proponen algunos mecanismos que pudieran ser
clave en la virulencia de Nocardia (Beaman y Beaman, 1994):

a) Inhibicion de la fusion del fagosoma-lisosoma: aunque los mecanismos de
esta inhibicién aun no estan completamente claros, la presencia de a,o-
trehalosa-6,6-dimicolato (TMC, ““cord factor”) en la pared celular bacteriana
podria contribuir en parte, tal como se ha demostrado que ocurre en
Mycobacterium tuberculosis donde este componente también se encuentra
presente.

b) Bloqueo de la acidificacion fagolisosomal: la respuesta normal de
acidificacion intrafagolisosomal (pH 5) que sigue a la ingestion de bacterias y
otras particulas, se encuentra bloqueado en la infeccion con Nocardia. Este
evento es independiente de la fusion fagosoma-lisosoma por lo que pudiera

ser causado por las mismas sustancias que inhiben esta union.
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¢) Modulacion del contenido y actividad fagolisosomal: La actividad de la
fosfatasa acida se encuentra disminuida en fagocitos infectados con Nocardia.
Estos niveles bajos de fosfatasa parecen ser debidos a la preferencia que tiene
esta bacteria para utilizar este compuesto como fuente de carbono durante su
crecimiento dentro de los fagocitos. Este hecho junto con la inhibicion de la
acidificacion del fagolisosoma, podrian jugar un papel importante en la
supervivencia de la bacteria al bloquear la activacion de los efectores
microbicidas.

d) Toxinas: La participacion de ciertas exotoxinas en la virulencia de Nocardia
parece ser especifica de especie. Se ha reportado que la toxina HS-6
producida por ciertas cepas de N. otitidiscaviarum podria tener efectos
significativos en la células del huésped durante la invasion bacteriana.
También se ha reportado otro grupo de toxinas, del tipo hemolisinas, en
diversas cepas de N. asteroides, N. brasiliensis y N. otitidiscaviarum. Estas
hemolisinas son toxicas en ratones y causan su muerte cuando son inyectadas
por via peritoneal. En N. asteroides, esta hemolisina se encuentra dentro de la
pared celular mientras que en N. otitidiscaviarum es secretada al medio. El
papel de esta toxina y el de algunos compuestos aislados recientemente en
cepas de N. brasiliensis (brasilibactinas y brasilicardinas) en la patogénesis
de Nocardia esta aun por aclararse.

e) Resistencia a la actividad microbicida oxidativa: La interaccion de los

fagocitos con la mayoria de los microorganismos resulta en el llamado
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estallido respiratorio, en el cual se liberan hacia el fagolisosoma, metabolitos
reactivos de oxigeno y nitrogeno que causan eventualmente, la muerte del
microorganismo. Enzimas tales como superdxido dismutasa y catalasa, son
capaces de bloquear esta actividad microbicida mediante la eliminacion de
los metabolitos reactivos de oxigeno. Este tipo de resistencia ha sido
reportada para diversos microorganismos, incluido Nocardia. En particular,
se demostré que la resistencia de N. asteroides a la actividad microbicida
dependiente de oxigeno de neutréfilos humanos, se correlaciona
positivamente con sus actividades catalasa y superdxido dismutasa. Es mas,
la virulencia de la bacteria fue mayor cuando la infeccion se realizd con
in6culos en la fase exponencial de crecimiento, justo cuando la produccion de
SOD se encontraba aumentada. Estos y otros hallazgos indican que la
presencia de estas actividades enzimaticas representan un importante

mecanismo para la supervivencia de N. asteroides durante la infeccion.

2.3 Micetoma eumicetémico y actinomicetémico.

2.3.1 Descubrimiento del micetoma.

La enfermedad conocida como micetoma fue descrita primeramente por
Gill en 1842 en Madura, India (“pie de Madura”). En 1846, Godfrey reporta
cuatro casos de una nueva enfermedad que nombre “morbus tuberculosis pedis™,

rebautizada por Carter como “mycetoma” en 1860 considerando su etiologia
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fingica. Mas tarde, en 1913, Pinoy hace la descripcion de micetomas causados
por bacterias aerobicas y establece una distincion entre micetomas causados por
bacterias de los géneros Actinomyces y Nocardia a los cuales Ilamo
actinomicetomas, de aquellos que eran causados por hongos verdaderos o
eumicetomas. No obstante, las manifestaciones clinicas de ambas tipos de
micetoma son muy similares, si bien el tratamiento serd distinto segin el caso

(Hay et al., 1992; Serrano et al., 2007).

2.3.2 Caracteristicas del micetoma.

Los micetomas son pseudotumores granulomatosos, generalmente
fistulados causados por la proliferacion de los agentes infecciosos en los tejidos.
El desarrollo es lento, créonico y de cardcter inflamatorio. La principal
caracteristica de la enfermedad es la formacion de abscesos que se abren en la
piel a través de fistulas, emergiendo como pus que contiene granos, que no son
mas que cumulos de microcolonias del agente causal rodeadas de células
inflamatorias. A nivel histologico, la lesion muestra infiltracion por células PMN
(neutrdfilos) y mononucleares (linfocitos y macrdéfagos), asi como fibroblastos
que circunscriben estos granulos (Salinas-Carmona, 2000; Welsh et al., 2007).

El micetoma a menudo comienza como un nddulo indoloro que se desarrolla
lentamente en el sitio de la inoculacion. Eventualmente, la lesion crece y se
vuelve purulenta y necrotica a causa del compromiso vascular. Generalmente, el

micetoma permanece como lesion localizada, pero puede diseminarse a érganos y
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tejidos subyacentes. Asi, las lesiones tardias pueden involucrar tanto al muasculo
como el hueso (osteomielitis destructiva), causando compromiso motor de la
parte afectada. El tratamiento de la enfermedad estd basado principalmente en la
quimioterapia antibidtica y hasta la fecha no existe vacuna alguna reportada.
Desgraciadamente, una vez establecida, la lesion es progresiva y tiende a no
responder a los antibioticos en las fases mas tardias, por lo que en estos casos se
suele recurrir a la cirugia (Welsh et al., 2007).

El micetoma no es contagioso y se produce como resultado de la inoculacién
traumatica del microorganismo en piel y tejido subcutineo. En principio,
cualquier parte del cuerpo puede ser afectada, pero los sitios mas frecuentes en
orden descendente son: pie (47.5 %), pierna y muslo (25.5), espalda (10 %),
tronco (10 %), cabeza y cuello (3.0), hombro (2.4 %), brazo y mano (1.5 %),
region perianal y gluteos (0.1 %). El grupo etario mas afectado comprende a
poblaciéon econdmicamente activa de entre 20 a 40 anos de edad, con uno
proporcion hombre-mujer de 5:1. Debido al habitat propio de la bacteria, los
pacientes afectados tienen predominantemente ocupaciones relacionadas al
campo: agricultores (60.2%), amas de casa que realizan también labores del
campo (20.3 %) (Salinas-Carmona, 2000; Welsh et al., 2007, Serrano et al.,

2007).
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2.3.3 Epidemiologia del micetoma.

Aunque el micetoma se ha reportado en 60 % de los paises del mundo, la
frecuencia mas alta de la enfermedad se presenta en paises tropicales y
subtropicales. Los agentes causales son muy diferentes entre regiones y
continentes, ya que en Africa, por ejemplo, los reportes mas frecuentes de
micetomas son causados por hongos mientras que en México, del total de
micetomas que se presentan, el 97.8 % corresponden al tipo actinomicoético,
mientras que el restante 2.2 % son eumicetomas. En nuestro pais, N. brasiliensis
es el agente causal mas frecuente con un 86.6 %, seguida de Actinomadura
madurae con un 10.2 %. La incidencia reportada para el micetoma puede estar
subestimada debido a las caracteristicas de la enfermedad y a aspectos
socioculturales. Aun asi, la incidencia de micetoma en nuestro pais, es una de las
mas altas a nivel mundial junto con las de Venezuela, Sudan, Senegal y Arabia
Saudita: aproximadamente 70 casos al afio (Salinas-Carmona, 2000; Welsh et al.,

2007, Serrano et al., 2007).

2.4 Actinomicetoma experimental en ratones.

Los experimentos de reproduccion experimental del micetoma en animales
de laboratorio comenzaron desde principios del siglo pasado, cuando diferentes
tipos de animales, palomas, conejos, cobayos o ratones, fueron inoculados con los
agentes causales del actinomicetoma incluido Nocardia. Estos primeros ensayos

tuvieron resultados variables, ya que no siempre fue posible reproducir en todos
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los animales la enfermedad, a la vez que las condiciones interexperimentales
ensayadas fueron muy distintas. Los primeros experimentos reproducibles en
ratones fueron realizados por Gonzalez-Ochoa (1969), quienes inocularon
diferentes dosis de Nocardia (en peso) en las patas de los ratones y después de la
sexta semana lograron establecer la enfermedad en el 100 % de los ratones
infectados. Otros experimentos realizados por estos mismos autores, demostraron
que el actinomicetoma se producia sin necesidad de agregar adyuvante al inoculo
y que progresion de la enfermedad correlacionaba con la dosis de Nocardia
administrada. Mas tarde, Zlotnik y Buckley en 1980, realizaron ensayos para
definir las dosis infecciosas dptimas para la produccion del micetoma a partir de
unidades formadoras de colonia (UFC). Infectaron ratones en la pata a dosis de 1
x 10* - 1 x10° UFC de Nocardia resuspendidas en adyuvante incompleto de
Freund o en solucion salina y confirmaron los hallazgos anteriores, viendo que no
solo la dosis afectaba el curso de la enfermedad sino también el uso de adyuvante.
Aunque todos los animales eventualmente desarrollaron micetoma, aquellos
inoculados con bacterias mas adyuvante tuvieron una progresion mucho mas
rapida (Serrano et al., 2007). En 1996, Salinas-Carmona y Torres-Lopez
reprodujeron experimentalmente el micetoma en ratones BALB/c utilizando N.
brasiliensis a dosis de 1 x 10° UFC resuspendidas en solucion salina con
resultados satisfactorios, observando que la inoculacion de la bacteria en la fase
logaritmica de crecimiento era mas virulenta que en la fase estacionaria. Ademas,

estos autores demostraron que la respuesta de los anticuerpos de raton a N.
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brasiliensis en este modelo experimental es idéntica a aquella de los pacientes
con micetoma (Salinas-Carmona et al., 1992; Salinas-Carmona et al., 1993).

El establecimiento de un modelo experimental satisfactorio ha mostrado ser de
suma importancia para el estudio de esta enfermedad, como lo demuestran
muchos resultados discordantes que se han reportado. Por ejemplo, Conde et al.
(1982) reportaron que la fase de crecimiento bacteriano no afectaba la virulencia
para el desarrollo del micetoma mientras que Beaman y cols. sefialaron lo
contrario. Asimismo, Beaman y cols. encontraron que la ruta de inoculacion, el
medio de cultivo e incluso la cepa bacteriana afectaban sensiblemente la
virulencia, como lo demostraron al utilizar la cepa de N. brasiliensis 17E (aislada
originalmente de un micetoma humano), la cual no indujo micetoma en ratones
en ningun caso cuando eran inoculadas en las patas pero si lo hacia cuando fue

inyectada por via intravenosa (Serrano et al., 2007).

2.5 Mecanismo de defensa del huésped contra el actinomicetoma.

2.5.1 Respuesta inmune innata.

En un caso tipico, Nocardia es introducida en forma traumatica en la piel y
si bien muchas personas llegan a inocularse con estas bacterias, pocas son la que
desarrollan actinomicetoma. Inmediatamente después de la inoculacion de estas
bacterias, se produce una reaccion inflamatoria del huésped que consiste en la

llegada de abundantes células polimorfonucleares (neutréfilos) que fagocitan
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estos microorganismos aun en ausencia de anticuerpos opsonizantes. En la
mayoria de los casos de infecciones humanas por Nocardia, la infeccion termina
gracias a la fagocitosis y destruccion de estas bacterias in situ, pero en algunas
personas la infeccidn persiste y se hace crénica, con desarrollo eventual de
actinomicetoma. Todavia se desconoce la razon de este hecho ya que aunque los
pacientes poseen un sistema inmune totalmente competente, la bacteria es capaz
de evadir la respuesta inflamatoria y adaptarse a vivir en el citoplasma de los
macrofagos. La bacteria es capaz de multiplicarse tanto dentro de los fagocitos
como en el espacio extracelular, donde comienza a agruparse en colonias que
posteriormente formardn los granulos caracteristicos de la enfermedad (Beaman
etal., 1995).

Guimares et al. (2003) caracterizaron la respuesta in situ del huésped humano al
actinomicetoma y encontraron la presencia de linfocitos T CD4 y CD8 rodeados
por agregados de neutréfilos y macréfagos, aunque no observaron linfocitos B en
las lesiones. Asimismo, en las fases tardias, las células epidérmicas de
Langerhans parecian estar ausentes, lo que podria reflejar una respuesta
inmunocelular deprimida. De hecho, Filice (1985) encontr6 que los
polimorfonucleares no son muy efectivos al momento de eliminar las bacterias,
pero en cambio, si son capaces de inhibir su crecimiento. Ellos creen que esto es
debido a que las células se activan y secretan varios tipos de citocinas (p.ej. [FN-
Y), las cuales activan a su vez a los macrofagos y a los linfocitos T. La funciéon

exacta de las distintas células del huésped y los componentes activos en la
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prevencion y eliminacion del actinomicetoma no se ha establecido (Serrano et al.,

2007).

2.5.2 Respuesta inmune celular.

Las primeras investigaciones sobre la respuesta celular contra Nocardia
estuvieron encaminadas al estudio de la hipersensibilidad tardia en pacientes con
micetoma contra diferentes extractos bacterianos. Los primeros ensayos con
antigenos totales de Nocardia dieron reacciones cruzadas de hipersensibilidad en
pacientes con otras enfermedades (tuberculosis, lepra) pero luego se pudieron
aislar antigenos (poli II Na y poli II Nb, para N. asteroides y N. brasiliensis
respectivamente) que no mostraron tal ambigiiedad. Resultados similares fueron
obtenidos por Salinas-Carmona et al. (1993) cuando utilizaron antigenos
citoplasmaticos de Nocardia para las pruebas de hipersensibilidad, en los que no
se presentaron reacciones cruzadas. Muy probablemente, este tipo de reacciones
cruzadas esta dado por antigenos de la pared celular que como se ha mencionado,
son compartidos por muchas bacterias del orden Actinomycetales (Zamora et al.,
1963; Ortiz-Ortiz et al., 1972).

Otra evidencia del papel clave de la inmunidad celular en la defensa del
actinomicetoma la dio Mahgoub (1978) quien report6 respuestas defectuosas de
células T en pacientes con micetoma, lo que sugeria que eran necesarias para
generar una adecuada resistencia del huésped contra Nocardia. Este resultado fue

similar al reportado por Folb et al. (1977) quienes infectaron ratones atimicos
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(nu/nu) con N. asteroides y N. brasiliensis y encontraron que ambas especies
producian una infeccion diseminada y con alta mortalidad en comparacion con
los controles. Ademads, vieron que los ratones atimicos perdieron la habilidad de
producir granuloma en respuesta a N. brasiliensis, lo que sugirio el papel crucial
que tienen los linfocitos T en la formacién del mismo. Estos hallazgos fueron
confirmados mas tarde por Beaman y Scates (1981) en ensayos con N.
otitidiscaviarum. En estos experimentos, ellos infectaron ratones normales,
atimicos y anesplénicos por diferentes vias y encontraron lo siguiente: 1) los
ratones atimicos y anesplénicos fueron mas susceptibles a los agentes infecciosos
que los controles sin importar la via de inoculacidn; ii) los micetomas crénicos
causados por esta especie solo se presentaron en los ratones inoculados por via
intravenosa; iii) las formas L de N. otitidiscaviarum (sin pared celular) fueron
inducidas en los huéspedes control, pero no fueron observadas en los animales
inmunodeficientes; 1v) los ratones deficientes en células T fueron incapaces de
desarrollar micetomas tipicos (Beaman, 1994, Serrano, 2007). En resumen, se
cree que el papel de los linfocitos T durante la infeccion por Nocardia es
principalmente la activacion de los macrofagos y la estimulacion de la respuesta
inmune celular (Beaman y Beaman, 1990). No obstante, Deem et al. (1983)
reportaron que los linfocitos T podrian esta involucrados directamente en la

eliminacion de N. asteroides.
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2.5.3 Respuesta inmune humoral.

Aunque es muy clara la importante participacion de la respuesta inmune
innata y celular en la resistencia a la infeccion contra Nocardia, no hay mucha
informacion acerca del papel desempeniado por la respuesta inmune humoral y de
hecho, algunos reportes son contradictorios. Las conclusiones de los primeros
experimentos realizados para evidenciar la participacion de la respuesta humoral
en la infeccion por Nocardia fueron que ni los linfocitos B ni los anticuerpos
protegen al huésped contra el establecimiento del micetoma. De hecho, en
algunos reportes se sugiere que los anticuerpos anti-Nocardia empeoran la
inflamacion durante el curso del micetoma, cuando son utilizados para opsonizar
las bacterias del inoculo (Rico et al., 1982).

Dos reportes, sin embargo, chocan con estas ideas establecidas sobre la poca o
nula participacion de la respuesta humoral en la infeccion por Nocardia. El
primero fue el proporcionado por Beaman et al. (1985) en un estudio sobre el
papel de la superoxido dismutasa (SOD) y la catalasa (KAT) en la infeccion por
N. asteroides GUH2. En ese trabajo, se realizaron ensayos de infeccion in vitro de
neutrdfilos humanos con N. asteroides incubada con anticuerpos purificados anti-
SOD y/o anti-KAT del tipo IgG y lo que observaron fue que el 50% de las
bacterias fueron eliminadas al cabo de 3 horas mientras que los controles
permanecian viables. Estos experimentos se repitieron con mutantes carentes de
catalasa y con restitucion de ambas enzimas y los resultados fueron similares

(Beaman et al., 1985). También observaron que cepas no virulentas de N.
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asteroides carecian de la asociacion de SOD en su pared celular, contrario a lo
que sucede con la cepa GUH2 (virulenta), cuya asociacion habia quedado
demostrada con ensayos de inmunofluorescencia anti-SOD (Beaman et al., 1983).
Concluyeron que ambas enzimas juegan un papel importante en la resistencia de
N. asteroides a la eliminacion por las células fagociticas. Pero de este estudio,
también se deduce que los anticuerpos estarian participando en la eliminacion de
las bacterias, aun cuando es su propiedad neutralizante de las actividades
enzimaticas SOD y KAT la que desempefia el papel principal en este evento
(Beaman et al., 1985).

Otro reporte sobre la participacion de los anticuerpos en la infeccién por
Nocardia fue dado por Salinas-Carmona y Torres-Lopez en experimentos
realizados con N. brasiliensis. Estos autores demostraron que el suero
hiperinmune proveniente de ratones BALB/c inmunizados con N. brasiliensis
muerta por calor, era capaz de conferir proteccion parcial contra el
establecimiento del micetoma cuando fue transferido a ratones de la misma cepa
que luego fueron retados con la bacteria. En otro de sus trabajos, demostraron
también que la proteccion se daba solamente al utilizar sueros hiperinmmunes
recuperados de las primeras fases de la infeccion (30-60 dias) ya que los sueros
de las fases mas tardias (90-120 dias) no mostraban actividad protectora, aun
cuando presentaban titulos mayores de anticuerpos IgG anti-N. brasiliensis
(Licon-Trillo et al., 2003). Estos ensayos sugerian que no eran los anticuerpos

IgG sino otro tipo de anticuerpos o factores séricos, los responsables de conferir
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la proteccion anti-micetoma en los ratones inmunizados. Esta ultima observacion
fue corroborada en recientes experimentos en los cuales los mismos autores
encontraron que la actividad protectora de los sueros hiperinmunes
correlacionaba con la presencia en ellos de niveles altos de anticuerpos anti-N.
brasiliensis del tipo IgM pero no del tipo IgG, lo cual apoya la hipétesis del papel
clave que juegan este tipo de anticuerpos durante la infeccion por Nocardia. Esta
actividad protectora pudiera ser dependiente de la activacion del complemento de
tal forma que se limita la diseminacién bacteriana, dando tiempo para la llegada
de los leucocitos para facilitar la destruccion de los microorganismos. Con todo,
la participacion de otros factores séricos en las primeras fases de la infeccion y el
papel de los anticuerpos IgM de alta especificidad todavia tiene que ser mas

estudiada (Salinas-Carmona y Pérez-Rivera, 2004; Salinas-Carmona et al., 2006).

2.5.4 Papel de las citocinas.

En un estudio, Méndez-Tovar et al. (2004) realizaron la determinacion de
diversas citocinas en cultivos de células mononucleares periféricas de pacientes
con actinomicetoma, estimulados con un extracto citoplasmatico de N.
brasiliensis. Observaron que las concentraciones de IL-4 y TNF-a se encontraban
aumentadas con respecto a los controles, pero no asi los niveles de IFN-y, los
cuales estaban disminuidos. Los niveles de IL-10, IL-12 y la proliferacién celular

fueron similares en ambos grupos. De aqui concluyeron que los pacientes con
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actinomicetoma presentaban un reconocimiento antigénico normal, pero que el

patrén de citocinas apuntaba hacia el de un tipo Th2.

2.6 Estallido respiratorio

Los fagocitos PMN tienen un papel esencial en la defensa innata del
organismo frente a agentes patdgenos y actian como mediadores primarios de la
respuesta inflamatoria. Para defender al organismo, los neutréfilos utilizan una
amplia variedad de productos microbicidas, tales como oxidantes, péptidos,
enzimas liticas, etc. La generacion de oxidantes microbicidas por los neutrofilos
se debe al complejo multiproteico NADPH oxidasa, responsable de la
transferencia de electrones desde el NADPH al O,, con la simultanea produccion
de radical superoxido. Durante la activacion de la oxidasa, diversas proteinas
citosolicas se translocan a la membrana plasmatica que rodea al fagosoma, donde
se ensamblan a otro complejo unido a membrana: el flavocitocromo b558. Este
proceso se encuentra estrictamente regulado e implica fosforilaciones,
translocacién y multiples cambios conformacionales (Cascales-Angosto, 2005).
El producto de la reaccion catalizada por la NADPH oxidasa, se identifico al
principio como H,O, por su capacidad para oxidar el formato. Posteriormente se
demostrdé que el H,O, procedia de la dismutacion del radical superdxido (O;)).
Cuando los neutrofilos fagocitan particulas, el anidon superdxido se produce en

aquella region de la membrana plasmatica en contacto directo con la particula.
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Después transcurre un periodo (fase “lag”), que proporciona al fagocito el tiempo
requerido para la formacion y cierre de una vacuola que limita la salida al exterior
de las especies de oxigeno formadas. La mieloperoxidasa, uno de los principales
constituyentes de los granulos, puede utilizar el H,O, para oxidar los haluros y
convertirlos en compuestos reactivos toxicos, como el OHCl y las cloraminas. Sin
embargo, también estdn implicados otros factores en el efecto del estallido
respiratorio y en la destruccion de las proteinas de los granulos. Uno de ellos es el
bombeo hacia el interior de la vacuola de concentraciones milimolares de
electrones, no acompanada de protones, que origina el consumo de iones de
hidrégeno en el lumen de dicha vacuola, con la consiguiente elevacion del pH. El
contenido de los granulos se mantiene en estado inactivo a pH 5.0 y las proteasas
neutras se activan cuando se exponen al medio relativamente alcalino de la
vacuola (pH 6 — 8). Los fagocitos circulantes (leucocitos polimorfonucleares y
monocitos) y los macrofagos de los tejidos, como las células de Kupffer en el
higado y las células de la microglia en cerebro, son capaces de generar cantidades
sustanciales de radical superdxido. Los neutrofilos, son los mas activos en este
aspecto, puesto que llegan a producir hasta 100 nmoles de radical superoxido por
millon de células, cuando se estimulan con 10 ng del éster de forbol 12 miristato
13 acetato (PMA). La NADPH oxidasa fagocitica es un complejo ligado a
membrana, denominado también “oxidasa del estallido respiratorio”, que cataliza
la reduccion univalente del oxigeno molecular con la consiguiente produccion del

radical superoxido (Hampton et al., 1998).
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En fagocitos quiescentes, la NADPH oxidasa no es activa, pero adquiere
actividad catalitica cuando las células se estimulan con agentes apropiados. El
estimulo fisioldgico de la NADPH oxidasa en fagocitos incluye la fagocitosis de
bacterias u otras particulas opsonizadas, complejos inmunes, citocinas, tales como
el TNF, la linfotoxina, el IFN, péptidos quimiotacticos como el producto C5a de
la fragmentacion del complemento y los péptidos N-formilados derivados de
bacterias. Estimulos poderosos no fisiologicos son el PMA, activador de la
proteina quinasa C y el agente activador de las proteinas G (AIF;). La NADPH
oxidasa, responsable del estallido respiratorio de los fagocitos, genera el radical
superdxido como producto primario, el cual en si mismo es un oxidante débil. Sin
embargo, en una serie de reacciones posteriores, este radical da origen a oxidantes
mas potentes, tales como:

— Peréxido de hidrogeno (H,0O,), via dismutacion espontdnea o catalizada
enzimaticamente por las superdxido dismutasas;

— Radical hidroxilo (*OH) por reaccion del O, con el H,O,, en presencia de
hierro bivalente (reaccion de Fenton);

— Hipohaluros, como el acido hipocloroso (OHCI), generado al reaccionar el
anion CI” con el H,O,, mediante la accion catalitica de la mieloperoxidasa
(Hampton et al., 1998).

De esta manera, la NADPH oxidasa juega un papel critico en la produccion de un
grupo complejo de especies reactivas del oxigeno (ROS). En los fagocitos, estas

especies reactivas van a ser utilizadas como agentes microbicidas,



2. Antecedentes 26

particularmente frente a las bacterias y hongos catalasa positivos. Los fagocitos
cuentan también con otros recursos antimicrobianos oxidativos, como el radical
oxido nitrico (NOe¢) y otros no oxidativos, como proteasas y péptidos bactericidas
procedentes de los granulos. Por ultimo, la interaccion del NOe con el O, da
origen al peroxinitrito (ONOOe), agente que también puede formar oxigeno
singulete al reaccionar con el H;O, (Henle y Linn, 1997; Hampton et al., 1998;
Cascales-Angosto, 2005).

Los mecanismos microbicidas de las ROS no estan totalmente establecidos y son
muy complejos. Ademas de las especies reactivas descritas aqui, es indudable la
generacion de otros radicales de vida ultra corta que también podrian participar en
el dafio a moléculas microbianas. Por tanto, resulta muy dificil estudiar las
interacciones moleculares suscitadas durante el estallido respiratorio. Sin
embargo, ya han sido establecidos algunos mecanismos de dafio que como cabria
esperar, son dependientes de reacciones REDOX dentro del fagolisosoma. Los
mas estudiados son:

- Peroxidacion de proteinas: causada principalmente por la reaccion de O, y
H,0, con los grupos tioles nucleofilicos de las proteinas, alterando la
conformacion y actividad de las mismas.

- Peroxidacién de lipidos: es un factor determinante de dafio ya que la
existencia de lipoperoxidos (LPOs) produce también modificaciones de las
proteinas asociadas a las membranas, enzimas, receptores y proteinas

formadoras de canales lo que provoca trastornos de los sistemas
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transportadores de membranas con aumento de la permeabilidad para
algunos elementos como el calcio produciéndose por consiguiente la
activacion de enzimas dependientes de Ca, .

- Dafio al ADN: Los dafios oxidativos por las ROS a los acidos nucleicos
incluyen aductos de bases y grupos azucares, rompimientos de cadena
simples y dobles, y enlaces cruzados a otras moléculas. El espectro de
aductos en la cromatina oxidada de mamiferos in vitro e in vivo incluye
mas de 20 productos conocidos, incluyendo dafios a las 4 bases
nitrogenadas y enlaces cruzados timina— tirosina. Algunos dafios en las
bases han resultado tener propiedades premutagénicas (Keyer e Imlay,

1996; Henle y Linn, 1997).

2.7 Superoxido dismutasa.

2.7.1 Caracteristicas generales.

La SOD es una enzima reductora polimérica (EC: 1.15.1.1), que cataliza la
conversion de ion superoxido a peroxido de hidrogeno y oxigeno molecular segiin
la siguiente reaccion quimica: 20, + 2H " — 2H,0, + 0O,. Esta enzima es
ancestral y se halla ampliamente distribuida en la naturaleza ya que es producida
por todos aquellos organismos que utilizan el oxigeno como aceptor final de
electrones durante la respiracion (organismos aerdbicos). Esto se debe a que

durante la reduccion del oxigeno se generan de manera inevitable metabolitos
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muy reactivos de éste (O,”, OH™, O¢), que deben ser eliminados o transformados a
compuestos menos reactivos con la finalidad de contrarrestar el dafio que
pudieran ocasionar a los componentes celulares. La enzima acelera la reaccion en
aproximadamente 1 x 10° veces la tasa de decaimiento normal del sustrato. De
esta manera, la eliminacioén del ion superoxido llevada a cabo por la SOD es la
principal funcidn que tiene esta enzima dentro del metabolismo celular
(Fridovich, 1975).

Se han distinguido y clasificado diferentes tipos de SOD con base a su asociacion
con algunos metales de transicidon (cobre, hierro, manganeso, niquel, zinc). Estos
metales son cofactores de la holoenzima por lo que son indispensables para su
actividad catalitica. En bacterias, se han reportado SOD asociadas a hierro
(FeSOD), a manganeso (MnSOD), a cobre (CuSOD) y a niquel (NiSOD). Cabe
mencionar que las apoenzimas son codificadas por genes diferentes (S0dA, sodC y
sodN, entre otros) que no se relacionan filogenéticamente. Ademas de las
asociaciones con un solo metal, se han reportado diversas combinaciones de
metales, generalmente en proporcion equimolar, por ejemplo cobre-zinc
(CuZnSOD) y hierro-manganeso (FeMnSOD). A la fecha, se han descrito
enzimas diméricas, tetraméricas y hexaméricas. Tipicamente se encuentran
compartimentalizadas, aunque ya se ha descrito la secrecion de SOD para algunas
especies, incluidos importantemente los géneros Mycobacterium y Nocardia
(Beaman et al., 1983; Fridovich, 1997; Schéfer y Kardinahl, 2003; Barondeau et

al., 2004).
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2.7.2 Regulacion de la expresion de SOD.

Estudios realizados en bacterias han evidenciado que la expresion de las
SOD puede ser constitutiva o inducible. Se han identificado algunos factores que
se asocian al aumento de la cantidad de SOD y que por lo mismo, han sido
propuestos como reguladores de la expresion de la proteina. Entre estos se
encuentran: la presencia de los metales a los que se asocian (Cu, Fe, Mn, Ni, Zn),
reguladores de flujo de metales (Fur), proteinas de choque térmico (Hsp),
presencia de oxigeno y glucosa, por mencionar algunos. Un ejemplo se ha
observado en Streptomyces coelicolor que cuando es cultivada en medio
suplementado con niquel, induce una sobreproduccion de SOD asociada al mismo
(NiSOD), y una disminucion de otros tipos de SOD; no obstante, este mecanismo
no ha sido extensamente estudiado y se ignora si pudiera estar presente en otro
tipo de microorganismos (Chung et al., 1999).
En E. coli se ha descrito la regulacion de la expresion de la MnSOD por el
regulébn SoxRS. Este sistema activa la expresion de ésta y otras enzimas en
respuesta a la presencia de ciertos compuestos generadores REDOX (p.ej.
paraquat). Al principio se pensdé que podria tratarse de un mecanismo de
retroalimentacion en respuesta a los radicales O,  generados por la droga, tal
como se cree que sucede con el regulon OxyR, que activa la produccion de
catalasa presumiblemente en respuesta al aumento de H,O, en el medio. Sin
embargo, estudios recientes muestran que el mecanismo de regulacion de SoxRS

no es dependiente de los radicales O,  generados por las drogas REDOX per se,
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por lo que el funcionamiento de este sistema regulatorio ain no esta claro

(Strohmeier-Gort e Imlay, 1998).

2.7.3 SOD como factor de virulencia microbiana.

Se ha observado que en muchos organismos, principalmente bacterias,
existe una concentracion de SOD mas elevada (hasta 1 x 10° veces en E. coli) de
la que es necesaria tedricamente para neutralizar el O, intracelular. Por lo tanto,
se ha propuesto la participacion de SOD en funciones alternas. Muchos
organismos son capaces de generar metabolitos reactivos de oxigeno (entre ellos,
el ion O,") para destruir parasitos invasores o para eliminar a la competencia del
medio, y la SOD podria constituir un mecanismo de defensa contra tales ataques.
Este supuesto ha sido estudiado sobretodo en bacterias, donde se ha notado que
organismos mutantes con una produccion muy elevada de SOD son mas
resistentes a la destruccion por las células fagociticas (Strohmeier-Gort e Imlay,
1998).

De esta manera, se ha visto que algunas SOD microbianas estan vinculadas a la
virulencia de muchos microorganismos patogenos al bloquear los efectores
oxidativos del estallido respiratorio iniciado por las células fagociticas en el
fagolisosoma. La cascada de generacion de radicales libres de oxigeno
(importantemente iones OHe) es desviada hacia la generacion de agua y oxigeno
molecular con ayuda de otras enzimas (catalasa, glutation oxidorreductasas) que

por cierto, también estdn involucradas como factores de virulencia. De esta
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manera, dichos patdogenos son capaces de resistir el mecanismo inicial de
eliminacion de la respuesta inmune y pueden sobrevivir, multiplicarse e infectar
mas células (Nunoshiba et al., 1999; Lynch y Karamitsu, 2000; Hwang et al.,
2002; Battistoni, 2003; Ghosh et al., 2003). Entre las bacterias en la cuales se ha
descrito este mecanismo se encuentran los géneros Mycobacterium, Rhodococcus
y Nocardia (Beaman et al., 1995; Kang et al., 1998; Lynch y Kuramitsu, 2000;
Piddington et al., 2001; Smith, 2003; Bartos et al., 2004).

Experimentos mas recientes han podido corroborar estas dos principales
funciones desempenadas por la SOD en algunos microorganismos (Brucella,
Helicobacter, Streptococcus). En estos trabajos se ha conseguido bloquear la
actividad de SOD por diversos medios (anticuerpos, interrupcion génica, ARN
antisentido) y se han observado dos principales efectos sobre el
microoorganismo: i) la inhibicidon del crecimiento en condiciones aerdbicas (que
se presenta cuando los microorganismos Unicamente cuentan con una SOD), y 1i)
una disminucién de la supervivencia de los microorganismos dentro de las células
fagociticas cuando éstas son infectadas. Es mas, el hecho de que exista mas de un
tipo de SOD en algunos microorganismos y que los elementos de regulacion de
cada una de ellas se hallen diferenciados, ha terminado de convencer a muchos
del papel definitivo que tiene esta enzima en la patogenicidad microbiana. De
hecho, la creacion de vacunas anti-SOD (convencionales o de ADN), ha
permitido demostrar la efectividad de éstas en conferir proteccion contra la

infeccion por algunos microorganismos (Brucella, Schistosoma) en diversos
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modelos de infeccion in vitro e in vivo (Seyler et al., 2001; Onate et al., 2003;

Muiioz-Montesino et al., 2004; Carvalho-Queiroz et al., 2004).

2.7.4 Papel de la SOD en la patogenicidad de N. brasiliensis.

A diferencia de lo observado en N. asteroides, en el caso de N.
brasiliensis, ain no hay reportes que involucren definitivamente la participacion
de las enzimas de oxidorreduccion bacterianas (KAT, SOD, glutation
oxidorreductasa) en la patogenicidad. Salinas-Carmona et al. (1993) se han
enfocado al estudio de las interacciones de N. brasiliensis con el sistema inmune.
Gracias a esto, ahora se conocen varias proteinas inmunodominantes de la
bacteria (P24, P26, P38, P61), lo cual ha permitido la elaboracion de una prueba
diagnostica de ELISA de alta sensibilidad y especificidad. Asimismo, se han
iniciado varios experimentos encaminados a explorar el papel de estas proteinas
en la virulencia y establecimiento del actinomicetoma por N. brasiliensis. Una de
estas proteinas (P61) ha sido identificada como una catalasa mediante ensayos de
actividad enzimatica en gel (Vera-Cabrera et al., 1999). Algunos ensayos de
inmunizacidn activa y pasiva con esta proteina en modelos de actinomicetoma en
ratones, han mostrado que pudiera estar jugando un papel importante en la
virulencia de N. brasiliensis (Vera-Cabrera et al., 1992, Salinas-Carmona et al.,
1997).

Recientemente, Revol et al. (2006) clonaron la secuencia parcial de una SOD

correspondiente al tipo A (S0dA), que muestra similitud con la reportada para N.
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asteroides, por lo que podria corresponder a una SOD asociada a manganeso
(MnSOD). Estos mismos autores demostraron in Vitro que al menos durante la
primera hora después de la infeccion de macrofagos de raton por N. brasiliensis,
la expresion de SOdA se encuentra significativamente disminuida con respecto al
control. Ellos proponen varias hipdtesis para explicar estos resultados
aparentemente contradictorios con la idea de la participacion de la SodA como
factor de virulencia: i) la enzima pudiera no ser indispensable en esta fase
temprana de la infeccion del macrofago, aunque pudiera ser requerida en fases
posteriores para el crecimiento bacteriano o para la infeccion in vivo; ii) la
estabilidad de la proteina pudiera ser suficiente como para mantener niveles altos
de actividad sin la necesidad de un aumento en la transcripcidn; iii) otra actividad
SOD (p.¢j. SodC) pudiera sustituir o compensar los bajos niveles
transcripcionales observados para SodA en esta fase (Revol et al., 20006).

No obstante estas observaciones, a la fecha no se ha reportado ni caracterizado la
actividad de SOD en N. brasiliensis, y no se conoce tampoco si desempefia un
papel importante en la virulencia de esta bacteria. Por tanto, antes de investigar el
papel de SOD en el proceso infeccioso de N. brasiliensis, es indispensable
evidenciar la(s) actividad(es) SOD vy establecer las caracteristicas de la enzima en

este microorganismo.



CAPITULO 3

JUSTIFICACION

Estudios con microorganismos mutantes carentes de superéxido
dismutasa (sod ) o en los cuales la actividad SOD ha sido blogueada,
demuestran la participacion de la enzima en la patogenicidad de los
mismos.  Sin embargo, estudios similares para el caso de Nocardia

brasiliensis no han sido realizados.

El estudio de modelos de infeccion, donde la actividad SOD de N.
brasiliensis sea blogueada (mutantes sod , anticuerpos) permitira aclarar la
participacion de esta enzima como un posible factor de virulencia del

microorganismo.

34



CAPITULO 4

HIPOTESIS

La superdxido dismutasa de Nocardia brasiliensis

constituye un factor de virulencia bacteriana.
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CAPITULO5

OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la participacion de la superdxido dismutasa como factor de virulencia de

Nocardia brasiliensis en la induccion del actinomicetoma en ratones BALB/c.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener una clona sod a partir de la cepa de N. brasiliensis HUJEG-1
(ATCC: 700358)

2. Obtener y caracterizar una superdxido dismutasa recombinante de N.
brasiliensis.

3. Determinar la inmunogenicidad de la superdxido dismutasa recombinante
de N. brasiliensis

4. Determinar la capacidad inductora de proteccion anti-actinomicetoma de la

superdxido dismutasa de N. brasiliensis.
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CAPITULO 6

MATERIALES Y METODOS

6.1 MATERIALES

6.1.1 Lugar de trabajo.

Este trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Inmunologia Molecular
del Departamento de Inmunologia de la Facultad de Medicina de la Universidad

Autonoma de Nuevo Leon

6.1.2 Biologicos.

6.1.2.1 Cepas bacterianas.

Las cepas bacterianas utilizadas fueron:
Nocardia brasiliensis ATCC 700358, una cepa virulenta aislada de un paciente
con actinomicetoma cuya identificacion quimiotaxondémica fue confirmada por
June Brown en el centro para el control y prevencion de enfermedades en E.U.A.
(CDC; Atlanta, GA, USA) y por Patrick Boiron en el Observatorio Francés para
la Nocardiosis (Leon, Francia).
Escherichia coli TOP10 (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA) se utilizd para la

propagacion de los vectores y para los ensayos de expresion de rSodA.
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Escherichia coli LMG194 (Invitrogen) se utilizo para los ensayos de expresion de

superdxido dismutasa recombinante de N. brasiliensis.

6.1.2.2 Vectores.

Se utilizaron los pldsmidos pZErO-2 (Invitrogen), pBluescript II KS
(Stratagene; La Jolla, CA, USA) para la clonacién de las construcciones génicas.
Los plasmidos pBR322 (New England Biolabs; Ipswich, MA, USA) y pRU1701
(Addgene Inc.; Cambridge, MA, USA) fueron utilizados como fuente para la
amplificacion de los genes de resistencia a tetraciclina y gentamicina,
respectivamente. El plasmido pNV18.0 fue gentilmente donado por el Dr.
Jun Ishikawa (Universidad de Tokio, Japon) y fue utilizado como esqueleto para
la creacion de los vectores de replicacion autonoma en Nocardia. El vector
pBAD/HIS-A (Invitrogen) se utilizé para la expresion de la SodA recombinante

de N. brasiliensis.

6.1.2.3 Animales de experimentacion.

Se utilizaron ratones hembras y machos de la cepa BALB/c de 10 a 12 semanas
de edad, los cuales son descendientes de animales adquiridos de los Institutos
Nacionales de Salud de los EEUU (NIH; Bethesda MD, USA). Se manejaron
condiciones estandar de bioterio: temperatura de 20-25 °C, agua destilada estéril

y alimento especialmente balanceado (Purina; México) ad libitum.
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6.1.3 Reactivos.

Los medios de cultivo utilizados fueron: medio Luria-Bertani [LB]
(Sigma; St. Louis, MO, USA), medio minimo suplementado con casaminoacidos
[MICA] (Amresco; Solon, Ohio, USA) y medio enriquecido de infusion cerebro-
corazon [BHI] (Difco Laboratories Detroit, MI, USA). Para la realizacion de las
reacciones en cadena de la polimerasa [PCR] se utilizo6 el kit comercial
MasterAmp Tag DNA Polymerase (Epicentre; Madison, WI, USA) asi como el
kit Accuzyme DNA Polymerase (Bioline; Taunton, MA, USA). Para los cortes
enzimaticos de ADN se utilizaron endonucleasas de restriccion del sistema NEB
(New England Biolabs) y REact (Invitrogen). Las reacciones de ligacion de ADN
se realizaron con el kit T4 DNA ligase (Invitrogen). Se emplearon los sistemas
de purificacion siguientes: Wizard Plus SV Minipreps (Promega; Madison, WI,
USA) para ADN y HisLink Protein Purification Resin (Promega) para la proteina
recombinante. La cuantificacion de la actividad SOD se realiz6 con el kit
comercial SOD Assay Kit (Fluka Chemie, Buchs SZ). La mayoria de los
reactivos restantes que fueron utilizados son de las marcas Sigma o Amresco, a lo

cual se hard mencion cuando corresponda.

6.1.4 Equipo.

El principal equipamiento utilizado en este trabajo incluyo: centrifuga

refrigerada modelo Centrifuge 5417R (Eppendorf AG; Hamburg, Germany),
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centrifuga refrigerada modelo Centrifuge 5403 (Eppendorf), concentrador con
vacio modelo Concentrator 5301, congelador de -20°C modelo TORREY CV-16
(Fabricantes de Equipos para Refrigeracion S.A. de C.V.; Guadalupe, Nuevo
Ledén, México), congelador de -80°C modelo VIP Series (SANYO Electric Co.;
Wood Dale, IL, USA), campana para PCR modelo P-036-02 (C.B.S. Scientific
Company Inc.; Del Mar, CA, USA), termociclador modelo PTC-200 (MJ,
Research Inc.; Reno, NV, USA), termociclador modelo DNA Thermal Cycler 480
(Perkin Elmer; Waltham, MA, USA), horno de microondas modelo MS-1144DP
(LG Electronics México S.A. de C.V. Tlalnepantla, Estado de México, México),
balanza electronica modelo SA-210 (Scientech Inc; Boulder, CO, USA), camara
de electroforesis horizontal modelo E1-1408 (FOTODYNE Inc; Hartland, WI,
USA), camara de electroforesis vertical modelo SE-250 (Pharmacia Biotech; San
Francisco, CA, USA), fuente de poder modelo EC3000-90 (Thermo EC;
Holbrook, NY, USA), transiluminador UV modelo T1201(Sigma-Aldrich Co; St
Louis, MO, USA), filtro 6ptico modelo DS-34 (Polaroid Corp; Cambridge, MA,
USA), sistema purificador de agua modelo EASYpure II RF (Barnstead
International; Dubuque, A, USA), estufa a 37 °C modelo 143A (FELISA;
Zapopan, Jalisco, México), agitador orbital modelo 4625 (Lab-Line Instruments
Inc; Melrose Park, IL, USA), agitador orbital modelo 3519 (Lab-Line Instruments
Inc.), agitador magnético modelo SPA1025B (Thermolyne Corp; Dubuque, IA,

USA), micropipetas ajustables modelo Labpette (Labnet International Inc;
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Woodbridge, NJ, USA), micropipetas ajustables Pipetman (Gilson Inc;

Middleton, WI, USA)

6.1.5 Software.

Los programas de computadora utilizados fueron: sistema operativo
Windows XP Profesional Edition SP2 (Microsoft Corp.; Redmond, WA, USA),
paquete de oficina Office 2007 (Microsoft Corp.), Prism 5 for Windows v.5.0
(GraphPad Software Inc.; La Jolla, CA, USA), GeneDoc for Windows v.2.7 (Free
Software Foundation Inc.; Boston, MA, USA), BioEdit Sequence Alignment
Editor v.7.0.9.0 (Ibis, Biosciencies; Carlsbad, CA, USA), Basilisk II Emulator
(http://basilisk.cebix.net/), Amplify v.1.0 (University of Wisconsin; Madison, WI,
USA), Oligo v.4 (Molecular Biology Insights Inc.; Cascade. CO, USA),
NEBcutter v.2.0 (New England Biolabs), CLUSTALW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html), CBS Prediction Servers
(http://www.cbs.dtu.dk/services), PSORTb v.2.0.4 (http://www.psort.org/psortb),

RasMol v.2.7.3 (RasWin Molecular Graphics).
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6.2 METODOS

6.2.1 Cultivos bacterianos.

6.2.1.1 Cultivo y almacenaje estandar de N. brasiliensis.

A partir de un vial almacenado a -70°C de N. brasiliensis (HUJEG-1;
ATCC 700358), se realizd una siembra en placas de petri con medio BHI agar
suplementado con ampicilina 50 ug/mL y se incub6 a 37°C durante 72 horas. Una
colonia fue recuperada y sembrada en un matraz Erlenmeyer con 30 mL de medio
BHI suplementado con ampicilina 50 pg/mL y se incubd a 37°C durante 72 horas
con agitacion a 150 rpm. Luego, el cultivo fue transferido a un tubo conico estéril
de 50 mL y centrifugado a 4000 g por 10 min a 4°C; al término, el sobrenadante
fue desechado. La masa bacteriana fue resuspendida en 30 mL de solucion de
lavado (NaCl 0.9 %) a 4°C y estéril y se centrifugd nuevamente segun las
condiciones anteriores. Después, se desecho el sobrenadante y la masa bacteriana
fue resuspendida en 15 mL de solucion de lavado a 4°C y estéril y fue
homogenizada con ayuda de un homogenizador manual de vidrio (dounce) hasta
obtener una suspension de apariencia lechosa y color rosa palido. La suspension
fue transferida a un nuevo tubo conico estéril de 50 mL y centrifugada a 1000 g
por 10 min a 4°C; al término, el sobrenadante fue desechado. Finalmente, la masa
bacteriana fue resuspendida en 2 mL de medio de almacenaje estéril (BHI
suplementado con glicerol 40 %) a 4°C y distribuida en alicuotas de 500 puL que

fueron almacenadas a -70°C hasta su uso.
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6.2.1.2 Cultivo y almacenaje estandar de E. coli.

A partir del vial comercial de E. coli, se realizd cultivo en matraz
Erlenmeyer con 30 mL de medio LB suplementado con estreptomicina 25 pg/mL
y se incubo a 37°C durante toda la noche con agitacion a 100 rpm. El cultivo fue
transferido a un tubo cénico estéril de 50 mL y centrifugado a 1000 g por 10 min
a 4°C; al término, el sobrenadante fue desechado. La masa bacteriana fue
resuspendida en 2 mL de medio de almacenaje estéril (BHI suplementado con
glicerol 40%) a 4°C y distribuida en alicuotas de 200 pL. que fueron almacenadas

a -70°C hasta su uso.

6.2.1.3 Obtencion de E. coli calcio-competente.

A partir de un vial de E. coli almacenado a -70°C, se tomaron 10 pL de la
suspension bacteriana, se sembraron en un tubo de cultivo con 5 mL de medio LB
suplementado con estreptomicina 25 pg/mL, y se incubo el tubo a 37°C durante
toda la noche con agitacion a 100 rpm. Al dia siguiente, se tomd 1 mL del cultivo
y se sembro6 en un matraz Erlenmeyer con 50 mL de medio LB sin antibioticos y
se dejo incubando por 2.5 h en las condiciones ya descritas. (Los pasos a
continuacion se realizaron en frio). Pasado ese tiempo, el cultivo se incub6 a 4°C
durante 20 min sin agitacion. Luego, el cultivo fue transferido a un tubo coénico
estéril de 50 mL y centrifugado a 1000 g por 10 min a 4°C; al término, el

sobrenadante fue desechado. La masa bacteriana fue resuspendida suavemente en
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30 mL de solucion de lavado (80 mM MgCl,, 20 mM CaCl,) a 4°C y estéril e
incubada a 4°C por 10 min. Luego, la suspension fue centrifugada como ya se
describio y al término el sobrenadante fue desechado. La masa bacteriana se
resuspendio suavemente en 15 mL de solucion de almacenaje (100 mM CaCly) y
se incub6 por 10 min a 4°C. Después, la suspension fue centrifugada de nuevo
como ya se ha descrito y el sobrenadante fue desechado. Finalmente, la masa
bacteriana se resuspendié suavemente en 2 mL de solucién de almacenaje y se

distribuy6 en alicuotas de 100 pL que fueron almacenadas a -70°C hasta su uso.

6.2.1.4 Obtencion de N. brasiliensis electro-competente.

A partir de un vial de N. brasiliensis almacenado a -70°C, se tomaron 500
uL de la suspension bacteriana, se sembraron en un matraz Erlenmeyer con 30
mL de medio BHI suplementado con ampicilina 50 ug/mL, y se incubo6 el tubo a
37°C durante 48 h con agitacién a 100 rpm. (Los pasos siguientes se llevaron a
cabo en frio). Luego, el cultivo fue transferido a un tubo cénico estéril de 50 mL
y centrifugado a 4000 g por 10 min a 4°C; al término, el sobrenadante fue
desechado. La masa bacteriana fue resuspendida en 30 mL de solucién de lavado
(NaCl 0.9%) a 4°C y estéril y se centrifugd nuevamente segin las condiciones
anteriores. Después, se desechd el sobrenadante y la masa bacteriana fue
resuspendida en 15 mL de solucién de lavado a 4°C y estéril y fue homogenizada

con ayuda de un homogenizador manual de vidrio (dounce) hasta obtener una
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suspension  de apariencia lechosa y color rosa palido. La suspension fue
transferida a un nuevo tubo cénico estéril de 50 mL y centrifugada a 1000 g por
10 min a 4°C; al término, el sobrenadante fue desechado. Después, la masa
bacteriana fue resuspendida en 30 mL de agua miliQ a 4°C estéril y centrifugada
como en el paso anterior; al término, el sobrenadante fue desechado. Este paso se
repiti6 una vez mdas y finalmente, la masa bacteriana fue resuspendida
suavemente en 1 mL de solucidon de electroporacion (glicerol al 10% en agua
miliQ) a 4°C y estéril. La suspension bacteriana fue distribuida en alicuotas de

200 pL y almacenada a -70°C hasta su uso.

6.2.1.5 Cultivo de N. brasiliensis con sales metalicas.

A partir de un vial de N. brasiliensis almacenado a -70°C, se tomd 20 pL
de la suspension bacteriana y se sembro en tubos de cultivo con 5 mL de medio
MICA suplementado con glucosa 0.2%, MgCl, 2 mM, CaCl, 0.1 mM,
ampicilina 50 pg/mL y con la sal metéalica correspondiente (CuSO,, FeSO,,
MnSO,, NiSO,, ZiSO4 100 uM cada uno). También se sembraron tubos con
combinaciones de sales metalicas (CuSO4 + ZiSO,4, FeSO4 + MnSO,, FeSO, +
MnSO, + ZiSO,) y tubos controles: uno con todas las sales metélicas y otro sin
ellas. Cada tubo de cultivo se procesd por duplicado y la mitad de ellos se
incubaron a 37°C por 72 h en agitacion a 100 rpm mientras que la otra mitad se
incubd por 120 h bajo las mismas condiciones. (Los pasos siguientes fueron

realizados en frio). Al término, los cultivos fueron centrifugados a 4000 g por 10
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min a 4°C, los sobrenadantes fueron recolectados y adicionados con PMSF 100
uM, luego fueron filtrados en membrana de nilén de 0.2 um y almacenados a -
20°C hasta su uso. Por otro lado, la masa bacteriana fue resuspendida en 100 pL
de solucion de lisis (PBS 1X, Triton X-100 0.5%, PMSF 100 uM) y se incubd a
4°C por 20 min en agitacion constante. Luego, la suspension fue macerada con
ayuda de un minipistilo una vez transferida a microtubos de 1.5 mL estériles.
Después, se adicion6 a la mezcla ADNasa 0.5 pg/mL y ARNasa 0.5 pg/mL y se
dejé incubando a 25°C y en agitacion constante hasta que la consistencia viscosa
desapareciera. En este momento, la suspension fue centrifugada a 25000 g por 30
min a 4°C y el sobrenadante fue recuperado y adicionado con PMSF (100 uM
concentracion final). Finalmente, el extracto fue filtrado con membrana de nilén

de 0.2 um y almacenado a -20°C hasta su uso.

6.2.2 Determinacioén de la actividad SOD de N. brasiliensis.

6.2.2.1 Obtencion del extracto celular crudo de N. brasiliensis.

N. brasiliensis fue cultivada y procesada como se ha sefialado en 6.2.1.1
hasta antes de la adicion de medio de almacenaje. (Todos los pasos siguientes se
llevaron a cabo en frio). En este punto, la masa bacteriana se resuspendié en 1 mL
de solucion de lisis (PBS 1X, lisozima 10 mg/mL, Triton X-100 0.5%, PMSF 100
uM) y se incubd a 4°C por 20 min en agitacion constante. Luego, se adiciond 0.5

g de polvo de vidrio estéril y la suspension fue macerada con ayuda de un
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minipistilo una vez transferida a microtubos de 1.5 mL estériles. Después, se
adiciondé a la mezcla ADNasa 0.5 pg/mL y ARNasa 0.5 ug/mL y se dejé
incubando a 25°C y en agitacion constante hasta que la consistencia viscosa
desapareciera. En este momento, la suspension fue centrifugada a 25000 g por 30
min a 4°C y el sobrenadante fue recuperado y adicionado con PMSF (100 uM
concentracion final). Finalmente, el extracto fue filtrado con membrana de nilén

de 0.2 um y almacenado a -20°C hasta su uso.

6.2.2.2 Obtencion de los extractos soluble y membranoso de N. brasiliensis.

Se utiliz6 la técnica descrita por Bordier (Bordier, 1981) para separacion
de proteinas de membrana y solubles. En resumen, 200 uL de extracto crudo de
N. brasiliensis se mezclaron con el mismo volumen de solucion de separacion (10
mM Tris-HCI pH 7.4; 150 mM NaCl; 1.0% Triton X-114) a 0°C. En un
microtubo de 2.0 mL se depositaron 300 pL de solucion colchon (6% [w/v]
sacarosa; 10 mM Tris-HC1 pH 7.4; 150 mM NaCl; 0.06% Triton X-114) y luego
se agregd la mezcla de proteinas lentamente y se incubd la suspension a 25°C por
5 min o hasta que la mezcla mostrara un aspecto turbio. En ese momento, la
suspension se centrifugd a 300 g por 5 min a 25°C con rotor de columpio. La fase
superior soluble se recuper6 en un nuevo tubo, se agregd Triton X-114
(concentracion final 0.5%) y se incub6 a 0°C hasta que se disolviera el detergente
y la mezcla mostrara un aspecto claro. Después, se repitio la extraccion con la

solucién colchon como se ha descrito. Por ultimo, se recuperé de nuevo la fase
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superior (acuosa) y se mezclé con Triton X-114 (concentracion final 2%) y se
incubo a 0°C hasta que se disolviera el detergente y la mezcla mostrara un
aspecto claro. Luego, la mezcla se incubo a 25°C hasta que se enturbiara y se
centrifugd como arriba (sin mezclar con solucion colchon). La fase superior
(acuosa) se transfirido a un nuevo microtubo y se almacend a -20°C hasta su uso.
Por otro lado, la fase del detergente del fondo del tubo (fase con las proteinas de
membrana) de la primera extraccion se transfirid6 a un microtubo nuevo y se

almaceno a -20°C hasta su uso.

6.2.2.3 Obtencién del filtrado de medio de cultivo de N. brasiliensis.

N. brasiliensis fue cultivada como se ha senalado en 6.2.1.1 Después de la
centrifugacion del medio de cultivo, se recupero el sobrenadante, se le adiciond
PMSF 100 uM y se filtr6 con membrana de niléon de 0.2 pm. Una alicuota del
filtrado fue almacenada a -20°C hasta su uso mientras que el filtrado restante fue
concentrado por per-evaporacion de la manera siguiente. El filtrado fue
transferido a microtubos de 2.0 mL estériles y colocados en un concentrador con
vacio donde se centrifugaron a temperatura ambiente y con la tapa abierta. El
filtrado fue concentrado de esta manera hasta que la muestra tuvo un volumen de

200 pL (se concentro ~5X) y luego fue almacenada a -20°C hasta su uso.
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6.2.2.4 Visualizacion de la actividad SOD de N. brasiliensis.

La visualizacion de la actividad SOD de los extractos se realizd en gel
segiin técnicas ya descritas (Beauchamp y Fridovich, 1971; Flohe, 1984). En
resumen, se elabord un gel discontinuo de poliacrilamida al 10% y en condiciones
nativas (sin SDS) segun protocolos convencionales (Sambrook, 2001), luego se
realizd electroforesis de las muestras depositando 15 pg de proteinas totales de
cada muestra por carril. La electroforesis se realiz6 en frio y con una corriente de
20 mA por (10 cm x 10 cm x 1 mm). Al término, el gel fue transferido a un
contenedor con agua destilada e incubado a 25°C con agitacion constante por 10
min; este paso se repitido una vez mas. Luego, el gel fue incubado en 20 mL de
solucion de revelado I (1 mg/mL nitroazul de tetrazolio en dH,0O) en agitacion
constante y en obscuridad durante 20 min. Después, se realiz6é un breve enjuague
del gel con dH,0 para después incubarlo en 20 mL de solucion de revelado II (10
ug/mL riboflavina en amortiguador de fosfatos potasicos; TEMED 28 mM
agregado justo antes de incubar) durante 20 min en agitacion constante y en
oscuridad. Finalmente, el gel fue expuesto a la luz solar y se esperd a que
aparecieran poco a poco las bandas de actividad, en ese momento se desecho la
solucion de revelado y el gel se enjuag6 con dH,0. El gel se documentd mediante

escaneo digital convencional.



6. Material y Métodos 50

6.2.2.5 Inhibicidn de la actividad SOD de N. brasiliensis.

Los ensayos de inhibicion de la actividad SOD se realizaron a partir del
filtrado de cultivo de N. brasiliensis concentrado ya obtenido. Como control de
inhibicion se corrieron en paralelo muestras de SodC bovina (Sigma), cuya
actividad se inhibe en presencia de H,O, y KCN por tratarse de una CuZnSod. Se
normaliz6 la muestra de filtrado de cultivo a una concentracion de 0.5 mg/mL y
se corrieron dos ensayos a la par: uno en gel y otro con kit comercial. El ensayo
en gel fue similar al ya descrito para la visualizacion de actividad SOD, con la
adicién de un paso de incubacion por 20 min con los respectivos inhibidores
H,0,, KCN y NaNj; (10 mM concentracion final de cada uno), previo a los pasos
del revelado. Para el ensayo con kit, 30 uLL de la muestra se incubaron por 20 min
con los respectivos inhibidores (10 mM concentracion final de cada uno) y luego
se realizaron los pasos convencionales mencionados por el fabricante. La
metodologia para el andlisis estadistico se menciona en el Ultimo apartado del

capitulo.

6.2.2.6 Cuantificacion de la actividad SOD de N. brasiliensis.

La cuantificacion de la actividad SOD se realizé mediante kit comercial
(Fluka Chemie) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Los ensayos se
llevaron a cabo por triplicado y se incluyeron los controles respectivos (SodC

bovina). Los valores netos son dados en porcentaje de actividad SOD respecto a
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los controles. Para el caso de las actividades SOD en los ensayos con incubacion
con metales y en los ensayos de inhibicion, se realizaron pruebas estadisticas para
determinar la significancia estadistica de las diferencias encontradas. La
metodologia para el andlisis estadistico se menciona en el Ultimo apartado del

capitulo.

6.2.3 Clonacién molecular del gen sodA de N. brasiliensis.

6.2.3.1 Extraccion de ADN gendmico de N. brasiliensis.

Se utilizo la técnica de extraccion de ADN bacteriano en minipreparacion
(Ausubel, 1999). En resumen: se realizo un cultivo estandar de N. brasiliensis en
2 tubos del cultivo con 5 mL de medio BHI cada uno, el cultivo se transfiri6 a
tubo conico de 15 mL y se centrifugoé a 5000 g por 10 min. La masa bacteriana
fue resuspendida en 5 mL de solucién salina (NaCl 0.9%) y homogenizada con
ayuda de un dounce. La suspension bacteriana se transfirio a microtubo de 1.5
mL y se centrifugd a 5000 g por 10 min. Se descartd el sobrenadante y la masa
bacteriana fue resuspendida en 400 pL de solucion de lisis (Tris-HCI 100 mM pH
8.0, EDTA 50 mM pH 8.0), luego se adicionaron 30 puL. de SDS 10% y 5 pL de
proteinasa K 10 mg/mL y la suspension se incubd a 37°C por 1 h con agitacién
constante. Luego se agregaron 100 pL de NaCl 5 M y 80 pL de solucioén
CTAB/NaCl (CTAB 10%; NaCl 0.7 M) y se incub¢ la suspension a 65°C por 10

min. Al término, se agregd un volumen igual de cloroformo/alcohol isoamilico
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(24:1), se mezcld varias veces por inversion y se centrifugé a 5000 g por 10 min.
El sobrenadante fue recuperado en un microtubo nuevo, se agregd un volumen
igual de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1), se mezclo varias veces
por inversion y se centrifugd a 10000 g por 5 min. Se recuperd el sobrenadante en
un microtubo nuevo y se realizd precipitacion convencional con isopropanol y
etanol 70%. Finalmente, el ADN fue resuspendido en 100 puL de solucion TE 1X

y almacenado a -20°C hasta su uso.

6.2.3.2 Disefio de los iniciadores de amplificacion.

Tomando como molde la secuencia parcial del gen sodA reportado por
Revol et al. (2006), se realizd una busqueda-alineamiento (BLAST) por internet
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgil) y se recuperaron aquellas
secuencias con alto grado de homologia y que pertenecieran a géneros
bacterianos relacionados a Nocardia (se incluyeron Nocardia, Mycobacterium y
Streptomyces). Las secuencias fueron alineadas con el programa GenDoc y se
seleccionaron aquellas regiones altamente conservadas que incluyeran los
codones de inicio y terminacion. Sobre estas regiones se elaboraron los
iniciadores tomando aquellos nucledtidos consenso e introduciendo como
maximo dos degeneraciones. Al final de cada iniciador se introdujo secuencias
blanco para la enzimas de restriccion Nsil y HindIll y a continuacion, se
calcularon las temperaturas medias de desnaturalizacion, la formacion de asas y

dimeros de iniciadores y los niveles de primabilidad y estabilidad, con los
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programas Oligo y Amplify. Después de introducir los cambios pertinentes para
la optimizaciéon de la amplificacion virtual, se encargd la sintesis de los
iniciadores a una concentracion de 200 mM (Sigma). La secuencia de todos los

iniciadores utilizados en este trabajo se mencionan en el apéndice A.

6.2.3.3 Amplificacion del gen sodA de N. brasiliensis.

Se realizd una reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando el
ADN gendmico de N. brasiliensis y los iniciadores consenso disefiados en el
apartado anterior. Se ensayaron varias condiciones de amplificaciéon hasta
optimizar el rendimiento del producto amplificado y ausencia de amplicones no
deseados. Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1% con los productos
de la reaccion y luego el gel se tind con bromuro de etidio para la visualizacion y

verificacion de las bandas de amplificacion.

6.2.3.4 Obtencion de la clona pZSAorf con el gen sodA de N. brasiliensis

El amplicon de la seccion anterior fue purificado con kit comercial y
ligado al vector pZErO-2 previamente digerido con la enzima de restriccion
EcoRV. La reaccion de ligacion se realizé con el kit T4 DNA ligase y siguiendo
las instrucciones del fabricante. El producto de esta reaccion (vector pZSAorf)
fue utilizado para transformar una alicuota de E. coli calcio-competentes segun

técnicas convencionales (Sambrook, 2001). Las bacterias fueron sembradas en
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placas petri con medio LB-agar suplementado con kanamicina 50 pg/mL e
incubadas toda la noche a 37°C. Al dia siguiente, se recuperaron 8 colonias
bacterianas, se sembraron en tubo de cultivo con medio LB liquido y se incubaron
como en el paso anterior. A los cultivos resultantes se le realizd extraccion de
ADN plasmidico (miniprep) con técnicas convencionales (Sambrook y Russell,

2001).

6.2.3.5 Caracterizacion del vector pZSAorf.

Los plasmidos obtenidos de la seccion anterior fueron caracterizados
enzimaticamente mediante cortes con la enzima de restriccion Nsil (que libera el
inserto) para confirmar la presencia del inserto deseado. También se digirieron los
plasmidos con las enzimas Bgl/Il y Xhol, para establecer la orientacion del inserto
respecto al vector. Una vez corroborado todo lo anterior, se encargd la
secuenciacion de 3 clonas para establecer la secuencia nucleotidica del gen sodA

de N. brasiliensis.

6.2.3.6 Analisis in silico de la secuencia del gen sodA de N. brasiliensis.

La secuencia obtenida fue comparada contra otras secuencias ya reportadas
de sodA con el programa CLUSTALW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) y se realizaron diversas

predicciones in silico sobre algunas caracteristicas intrinsecas de la secuencia
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aminoacidica con ayuda de programas en internet

(http://www.cbs.dtu.dk/services/; http://www.psort.org/psortb/).

6.2.4 Generacion de N. brasiliensis sodA

6.2.4.1 Estrategia general.

Para la generacion de una cepa de N. brasiliensis carente de actividad SOD
(sodA ) se siguieron dos estrategias de inactivacion génica. Una de ellas consistid
en la interrupcion del gen sod4 del genoma bacteriano con ayuda de un vector de
integraciéon (sin replicacion auténoma o ‘“suicida”) que portara un gen
seleccionable flanqueado por secuencias de sodA y que por tanto, se integrara al
genoma interrumpiendo el marco de lectura de la enzima. La estrategia alterna
estuvo basada en la producciéon de ARNm antisentido de sodA dentro de la
bacteria del tal modo que el ARNm se hibridara con su opuesto y se bloqueara la
traduccion del mismo. Esto se lograria con la construccion de un vector de
replicacion autbnoma que poseyera una secuencia antisentido para SodA regulada
por un promotor funcional en N. brasiliensis. Para la construccion de los vectores
se utilizaron genes de seleccion para resistencia a tetraciclina y gentamicina, a los
cuales N. brasiliensis es conocida como sensible. A continuacion se resume la

metodologia utilizada para la construccion de cada uno de ellos.
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6.2.4.2 Construccion del vector de integracidn con resistencia a tetraciclina.
6.2.4.2.1 Amplificacién del gen de resistencia a tetraciclina (tet®).

Se realiz6 una PCR utilizando el vector comercial pBRR322 y los
iniciadores disefiados ex profeso los cuales amplifican la region que abarca desde
el promotor hasta el codén de terminacién del gen ter" y contienen sitios de
restriccion para Sacll. Se ensayaron varias condiciones de amplificacion hasta
optimizar el rendimiento del producto amplificado y ausencia de amplicones no
deseados. Se realizo una electroforesis en gel de agarosa al 1% con los productos
de la reaccién y luego el gel se tind con bromuro de etidio para la visualizacion y

verificacion de las bandas de amplificacion.

6.2.4.2.2 Obtencion del vector de integracion con resistencia a tetraciclina.

Se utilizo el plasmido pNbrSODA obtenido por Marisol Espinoza Ruiz
(2006) en su tesis doctoral, el cual contiene la secuencia parcial del gen sodA4 de
N. brasiliensis incluyendo la secuencia de su promotor y que fue construido sobre
el esqueleto del vector comercial pCR-XL-TOPO. Previa digestion con la enzima
Sacll, tanto el plasmido pNbrSODA como el amplicon ter® fueron purificados con
kit comercial y ligados con T4 ADN ligasa. El producto de esta reaccion
(pNbrSAT) fue transformado en E. coli y se seleccionaron las clonas por su
resistencia a tetraciclina y kanamicina. Se recuperaron 4 colonias y se realizo
extraccion de ADN plasmidico para corroborar la construccion mediante cortes

enzimaticos y secuenciacion.
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6.2.4.3 Construccion del vector con sodA antisentido con resistencia a

tetraciclina.

Esta construccion se llevo a cabo en tres pasos. Primeramente, se realizo
la clonacion del gen sod4 de N. brasiliensis en el vector comercial pBS-KS. Se
seleccionaron varias clonas por sus resistencia a ampicilina y se verifico la
construccion por cortes enzimaticos. Se selecciond una clona (pBNbrSA) cuyo
inserto tuvo su marco de lectura en sentido con el promotor pm-lac incluido en el
esqueleto del vector comercial. Luego, pBNbrSA fue digerido con las enzimas
BamHI y Bglll y religado con T4 ADN ligasa. Como resultado, se obtuvo el
plasmido pNBbrSAm el cual presentaba una secuencia de ~200-pb del gen sodA
en contrasentido con su propio promotor (pm-sod) y con el promotor pm-lac. El
segundo paso consistid en la subclonacidon de la construccion génica que abarca
desde el pm-lac hasta el final del gen sodA en contrasentido (pm-lac — pm-sod
— sodA antisentido) hacia el vector de replicaciéon autonoma en Nocardia
pNV18.0. Se realizé la seleccién de las clonas (pVASA) por su resistencia a
kanamicina y se corrobord la presencia del inserto mediante caracterizacion
enzimatica. El ultimo paso consistié en la clonacion del gen te® en el plasmido
pVASA corriente debajo de la secuencia sodA antisentido. Las clonas obtenidas
(pVASAT) fueron seleccionadas por su resistencia a tetraciclina y kanamicina y
se corroboré la construccion (pm-lac — pm-sod — sodA antisentido — tet")

mediante cortes enzimaticos y secuenciacion.
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6.2.4.4 Obtencién del vector de replicaciébn autbnoma con resistencia a
gentamicina (gn®).

Para la construccidon de este vector se utilizd el plasmido pNV18.0 el cual
contiene las secuencias repA y repB que habilitan la replicacion auténoma del
mismo en especies de Nocardia. Por otro lado, el vector pRU1701 contiene un
gen de resistencia a gentamicina (gn") y un gen para proteina verde fluorescente
(GFP) adyacente. El vector pNV18.0 fue digerido con la enzima Nhel la cual
separa los genes repA y repB del resto del plasmido. El vector pRU1701 fue
digerido con la enzima Xbal la cual lineariza el vector justo en el sitio multiple de
clonacion (MCS). Previa purificacion de ambos digestos, se realizé una ligacion
de los productos con el fin de subclonar los genes repA y repB hacia el vector
pRU1701. El producto obtenido fue transformado en E. coli y se seleccionaron
las clonas por su resistencia a gentamicina. Se recuperaron 4 colonias con este
vector (pRUAL) y se realizd extraccion de ADN plasmidico para corroborar la

construccion (gn” «— repB «— repA — MCS — gfp) mediante cortes enzimaticos.

6.2.4.5 Construccion del vector de integracion con resistencia a gentamicina.

6.2.4.5.1 Amplificacién del gen de resistencia a gentamicina (gn©).
Se realizd una PCR utilizando el vector comercial pRU1701 y los

iniciadores disefiados ex profeso por Maria del Refugio Rocha Pizafia (2008) en

su tesis doctoral, los cuales amplifican una region que abarca tanto el promotor
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como la secuencia codificante del gen de resistencia a gentamicina (gn®). Se
ensayaron varias condiciones de amplificacion hasta optimizar el rendimiento del
producto amplificado y ausencia de amplicones no deseados. Se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 1% con los productos de la reaccion y luego el
gel se tifid con bromuro de etidio para la visualizacion y verificacion de las

bandas de amplificacion.

6.2.4.5.2 Obtencion del vector de integracion con resistencia a gentamicina.

La estrategia fue similar a la utilizada para la construccion del vector de
integracion con resistencia a tetraciclina, salvo la insercion de gentamicina como

gen de seleccion.

6.2.4.6 Construccion del vector con sodA antisentido con resistencia a

gentamicina.

La estrategia fue similar a la utilizada para la construccién del vector con
sodA antisentido con resistencia a tetraciclina, salvo la insercion de gentamicina

como gen de seleccion.

6.2.4.7 Transformacion de N. brasiliensis.

Se realizaron varios ensayos de transformacion en N. brasiliensis con los
vectores obtenidos. Las trasformaciones se realizaron por electroporacion y se

ensayaron varias condiciones de transformacion con la finalidad de optimizar la
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obtencion de clonas recombinantes. Las variables que fueron optimizadas fueron:
diametro de la celda, cantidad de corriente, cantidad de ADN, linearizacion del
plasmido, medio de cultivo y crecimiento en condiciones anaerdbicas.
Resumiendo, los pasos de la transformacion fueron los siguientes (todos los pasos
fueron realizados en frio): se tomo6 una alicuota de N. brasiliensis
electrocompetente y se depositd en una celda de electroporacion previamente
enfriada (de 1 6 2 mm de didmetro) y se agreg6 el ADN plasmidico (1,2 6 5 pg)
mezclando la suspension por pipeteo de manera suave, se ajustaron las
condiciones del electroporador y se dio el pulso eléctrico. Inmediatamente, se
deposito la suspension bacteriana en un microtubo con 1 mL de medio (de BHI o
de tioglicolato de sodio) y se incubd el cultivo durante toda la noche a 37°C con
agitacion suave (en condiciones normales para medio BHI y en condiciones
anaerobicas en medio de tioglicolato de sodio). Al dia siguiente, el cultivo fue
centrifugado a 1000 g por 5 min y se desecho6 la mitad del sobrenadante. El resto
del cultivo fue resuspendido suavemente por pipeteo y fue sembrado en placas
petri con medio (BHI o tioglicolato de sodio) suplementado con los antibidticos
correspondientes, en los cuales se incluyeron los respectivos controles de
viabilidad bacteriana. Las placas fueron incubadas durante 72 h a 37°C (aerdbica
o anaerdbicamente), luego se levantaron las colonias obtenidas, se sembraron en
tubo de cultivo con 5 mL de medio (BHI o tioglicolato de sodio) suplementado
con los antibidticos correspondientes y se incubaron por 72 h a 37°C sin agitacion

(aerobica o anaerobicamente).
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6.2.4.8 Extraccion de ADN plasmidico de N. brasiliensis.

A partir de los cultivos de N. brasiliensis obtenidos, se realizd extraccion
de ADN plasmidico mediante técnicas convencionales (lisis alcalina) en
minipreparacion (Sambrook y Russell, 2001). Los plasmidos obtenidos fueron
evidenciados en gel de agarosa y se realizo PCR (para amplificar el gen gn®) y asi

corroborar la identidad del vector.

6.2.5 Produccion de SodA recombinante (rSodA) de N. brasiliensis.

6.2.5.1 Obtencion del vector de expresion de rSodA (pSANBex).

Se realiz6 digestion del vector pZSAorf con las enzimas Nsil y HindIII de
tal manera que el inserto fuera liberado y luego el producto de la digestion fue
purificado con kit comercial. El vector de expresion comercial pBAD/HIS-A fue
digerido con las enzimas Pstl y HindIIl y luego purificado con kit comercial. Los
productos purificados de ambas reacciones fueron ligados con T4 ADN ligasa y
luego se transformd una alicuota de E. coli con los productos obtenidos. Las
bacterias se sembraron en placas petri con medio LB-agar suplementado con 50
ng/mL de ampicilina y se incubaron toda la noche a 37°C. Al dia siguiente, se
levantaron 8 colonias bacterianas, se sembraron en tubos de cultivo con medio
LB suplementado con 50 pg/mL de ampicilina y se incubaron toda la noche a

37°C con agitacidon constante. Los cultivos obtenidos fueron procesados para
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obtener los ADN plasmidicos, los cuales fueron caracterizados enzimdaticamente
para corroborar la presencia del vector deseado.

La caracterizacion enzimatica del vector de expresion (pSANBex) se realizo
mediante cortes con Hindlll y Xhol, las cuales separan el inserto sod4 del
esqueleto del vector. Las clonas que resultaron positivas en la caracterizacion
enzimatica fueron encargadas para su secuenciacion, a fin de corroborar el
correcto ensamblaje del marco de lectura. El vector pSANbex también fue
introducido en la cepa LMG194 de E. coli. Finalmente, las clonas bacterianas con
el vector pSANbex fueron procesadas para su almacenaje a -70°C segin ya ha

sido descrito.

6.2.5.2 Ensayo piloto para la expresion de rSodA.

Con la finalidad de establecer las condiciones Optimas de expresion de la
proteina recombinante, primeramente se realizaron ensayos de produccion a
pequetia escala en tubos de cultivo. Las variables que se optimizaron incluyeron:
cepa bacteriana, medio de cultivo, tiempo de incubacion y cantidad de inductor.

A partir de las condiciones de base sugeridas por el fabricante (pBAD-HIS;
Invitrogen), se realizd6 un ensayo piloto de expresion de rSodA, donde se
probaron diferentes combinaciones de las variables mencionadas con la finalidad
de optimizar la produccioén de la proteina recombinante. Para esto se utilizaron
tubos de cultivo con 5 mL de medio ya sea LB o bien M9CA (suplementado con

glucosa 0.2%, MgCl 2 mM, CaCl 0.1 mM) ambos adicionados con ampicilina 50
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ug/mL. Unos y otros se sembraron con 10 uL. de E. coli de la cepa TOP10, o bien,
de la cepa LMG194, ambas con el vector de expresion pSANbex. Los tubos se
incubaron durante 2 horas y luego se adicionaron con L-arabinosa (0.002% ¢
0.02% 6 0.2%) a fin de inducir la expresion de la proteina. Los cultivos se
incubaron de nuevo por 4 h 6 6 h més y luego fueron transferidos a microtubos de
1.5 mL y centrifugados a 5000 g por 10 min a 4°C. El sobrenadante fue
desechado y la masa bacteriana se recuper6 para continuar con el aislamiento de

la proteina recombinante.

6.2.5.3 Expresion de rSodA en condiciones optimizadas.

Una vez determinadas las condiciones dptimas de produccion de rSodA se
procedid a escalar el cultivo a matraces. Para esto 10 puL de la clona pSANbex de
E. coli TOP10 y se sembr6 en un tubo de cultivo y se incubd a 37°C durante toda
la noche en agitacion constante. Se tomd 1 mL del cultivo obtenido y se sembro
en matraces de 2 L con 500 mL de medio LB suplementado con glucosa (0.2%
concentracion final) y ampicilina 50 pg/mL y se dejé incubando a 37°C con
agitacion a 50 rpm durante 2 h. Luego, se adicion6 al medio L-arabinosa (0.2%
concentracion final) y se dejo incubando por 4 h. més en las mismas condiciones.
Al término, los cultivos fueron transferidos a tubos conicos de 50 mL y
centrifugados a 4000 g por 10 min a 4°C. El sobrenadante fue desechado y la
masa bacteriana se recuperd para continuar con el aislamiento de la proteina

recombinante.
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6.2.5.4 Determinacion de la expresion de rSodA.
6.2.5.4.1 Obtencidn de los extractos soluble y no soluble de E. coli productora

de rSodA de N. brasiliensis.

A fin de determinar la presencia de la proteina recombinante y si se
mantenia en su forma soluble o se agregaba en cuerpos de inclusion, se realizé un
ensayo de western blot a partir de los extractos soluble y no soluble de la masa
bacteriana. Los extractos se obtuvieron de la manera siguiente. La masa
bacteriana fue pesada previamente y el protocolo se estandarizé a partir de 1 g
(peso himedo) de bacterias. Se realizo un lavado de la masa bacteriana con PBS
1X, se resuspendid en 3 mL de amortiguador de lisis (50 mM Tris-HCI pH 8.0,
100 mM NaCl) suplementado con PMSF 100 mM y lisozima 10 mg/mL y se
incubo durante 20 min en agitacion a 4°C. Posteriormente, se agrego a la mezcla
4 g de acido desoxicolico y se incub6d a 37°C con agitacion suave hasta que el
lisado mostr6 una consistencia viscosa; en ese momento se agregd DNasa I
Sug/mL y RNasa 5 pg/mL y se prosiguid con la incubacion hasta que el lisado
perdiera la consistencia viscosa. Finalmente, el lisado fue centrifugado a 20000 g
por 15 min a 4°C, se recuperaron tanto el sobrenadante como el precipitado y

ambos se probaron para determinacion de rSodA.
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6.2.5.4.2 Western blot anti-His de los extractos soluble y no soluble.

Se realiz6 una PAGE-SDS 14% tanto del sobrenadante como del
precipitado obtenidos del apartado anterior. Para esto, el precipitado se
resuspendido en 300 pL de buffer de corrimiento azul 6X, mientras que el
sobrenadante se resuspendié en la misma solucién en una relacion de 1:6. Las
muestras fueron calentadas a 100°C por 5 min y luego depositadas en el gel. Una
vez terminada la electroforesis, el gel fue incubado en solucidén de transferencia
(20 mM Tris base, 150 mM glicina, 20% metanol) con agitacion suave durante 20
min. Luego, se realizd la electrotransferencia de proteinas a membrana de
nitrocelulosa con poro de 0.2 pm (Sigma) previamente incubada en solucion de
transferencia durante 10 min. La electrotransferencia se realizd con el método
semi-humedo durante 50 min un voltaje constante de 20V. Una vez terminada, el
gel fue tenido con azul de Coomassie para corroborar que la transferencia se
hubiese realizado correctamente. La membrana fue incubada en solucidon
bloqueadora (PBS 1X; leche descremada 5% [Difco]) durante 1 h con agitacion
suave. Luego, la soluciéon fue desechada y la membrana se incubd con el
anticuerpo anti-polihistidinas conjugado con peroxidasa (anti-His-HRP, 1:5000)
en solucion PBST (PBS 1X; Tween 20 0.01%) durante 4 h en agitacion suave. Al
cabo, la solucidén con anticuerpo fue retirada y la membrana fue lavada 3 veces

con solucion PBST durante 10 min por lavado en agitacion suave. Finalmente, la
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membrana fue revelada con diaminobenzidina y peréxido de hidrégeno siguiendo

técnicas convencionales.

6.2.5.5 Aislamiento de los cuerpos de inclusion de rSodA.

Se realizd el aislamiento de los cuerpos de inclusidon segin técnicas ya
descritas (Sambrook, 2001). Resumiendo, el precipitado obtenido anteriormente
fue lavado 2 veces con dH,O y luego fue resuspendido en solucion de lavado
(100 mM Tris-HCI pH 8.0, 4M urea; 5% Triton X-100) y homogenizado con
ayuda de un minipistilo (este paso fue repetido 3 veces). Finalmente, la pastilla se
disolvi6 con solucion de solubilizacion (100 mM Tris-HCI pH 8.0; 6M GnHCI;
100 mM PMSF), se filtr6 la muestra en membrana de niléon de 0.45 pm y se

procedid con la purificacion con resina de afinidad.

6.2.5.6 Purificacion de rSodA con resina de niquel.

Un volumen equivalente a 2.5 mL de resina de afinidad de niquel
(Promega; Madison, WI, USA) fue equilibrada con la soluciéon de union (20 mM
Na,HPO,4, 500 mM NaCl, 5M GnHCI, 5 mM B-ME, 10 mM imidazol, pH 8.0).
Luego, se agregaron 2.5 mL del homogenizado de cuerpos de inclusion y se dejo
en agitaciéon suave y constante por 1 h a 25°C. Después, se desechod el
sobrenadante y la resina fue lavada 10 veces con 2.5 mL de solucion de lavado
(20 mM Na,HPO,, 500 mM NaCl, SM GnHCI, 5 mM B-ME, 50 mM imidazol,

pH 8.0) desechandose cada vez la solucion después de 10 min de incubacion. A
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continuacion, la proteina fue recuperada de la resina mediante dos elusiones de
2.5 mL de solucion de elusion cada una (20 mM Na,HPO,4, 500 mM NaCl, 5SM
GnHCI, 5 mM B-ME, 500 mM imidazol, pH 7.0). Por ultimo, el volumen eluido
(~5 mL) fue dializado contra 1 L de dH,O durante 24 h a 4°C con un recambio de
agua cada 8 h. Para finalizar, la muestra fue concentrada por per-evaporacion
hasta un volumen final de 1 mL. La calidad y cantidad de la proteina purificada se
determind mediante SDS-PAGE 14% y se corrobord con ensayos de western blot

anti-His-HRP como el ya mencionado.

6.2.6 Inmunogenicidad de rSodA de N. brasiliensis.

6.2.6.1 Estrategia general.

Para probar la inmunogenicidad de SodA de N. brasiliensis se realizaron
dos ensayos. En uno, se determind la inmunogenicidad de la proteina
recombinante (rSodA) y en otro se determind la inmunogenicidad de la proteina

nativa durante la infeccion in vivo por N. brasiliensis en ratones BALB/c.

6.2.6.2 Inmunogenicidad de rSodA de N. brasiliensis.

6.2.6.2.1 Obtencion de los sueros hiperinmunes anti-rSodA

Dos ratones BALB/c fueron inmunizados en el cojinete plantar con 30 pg
de la rSodA purificada en pasos anteriores y después de 15 dias fueron

nuevamente inmunizados con la misma cantidad de proteina. Al dia 21 de la
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primera inmunizacion, los animales fueron sacrificados y desangrados. La sangre
recolectada fue procesada para obtener el suero que inmediatamente fue

almacenado a -20°C hasta su uso.

6.2.6.2.2 Western blot anti-rSodA de N. brasiliensis.

Se realizé una SDS-PAGE 12% donde se incluyeron: la rSodA purificada
de N. brasiliensis, el extracto crudo de N. brasiliensis, el filtrado de cultivo de M.
brasiliensis y control de especificidad (antigeno P24 de N. brasiliensis). El gel
fue procesado y transferido a membrana de nitrocelulosa como se ya se ha
explicado. Una vez bloqueada, la membrana se incub6 con solucion PBST mas el
suero hiperinmune obtenido (1:100) y se dejoé incubando por 1 h a 37°C con
agitacion suave. Al término, la solucion con anticuerpos fue descartada y la
membrana se lavd 3 veces con solucion PBST desechando cada 5 min la solucién
de lavado. Luego, la membrana fue incubada con solucion PBST mas anticuerpo
de borrego anti-IgG de raton conjugado con peroxidasa (Santa Cruz
Biotechnology, DE, USA) durante 1 h a 37°C con agitacion suave. Después, la
membrana fue lavada otras 3 veces como ya se describio y se realiz6 el revelado
con diaminobencidina o tetrametilbencidina y H,O, con técnicas convencionales.
Finalmente la membrana fue documentada mediante escaneo digital

convencional.
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6.2.6.2.3 Obtencion de los sueros hiperinmunes anti-N. brasiliensis.

Dos ratones BALB/c fueron infectados en el cojinete plantar con 100 pL
de N. brasiliensis (1 x 10" UFC / mL) y se dejaron evolucionar durante un mes.
Al término, se corrobord que los animales presentaran un actinomicetoma bien
establecido y entonces, fueron sacrificados y desangrados. La sangre recolectada
fue procesada para obtener el suero que inmediatamente fue almacenado a -20°C

hasta su uso.

6.2.6.2.4 Western blot anti-N. brasiliensis.

Se realizé una SDS-PAGE 12% donde se incluyeron: la rSodA purificada
de N. brasiliensis, el antigeno P61 purificado de N. brasiliensis, y control de
especificidad (albimina sérica bovina). El gel fue procesado y transferido a
membrana de nitrocelulosa como se ya se ha explicado. Desde aqui, se sigui6 el
mismo protocolo que el sefalado en el apartado 6.2.6.2.2 con la unica diferencia
de que se us6 como primer anticuerpo el suero hiperinmune recolectado de los

ratones con actinomicetoma.

6.2.7 Induccién de proteccion anti-micetoma por la rSodA de N.
brasiliensis.

6.2.7.1 Estrategia general.

Para probar la capacidad inductora de proteccion de la rSodA contra el

actinomicetoma causado por N. brasiliensis, se realizd una ensayo de
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inmunizacioén activa con esta proteina. La inmunizacion se realizd en ratones
BALB/c que posteriormente fueron infectados con la cepa virulenta N.
brasiliensis HUJEG-1 (ATCC 700358). La induccion de la proteccion se dedujo a
partir de la capacidad de la inmunizacidon para contrarrestar el desarrollo del

micetoma en los ratones.

6.2.7.2 Esquema general de inmunizacion e infeccion.

Se utilizaron ratones hembras y machos de entre 10-12 semanas de edad.
Los ratones fueron divididos en 4 grupos de 5 animales cada uno. Tanto las
inmunizaciones como las infecciones fueron realizadas en el cojinete plantar
trasero de los animales. Un grupo fue inmunizado con rSodA (30 pg) en una sola
ocasion. Otro grupo fue inmunizado con rSodA y re-inmunizado otra vez con la
misma proteina al cabo de 15 dias desde la primera inmunizacién (con la misma
dosis sefialada). Un grupo mas fue inmunizado con N. brasiliensis muerta por
calor (1 x 10° UFC) como control positivo de protecciéon. El ultimo grupo fue
inmunizado con adyuvante incompleto de Freund (AIF) como control negativo de
proteccion. Todos los grupos fueron posteriormente infectados con N. brasiliensis
y se dejaron en evolucion durante 90 dias, al cabo de los cuales los ratones fueron
sacrificados. Durante este tiempo, se recolectd el suero de los animales en los dias
0,7, 15,21, 30 y 90 y se midi6 el volumen de la lesion cada 7 dias. Al final, se
graficaron las medidas de las lesiones de todos ratones y se realizaron pruebas

estadisticas sefaladas en el apartado final del capitulo. En paralelo, se
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determinaron los titulos de anticuerpos anti-rSodA y anti-extracto crudo de M.
brasiliensis de los sueros de los ratones. También se realizaron graficas y pruebas

estadisticas para estas medidas (figura 5-1).

6.2.7.3 Preparacion de los inmundgenos.

La rSodA fue preparada y purificada como ya se ha mencionado y luego se
realizd una cuantificacion de la proteina por el método de Bradford. Se prepard
una emulsion con 30 pg de proteina en 50 uL de PBS 1X mas 50 uL de AIF para
un volumen final de 100 pL. Cada unos de los ratones de los grupos
correspondientes fue inmunizado en el cojinete plantar con esta cantidad de

munogeno
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Figura 5-1. Esquema general de inmunizacion e infeccion. Cada uno de los grupos
de inmunizacioén (AIF, rSodA y BMC) estuvo formado por 5 ratones. Las imagenes
en azul denotan los momentos de inmunizacion, la imagenes en rojo muestran los
momentos de infeccion con N. brasiliensis. Los animales se observaron por un
periodo de 90 dias post infeccion.
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Para la preparacion de las bacterias muertas por calor se realizd6 un cultivo
estandar de N. brasiliensis tal como ya se ha descrito. Previa homogenizacion de
la masa bacteriana, la suspension de N. brasiliensis fue ajustada a 1 x 10" UFC /
mL segun la técnica de Miles y Misra (1938) y luego se inactivaron por calor en
autoclave durante 20 min a 121°C y 15 psi. Los ratones del grupo correspondiente
fueron inmunizados en el cojinete plantar con 100 pL de esta suspension
bacteriana (1 x 10° UFC total). Cada uno de los ratones del grupo control

negativo fue inmunizado con 100 pL. de una emulsion preparada con 50 pL de

PBS 1X mas 50 pL de AIF.

6.2.7.4 Infeccién con N. brasiliensis en ratones.

La técnica de preparacion del inodculo y de infeccion con N. brasiliensis
para la induccion del actinomicetoma experimental en ratones fue la misma que
se emplea convencionalmente en nuestro departamento y que fue establecida por
Salinas-Carmona et al. (1996). Resumiendo, se realiz6 un cultivo estandar de M.
brasiliensis como ya se ha descrito. Previa homogenizacion bacteriana en PBS
1X, la suspension se ajustd a 1 x 107 UFC / mL y 100 uL de esta suspension

fueron inoculados en el cojinete plantar de los animales.
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6.2.7.5 Obtencion de los sueros.

Los ratones fueron sangrados en el plexo retroorbitario a los dias 0, 7, 15,
21, 30 y 90 a partir del dia de las primeras inmunizaciones. La sangre se recolecto
mediante pipetas Pasteur estériles y se colocd en microtubos, incubandolos a
temperatura ambiente hasta la formacion del coagulo. Después, el suero fue
recuperado y se realizd6 una mezcla de todos los sueros provenientes de los

animales de cada grupo correspondiente y se almacend a -20°C hasta su uso.

6.2.7.6 Medicion de las lesiones plantares.

Las lesiones de los animales fueron medidas cada 7 dias a lo largo de la
evolucion de la enfermedad. Esto se realizo calculando el volumen aproximado
con ayuda de un vernier y utilizando la formula del volumen del elipsoide (V =
4/3 & r; ry; r3), donde r corresponde al radio de la lesidon en sus secciones

tridimensionales x, y y z.

6.2.7.7 Determinacion de los titulos de anticuerpos.

La titulacion de los anticuerpos anti-rSodA y anti- extracto crudo de N.
brasiliensis (anti-Nbr) se realizd por el método de ELISA convencional. Se
determinaron las subclases de anticuerpos IgG e IgM contra rSodA de N.
brasiliensis y anticuerpos IgG contra extracto crudo de N. brasiliensis. Todos los

ensayos se hicieron por triplicado. En resumen, se depositaron 200 ng / 150 pL de
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antigeno (rSodA o extracto crudo de N. brasiliensis) por pozo en placas para
ELISA de 96 pocillos, la placa fue incubada a 37°C por 2 h sin agitacion y luego
se bloqued durante 1 h con 200 pL de solucion bloqueadora (PBS 1X; leche
descremada 5%) por pozo. Al término, se desecho la solucion bloqueadora. Se
realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con solucion PBST y luego se realizo la
incubacion con los sueros de los ratones (con dilucion 1:10 para determinacion de
IgG y de 1:5 para determinacion de IgM) a razén de 150 puL por pozo. Las placas
se incubaron a 37°C por 2 h en agitacion suave, luego se descarto la solucion con
los sueros y se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con solucién PBST. Se
realiz6 dilucion (1:10000 en solucion PBST) del segundo anticuerpo (IgG o IgM,
Santa Cruz Biotechnology) y se depositaron 150 uLL por pozo, incubando la placa
por 1 h a 37°C con agitacion suave. Se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno
con solucion PBST y luego otro lavado con solucion de citratos (50 mM, pH 5.0)
por 5 min. Finalmente, la ELISA fue revelada segiin técnicas convencionales con
tetrametilbencidina y H,O, y se tomaron las lecturas de absorbancia a 450 nm
después de 5 min de incubacion y previa inactivacion de la reaccion con H,PO,

2M.

6.2.8 Analisis estadistico.

Se llevaron a cabo pruebas estadisticas para determinar diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos de ratones analizados. Los analisis
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se realizaron con las medidas de las lesiones de las patas de los animales y con los
promedios de las lecturas de absorbancia obtenidas durante la titulacion de
anticuerpos. También se realizaron analisis para las diferencias encontradas en las
actividades SOD con incubacion con metales y con inhibidores. El analisis
estadistico se realizd con el programa Prism 5 y se incluyeron las siguientes
pruebas: andlisis de varianza (ANOVA) para determinar las diferencias entre
todos los grupos y “¢” de student para determinar las diferencias entre los grupos
problema y el control. Las diferencias se consideraron significativas cuando el

valor de p fue igual o menor que 0.05.



CAPITULO 7

RESULTADOS

7.1 Actividad SOD de N. brasiliensis.

7.1.1 Actividad SOD en fases de crecimiento logaritmica y estacionaria.

Para corroborar la correcta elaboracion de la técnica, se realizé un ensayo
piloto de actividad SOD en gel donde se incluyeron extractos crudos de E. coli,
N. asteroides y N brasiliensis. La tincion reveld la presencia de bandas de
actividad SOD en todos los extractos ensayados. En el extracto crudo de E. coli se
pudieron observar 3 bandas de actividad correspondientes a las MnSod, FeSod y
el hibrido formado entre ambas (FeMnSod). Tanto el extracto de N. asteroides
como el de N. brasiliensis mostraron una sola banda de actividad SOD. La banda
de actividad SOD del extracto de N. brasiliensis tuvo un retraso mayor que la
observada para N. asteroides (figura 7-1).

Se realizo cuantificacion de proteinas por el método de Bradford a los extractos
crudos de N. brasiliensis obtenidos a fin de normalizar la concentracion de
proteinas en cada una de las muestras. Una vez hecho esto, se llevd a cabo la
deteccion de actividad SOD en gel con 15 pg de proteina por muestra. Una vez
mas, la tincion revelo la presencia de solamente una banda de actividad SOD,

tanto en los extractos crudos celulares como en el filtrado de medio de cultivo
76
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(figura 7-2). Esto fue cierto no importando si la muestra correspondio a la fase de

crecimiento logaritmica (48 h) o a la estacionaria (120 h).

MnSod —»

Figura 7-1. Ensayo piloto de
actividad SOD. Gel de
poliacrilamida nativo 8%.
Extractos crudos celulares de: 1-
2, E. coli TOP 10; 3, N.
asteroides; 4, N. brasiliensis.

FeMnSod —»

FeSod —»

Figura 7-2. Actividad SOD en los
extractos de N. brasiliensis. Gel de
poliacrilamida nativo 8%. A. 1,
SodC bovina purificada; 2, Extracto
crudo celular de N. brasiliensis fase
exponencial; 3, Filtrado de medio de
cultivo de N. brasiliensis fase
exponencial. B. 1, SodC bovina; 2,
Filtrado de medio de cultivo de N.
brasiliensis fase exponencial;, 3,
igual que 2 pero en fase estacionaria.
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7.1.2 Actividad SOD en los extractos crudos soluble y membranoso.

Resultados similares a los anteriores fueron encontrados en los ensayos de
actividad SOD realizados con los extractos de las particiones de fase soluble y
membranosa. Solamente se evidencié una banda de actividad en la fase soluble
(FS) pero no en la membranosa (FM). Los mismo fue observado tanto en los
extractos de N. brasiliensis, como en los de N. asteroides (utilizados como
controles), sin importar si la fase de crecimiento fue exponencial o estacionaria

(figura 7-3).

Figura 7-3. Actividad SOD de las fases soluble y membranosa de los extractos
crudos de N. brasiliensis. Gel de poliacrilamida nativo 8%. 1, SodC bovina; 2,
Extracto crudo soluble E. coli TOP10; 3, FM N. asteroides estacionaria; 4, FS N.
asteroides estacionaria; 5, FM N. brasiliensis exponencial; 6. FS N. brasiliensis
exponencial; 7, FM N. brasiliensis estacionaria; 8, FS N. brasiliensis estacionaria.

7.1.3 Actividad SOD en cultivos incubados con sales metalicas.

Los ensayos de actividad SOD en los extractos de N. brasiliensis

incubadas con metales mostraron la presencia de solo una banda en la tincidon en
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gel, correspondiente a la actividad de SodA similar a la evidenciada en los
ensayos anteriores (figura 7-4). No se observo ninguna actividad SOD adicional
en ninguno de los casos. Tampoco se observd incremento estadisticamente
significativo en la actividad SodA comparada con el control en ninguna de las
muestras. En contraste, las actividades SodA en aquellas extractos obtenidos de
cultivos incubados con Cu, Zn, o la combinacion de ambos, mostraron una
disminucion estadisticamente significativa (~35-45 %) comparada con la del
extracto control del cultivo incubado sin ningin metal. También se encontrd una
disminucion de la actividad en los extractos incubados con Mn, pero sin

significancia estadistica (Figura 7-5).

btaSodC —p

nbrSodA —»

Figura 7-4. Actividad SOD en gel de extractos crudos de N. brasiliensis
incubadas con sales metalicas (concentracion final de 100 uM de cada una). Gel
de poliacrilamida nativo 8%. En cada carril se depositaron 20 pg de cada uno de
los extractos crudos para cada metal. 1, SodC bovina; 2, con todos los metales; 3,
sin metales; 4, cobre; 5, fierro; 6, manganeso; 7, niquel; 8, zinc; 9, fierro +
manganeso: 10. cobre + zinc.
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Figura 7-5. Cuantificacion de la actividad SOD en extractos crudos de N.
brasiliensis incubadas con sales metélicas (concentracion final de 100 uM de cada
una). Los extractos crudos fueron ensayados por triplicado (15 pg cada uno). La
actividad se cuantific6 mediante kit comercial (N: sin metales; T: con todos los
metales). Los asteriscos sefialan las diferencias significativas respecto al control N (t

7.1.4 Actividad SOD en extractos incubados con calor.

Los ensayos de actividad de las muestras incubadas con calor, mostraron
que la SodA de N. brasiliensis conserva su actividad hasta temperaturas de 70°C

y ademds es activa con concentraciones de hasta 0.1% SDS, a la cual se ensayo

en el gel (Figura 7-6).
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Figura 7-6. Actividad SOD en filtrado de cultivo de N. brasiliensis incubado
con calor. El filtrado de cultivo celular de N. brasiliensis fue concentrado 5X. Se
cargaron 15 pg de proteina total por muestra (btaSodC: sod bovina; nbrSodA:
SodA de N. brasiliensis).

7.1.5 Actividad SOD en extractos incubados con inhibidores.

Los ensayos realizados a las muestras incubadas con cada uno los
inhibidores revelaron inhibicidn parcial y significativa de la actividad SOD
(disminucién del 40-50 %, respecto al control) en todas las muestras excepto en
aquellas incubadas con H,O, y NaNj3, donde no se observé disminucion alguna de
la actividad. Se incluyeron muestras de SodC bovina como control de inhibicién

(Figura 7-7).
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Figura 7-7. Actividad SOD en filtrado de cultivo de N. brasiliensis incubado con
inhibidores. Se ensayaron 15 pg de proteinas totales del filtrado de cultivo de N.
brasiliensis concentrado 5X. A. La actividad se cuantifico mediante kit comercial. Las
muestras fueron procesadas por triplicado (C: control sin inhibidor). Los asteriscos
senalan las diferencias significativas respecto a C (t de student; p < 0.05). B. Inhibicién
en gel (bt: SodC bovina; nb: filtrado de cultivo de N. brasiliensis).
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7.2 Clonacion del gen sodA de N. brasiliensis.

7.2.1 Amplificacién del gen sodA.

La reaccion de PCR para la amplificacion del gen SOdA se optimizd

utilizando las condiciones descritas en la tabla 7-1.

Tabla 7-1A: Condiciones de PCR para la amplificacion de sodA de N. brasiliensis.

REACTIVO CONCENTRACION FINAL
Amortiguador 5X 1X
dNTPs 10 mM 200 uM
Iniciador SODAorf 5 uM 0.5 uM
Iniciador SODAfin 5 uM 0.5 uM
MgCl, 50 mM 1.5 mM
Accuzyme DNA polymerase 1 U/uL | 1 U/50 uLb
ADNg 100 ng/50 uL
Agua miliQ cbp 50 ulL

Tabla 7-1B: Condiciones de PCR para la amplificacion de sodA de N. brasiliensis.

PASO TEMPERATURA (°C) | TIEMPO (s) CICLOS
Desnaturalizacion inicial 95 120 1
Desnaturalizacion 95 30
Alineamiento 58 30
Extension 72 60 2
Extension final 72 300 1

La tincidon con bromuro de etidio del gel de electroforesis del producto de la
reaccion mostré la presencia de una banda Unica con el tamafo esperado de 624-

pb. El amplicén se caracterizé enzimaticamente mediante cortes con Sall (475 y
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149 pb), Sacll (344 y 280 pb) y Pstl (362, 144 y 118 pb), obteniéndose las bandas

esperadas correspondientes con la identidad del gen SodA (figura 7-8).

7.2.2 Clonacién de sodA en el vector de clonacion pZErO-2.

El gen sodA se cloné satisfactoriamente en el vector de clonacion
comercial pZErO-2. Se obtuvieron varias clonas (pZSAorf) con el inserto en
ambas direcciones, lo cual fue corroborado con cortes enzimaticos y

secuenciacion (figura 7-9).

pb

600
500

400
300

200

100

Figura 7-8. Caracterizacion
enzimatica del amplicén sodA.
1, sodA sin digerir; 2, SOdA +
Sall; 3, marcador (escalera 100-
pb); 4, sodA + Sacll; 5, sodA +
Pstl

Figura 7-9. Caracterizacion
enzimética del plasmido
pZSAorf. 1-2, pZSAorf + Nsil
(se libera el inserto de SOJA mas
el sitio de policlonacion del
vector ~700-pb); 3, marcador
(escalera 1000-pb).
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7.3 Analisis de secuencia de SodA de N. brasiliensis.

7.3.1 Andlisis nucleotidico.

La secuencia nucleotidica final del gen sodA de N. brasiliensis fue
consensuada a partir de las secuencias obtenidas de tres diferentes clonas que se
mandaron secuenciar. El gen S0dA consta de 624-pb desde el codon de inicio
(GTG) hasta el de terminacion (TGA). La secuencia nucloetidica muestra alta
homologia con las secuencias de otras SOUA reportadas dentro del género
Nocardia, pero la homologia es variable con respecto a secuencias de otros
géneros del orden Actinomycetales (tabla 7-2).

Se obtuvo parcialmente la secuencia promotora del gen y el analisis comparativo
con otras secuencias reportadas muestran que al menos la region promotora -10
(GCCCGACA) y la region de union a ribosomas (AGGAAG) se encuentran
conservadas dentro del género Nocardia, tal como se observa con la region

codificante del gen.

Tabla 7-2. Homologia del gen sodA de N. brasiliensis
con el de especies relacionadas.

HOMOLOGIA DNA (%) PROTEINA

(%)
N. asteroides GUH2 91 95
N. farcinica IFM10152 90 96
M. avium K-10 82 84
M. tuberculosis H37Rv 77 77
C. diphtheriae NCTC13129 68 65
S. coelicolor A3(2) 66 56
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La secuencia de sodA de N. brasiliensis fue depositada en el GenBank con el

numero de acceso DQ402038.

7.3.2 Analisis aminoacidico.

El gen sodA de N. brasiliensis codifica para 207 aminoacidos los cuales
corresponden con un peso molecular tedrico de ~23-kDa. Tal como se observod
con la secuencia nucleotidica, el analisis de la secuencia aminoacidica de SodA
de N. brasiliensis reveld una gran similitud con las secuencias de SodA
reportadas para otras especies del género. La homologia fue del 95% para N.
asteroides GUH2 y del 96% para N. farcinica IFN10152. En contraste, la
homologia mostrada contra géneros relacionados fue més bien baja (tabla 7-2).
Los aminoacidos His28, His76, His164, Aspl60 determinantes de los sitios
activos de la enzima se encuentran conservados en la secuencia. Asimismo, se
encuentra presente el aminoacido asociado a union a manganeso GIn145, al igual

que Tyr36 asociado a uniodn a hierro como grupo prostético (figura 7-10).

7.3.3 Analisis in silico.

La secuencia aminoacidica de SodA se introdujo a los servidores de
analisis in silico sefialados en la metodologia, los cuales mediante algoritmos y
bases de datos preestablecidos, calculan las probabilidades del apartado

correspondiente.
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Figura 7-10. Alineamiento aminoacidico de SodA de N. brasiliensis contra SODs
de especies relacionadas. (Ver pagina siguiente). Solamente se muestran las
diferencias con la secuencia de SodA de N. brasiliensis. Los asteriscos (*) marcan
los aminoacidos determinantes del sitio activo de la enzima. Los signos de suma (+)
marcan los aminoacidos implicados en la union a metales especificos. (nbr: N.
brasiliensis; nas: N. asteroides; nfa: N. farcinica; mav: M. avium; mtb: M.
tuberculosis).
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El anélisis de prediccion acerca de la localizacion de la proteina con el programa
pSORTD v. 2.0, mostré que la SodA tiene una localizacion extracelular (con una
puntuacién de 9.97 sobre 10.00) casi en su totalidad (cuadro 7-1). La prediccion
de péptidos sefialadores de exportacion realizada con el programa SecretomeP
2.0, mostrd que la secuencia de SodA no cuenta con secuencias de péptido senal
conocidas y tampoco pudo establecer su entrada a rutas no clasicas de secrecion
(cuadro 7-2). Esto fue apoyado también por la prediccidon del programa SignallP
3.0 que mostr6é una probabilidad nula para la presencia de alguna sefial de corte
para peptidasas. Mediante el programa CPHmodels se realizé una reconstruccion
tedrica de la estructura tridimensional de rSodA a partir de la secuencia

aminoacidica. Algunos fotogramas se exponen en el apéndice B.

Cuadro 7-1. Resultados de prediccion in silico del programa pSORTDb.

Localization Scores:

Cytoplasmic 0.01
CytoplasmicMembrane 0.00
Cellwall 0.02
Extracellular 9.97
Final Prediction:
Extracellular 9.97

Cuadro 7-2. Resultados de prediccion in silico del programa SecretomeP.

Non-classically secreted proteins should obtain
an NN-score exceeding the normal threshold of
0.5, but not at the same time be predicted to
contain a signal peptide.

Network 1 Network 2 Network 3 SecP score Sequence
name

0.284144 0.234154 0.467795 0.328698 nbrSODA
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7.4 Generacion de N. brasiliensis sodA .

7.4.1 Amplificacion del gen de resistencia a tetraciclina (tet®).

La reaccion de PCR para la amplificacion del gen tet® se optimizo
utilizando las condiciones descritas en la tabla 7-3. El gen fue luego clonado en el
vector pZErO-2 para comprobar su compatibilidad con plasmidos de alto nimero
de copias (figura 7-9), obteniéndose el vector pZTET (4653 pb) con resistencia a

tetraciclina y kanamicina.

Tabla 7-3A: Condiciones de PCR para la amplificacion de tet".

REACTIVO CONCENTRACION FINAL
Amortiguador 5X 1X
dNTPs 10 mM 200 uM
Iniciador TET1 5 uM 0.5 uM
Iniciador TET2 5 uM 0.5 uM
MgCl, 50 mM 1.5 mM
Accuzyme DNA polymerase 1 U/uL | 1 U/50 uL
ADN (pBR322) 50 ng/50 uL
Agua miliQ cbp 50 ulL

Tabla 7-3B: Condiciones de PCR para la amplificacion de tet®.

PASO TEMPERATURA (°C) | TIEMPO (s) CICLOS
Desnaturalizacion inicial 94 120 1
Desnaturalizacion 94 30
Alineamiento 56 40
Extension 72 180 2
Extension final 72 300 1
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7.4.2 Construccion del vector de integracion con resistencia a tetraciclina.

El gen de seleccion tet® fue satisfactoriamente subclonado en el plasmido

pNbrSODA mediante su insercién en el sitio Sacll del gen de sodA de N.

brasiliensis (figura 7-11). De esta manera se obtuvo el vector pNbrSAT (5492-

pb) en el cual la secuencia del gen SOdA fue interrumpida con el gen de seleccion,

lo cual se comprob6 por caracterizacion enzimatica (figura 7-12).

sodA

pPNbOLrSAT
5492 pb

tet
{1356 pb)

Figura 7-11. Esquema del
vector de integracion con
resistencia a  tetraciclina
pPNbrSAT. El gen sodA de N.
brasiliensis fue interrumpido
por insercion del gen tet®
subclonado en el sitio Sacll.

soufd + tet
{1998 pb}

socdA
{642 ph)

Figura 7-12. Caracterizacion enzimatica de los vectores pZTET y pNbrSAT. 1,
pZTET linearizado con EcoRI; 2, pZTET + Sacll que libera el inserto del gen tet®; 3,
producto amplificado del gen tet®; M, marcador (escalera 1000-pb); 4, pNbrSAT
linearizado con Kpnl; 5, pNbrSAT + Nsil que libera el inserto de SodA mas tet®; 6,

nroducto amnlificado de sodA.
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7.4.3 Construccion del vector con sodA antisentido con resistencia a

tetraciclina.

Después de varias subclonaciones fue posible obtener el vector pVASAT
(6024-pb) el cual posee un segmento de la secuencia del gen SodA de N.
brasiliensis en antisentido tanto para el promotor del gen de la B-galactosidasa
(pm-lac) como para el promotor nativo de SodA de N. brasiliensis (pm-sod)
(figura 7-13). Este plasmido posee ademads del gen para resistencia a tetraciclina
(tet’) y kanamicina/neomicina (aph), origenes de replicacion tanto para E. coli
(pMB1) como para Nocardia (RepA/RepB). La identidad se confirmo6 por

caracterizacion enzimatica (figura 7-14).

prom _Hpal

sodA Figura 7-13. Esquema del
vector sodA antisentido con
resistencia a tetraciclina
pVASAT. El gen sodA de N.
brasiliensis se encuentra en
contrasentido  frente a su

«—Sacll

tet

promotor nativo.

Figura 7-14. Caracterizacion
enzimatica del vector pVASAT.
1, marcador (escalera 1000-pb);
2-3, pVASAT + Sacll (libera gen
tet™); 4, pVASAT + Hpal + Pcil
(libera sodA + tet®).
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7.4.4 Construccion del vector de replicacidon autbnoma con resistencia a
gentamicina (gn®).

Se obtuvo el vector pRUAL (7097-pb) por subclonacion del origen de
replicacion para Nocardia del plasmido pNV18.0 hacia el vector pRU1701. Esto
condujo a que el vector obtenido poseyera origenes de replicacion para E. coli
(pMB1) y Nocardia (RepA/RepB) ademas del gen de resistencia a gentamicina.
El vector también contiene el gen para una proteina verde fluorescente (GFP)
pero carente de promotor y por tanto no se expresa (figura 7-15). Se realizo

caracterizacion enzimatica para confirmar la identidad del vector (figura 7-16).

kpb

114

4.7

2.8

Figura 7-15. Esquema del
vector con resistencia a
gentamicina pRUAL. Este
vector funciona como acrreador

al poseer origenes de replicacion

para E. coli y Nocardia Figura 7-16. Caracterizacion

enzimatica del vector pRUAL.
1, pRUAL + Sacl + Sacll; 2,
pRUAL (sin corte); 3, pPRUAL +
Hpal (linearizado); 4, marcador
(A. + PstI)
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7.4.5 Construccién de los vectores de integracion y sodA antisentido con

resistencia a gentamicina.

Ademas de la estrategia utilizada para la construccioén de los vectores con
resistencia a tetraciclina, se ensayaron otras mas con la finalidad de construir los
vectores resistentes a gentamicina capaces de bloquear el gen SodA de N.
brasiliensis. Infortunadamente, no se logro obtener vectores con estas

construcciones en ninguno de los casos.

7.4.6 Transformacion de N. brasiliensis con los vectores con resistencia a

tetraciclina.

Se llevaron a cabo multiples intentos de transformacion en N. brasiliensis
(y también en N. asteroides utilizada como control) tanto con el vector de
integracion como con el vector antisentido. Aunque se ensayaron varias
combinaciones de las variables descritas en la metodologia, no fue posible

obtener una sola clona transformada en Nocardia.

7.4.7 Transformacion de N. brasiliensis con el vector con resistencia a

gentamicina.

Se logroé la transformacion de N. brasiliensis con el vector pPRUAL con las
condiciones descritas en la tabla 7-4. Ademdas de la resistencia a gentamicina
mostrada por la bacteria, la trasformacion fue corroborada mediante PCR (tabla

7-5) del ADN total (plasmidico y gendmico) extraido de las clonas obtenidas, en
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la cual se obtuvo el producto esperado para el gen gn® (figura 7-17). Cabe
recalcar que la eficiencia de la trasformacién fue muy baja en el mejor de los

casos (< 10 x 10' transformantes/pug ADN).

Tabla 7-4. Condiciones de transformacion de N. brasiliensis con el vector pRUAL.

VARIABLE CONDICION
Meétodo de transformacion Electroporacion
Medio de electroporacion Glicerol 10%
Corriente eléctrica 12.5 kV/em
Tiempo de pulso eléctrico ~5 ms
Didmetro de celda 2 mm

Cantidad de ADN (pRUAL) 2 ug

Volumen de bacterias 200 pL

Tabla 7-5A: Condiciones de PCR para la amplificacion de gn®.

REACTIVO CONCENTRACION FINAL
Amortiguador 5X 1X
dNTPs 10 mM 200 uM
Iniciador PCR 5 uM 0.5 uM
Iniciador PCF 5 uM 0.5 uM
MgCl, 50 mM 1.5 mM
Accuzyme DNA polymerase 1 U/uL | 1 U/50 uLb
ADN total 100 ng/50 uL
Agua miliQ cbp 50 uL

Tabla 7-5B: Condiciones de PCR para la amplificacion de gn®.

PASO TEMPERATURA (°C) | TIEMPO (s) CICLOS
Desnaturalizacion inicial 95 120 1
Desnaturalizacion 95 30
Alineamiento 57 40 0
Extension 72 60
Extension final 72 300 1
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b
Figura 7-17. Amplicones del P
gen gnR en N. brasiliensis
transformadas con pRUAL. Se
realizo PCR a partir del ADN
total de las bacterias. 1, N. 1500
brasiliensis transformada; 2, N.
brasiliensis sin transformar; 3, o000
pRUAL (control de 800
amplificaciéon); 4, marcador 600

(escalera 1000-pb).

7.5 Expresion de rSodA de N. brasiliensis.

7.5.1 Clonacion de sodA en vector de expresion.

El inserto del vector pZ23SA (sodA de N. brasiliensis) fue subclonado
satisfactoriamente en el vector de expresion pBAD-HIS A. Se levantaron varias
clonas y se corrobor6 el marco de lectura abierto tanto con cortes enzimaticos
como por secuenciacion de los plasmidos (Figura 7-18). Las vectores obtenidos
PSANBex (4746-pb) mostraron la presencia de la region codificante del gen SOdA
de N. brasiliensis en fase con el marco de lectura del esqueleto del vector de
expresion, el cual agrega una marca de polihistidinas al inici6 de la traduccion. La
expresion de la proteina recombinante se encuentra bajo regulacion del promotor

Pgap que se activa en presencia de L-arabinosa.
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Figura 7-18. Construccion del vector

pSANBex  productor de  SodA

recombinante de N. brasiliensis. A.

Caracterizacion enzimatica (1, pSANBex +
kpb XhoI; 2, pSANBex + Xhol + HindIII; 3,
amplicon de sodA (624-pb); 4, marcador
(escalera  1000-pb). B. Representacion
esquematica del vector: la expresion de la
proteina recombinante se encuentra bajo el
control del promotor de arabinosa (prom) y se
1.0 agrega una marca de polihistidinas (HIS) en el
0.8 extremo N-terminal de la proteina.

prom-ARA’/XhOI

Nsil/Pstl Hindlll
prom 1&

J
—‘:>HIS sodA >— 4746 pb
PSANBex

amp

7.5.2 Condiciones de cultivo de la cepa productora de rSodA.

Se ensayaron varias condiciones de cultivo mara maximizar el rendimiento
de la produccion de la proteina recombinante. Se encontré que la expresion de
rSodA fue mayor cuando se cultivd en las siguientes condiciones: medio LB

suplementado con glucosa 0.2% y ampicilina 50 pg/mL, clona bacteriana E. coli
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TOP10, concentracion de inductor 0.2% (L-arabinosa) y tiempo de incubacion

post-induccién de 4 h.

7.5.3 Determinacion de la expresion de rSodA.

Los ensayos de western blot con anticuerpos anti-His-HRP mostraron que
la gran mayoria de la proteina recombinante se encontraba en los extractos no
solubles de la clona de E. coli productora de rSodA. También se evidencid sefial
en los extractos solubles pero ésta fue mas tenue y no fue reproducible en todos
los ensayos (figura 7-19). La proteina recombinante se aprecié como una banda
unica con un peso molecular de ~31-kDa. La purificacion de la rSodA fue de
buena calidad ya que en el gel tefiildo con Coomassie, pudo apreciarse la
presencia de una sola banda correspondiente a la de la proteina recombinante
(figura 7-20). Se realizaron ensayos de actividad SOD con la proteina
recombinante purificada y con los extractos crudos obtenidos a partir de la cepa
productora, pero en ningun caso pudo observarse la presencia de sefial (figura 7-

21).
T2 3 450 _ 6.7 Figura 7-19. Western blot

anti-His para evidenciar la
expresion de rSodA de N.
brasiliensis. Se depositaron
muestras del extracto crudo
no soluble y soluble de la
clona de E. coli pSANbex
productora de SodA
recombinante. 1-3, extractos
no solubles; 4-5, extractos
solubles; 6, marcador; 7,
control positivo (B-
galactosidasa).
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Figura 7-20. Purificacion de
rSodA de N. brasiliensis. Se
tomaron muestras de cada uno de
los pasos del proceso de
purificacion y se corrieron en
SDS-PAGE 10% para corroborar
la calidad de la proteina obtenida.
1, Extracto crudo inicial; 2,
lavado; 3-4, elusion inicial con 500
mM de imidazol pH 7.0; 5-6,
elusion final; 7, marcador.

Ec+pS
bt A Na Nb  Ec

Figura 7-21. Actividad SOD en extractos de E. coli productora de rSodA de
N. brasiliensis. Se ensayaron extractos crudos de E. coli productora de rSodA en
busca de actividad de la proteina recombinante pero en ningun caso se observo
presencia de actividad SOD suplementaria a las propias de E. coli (bt: SodC
bovina; Ec + pS: extractos de E. coli productoras de rSodA; Na: extracto crudo
de N. asteroides; Nb: extracto crudo de N. brasiliensis; Ec: extracto crudo de E.
coli TOP10 sin transformar).
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7.5.4 Inmunogenicidad de rSodA de N. brasiliensis.

El ensayo de western blot con el suero anti-rSodA obtenidos de los ratones
inmunizados con la proteina recombinante mostrd la presencia de sefial tanto en
el carril correspondiente a la rSodA como en el carril del extracto crudo de N.
brasiliensis. No se observo la presencia de bandas accesorias en estos carriles. En
el carril del control negativo de especificidad (antigeno P24 purificado de N.

brasiliensis) no se observo sefal alguna (figura 7-22).

A B
kDa 1 2 3 4 5
78.6
0.6
359

271

22

Figura 7-22. Western blot anti-rSodA de N. brasiliensis. El ensayo fue
realizado utilizando suero hiper-inmune de ratones inmunizados con rSodA. A.
SDS-PAGE 14%. B. Membrana de nitrocelulosa. 1, rSodA purificada; 2,
marcador; 3, filtrado de medio de cultivo de N. brasiliensis; 4, antigeno P24 de N.
brasiliensis; 5, extracto crudo de N. brasiliensis.
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7.5.5 Inmunogenicidad de SodA nativa de N. brasiliensis.

El ensayo de western blot con el suero anti-N. brasiliensis obtenido de los
ratones infectados con la bacteria y que desarrollaron micetoma, reveld la
presencia de sefial en el carril correspondiente a la rSodA y al carril del control
positivo (antigeno P61 purificado de N. brasiliensis). No se observo banda de

sefal en el carril del control negativo de especificidad (ASB) (figura7-23).

kDa

108.0

50.6

359

2741

Figura 7-23. Western blot anti-N. brasiliensis. El ensayo fue realizado
utilizando suero de ratones infectados con N. brasiliensis que desarrollaron
micetoma. A. SDS-PAGE 14%. B. Membrana de nitrocelulosa. 1, marcador; 2,
rSodA purificada; 3, antigeno P61 de N. brasiliensis; 4, ASB.
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7.6 Induccion de proteccion anti-actinomicetoma por rSodA de N.
brasiliensis.

7.6.1 Induccion de proteccion anti-micetoma por la rSodA de N. brasiliensis.

Todos los grupos de ratones del experimento de induccion de proteccion
anti-micetoma mostraron un comportamiento similar durante los primeros 30 dias
post-infeccion con N. brasiliensis. El volumen de la inflamacion de las patas en
los animales fue muy similar en promedio durante esta fase. Sin embargo, a partir
de aqui, la inflamacién de los ratones que recibieron solamente el AIF fue
aumentando paulatinamente hasta el desarrollo de un micetoma bien establecido
para el dia 45. Algunos de estos animales murieron antes del dia 90. Los animales
que fueron inmunizados con BMC o rSodA tuvieron comportamientos variados

que se comentan a continuacion.

Ratones infectados al dia 7 post-inmunizacién. Los animales inmunizados una
sola vez con AIF o rSodA y que fueron infectados 7 dias después, no mostraron
diferencias en la evolucion del micetoma. Todos los animales desarrollaron un
micetoma bien establecido para el dia 45 que continu6 creciendo hasta el dia del
sacrificio. De hecho, algunos animales murieron antes debido a la enorme
extension de la lesion. Se observo que los animales que fueron inmunizados con
rSodA desarrollaron una lesion incluso algo mayor que los animales control que

recibieron AIF (figura 7-24).
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Figura 7-24. Desarrollo del actinomicetoma en ratones infectados al dia 7 post-
inmunizacion. Se graficaron los volumenes de las lesiones plantares hasta el dia 90
post-infeccion. A la derecha se muestran las lesiones promedio observadas al dia 90
para los grupos correspondientes (prueba estadistica: t de student).

Ratones infectados 15 dias post-inmunizacion. Se encontraron diferencias
significativas en el desarrollo del micetoma en los animales que fueron
inmunizados una sola vez con AIF, BMC o rSodA y que fueron infectados 15
dias después. Los animales del grupo control desarrollaron micetoma evidente
desde el dia 45 post-infeccion y algunos de estos animales murieron antes del dia
90. Por el contrario, los animales que fueron inmunizados con BMC o con rSodA
mostraron inflamacioén que permanecio latente desde el dia 7 hasta el dia 40 post-
infeccion; sin embargo, en los dias subsiguientes la inflamacion disminuyo
paulatinamente hasta practicamente desaparecer para el dia 90. No se observo
desarrollo de micetoma en estos grupos de ratones, aunque algunos presentaron

deformidades menores en la region plantar (figura 7-25).
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Figura 7-25. Desarrollo del actinomicetoma en ratones infectados al dia 15
post-inmunizacion. Se graficaron los volimenes de las lesiones plantares hasta el
dia 90 post-infeccion. A la derecha se muestran las lesiones promedio observadas al
dia 90 para los grupos correspondientes (prueba estadistica: t de student).

Ratones infectados 21 dias post-inmunizacion. Estos grupos de animales
recibieron una re-inmunizacion 15 dias después de la primera. Los ratones que
recibieron AIF desarrollaron micetoma evidente para el dia 45 post-infeccion y
algunos de ellos murieron antes del dia 90. Por el contrario, los animales que
fueron inmunizados con BMC o con rSodA desarrollaron inflamacion que
persistio hasta el dia 30, pero a partir de ahi, ésta fue disminuyendo lentamente
hasta practicamente desaparecer para el dia 90, sin presentar datos de micetoma
activo. Las diferencias entre los volumenes de la lesiones fueron significativas

con respecto al control (figura 7-26).
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Figura 7-26. Desarrollo del actinomicetoma en ratones infectados al dia 21 post-
inmunizacidn. Se graficaron los volimenes de las lesiones plantares hasta el dia 90
post-infeccion. A la derecha se muestran las lesiones promedio observadas al dia 90
para los grupos correspondientes (prueba estadistica: t de student).

Ratones infectados 30 dias post-inmunizacion. Estos grupos de animales
recibieron una re-inmunizacién 15 dias después de la primera. Los ratones que
recibieron AIF desarrollaron micetoma evidente para el dia 50 post-infeccion y
algunos de ellos murieron antes del dia 90. Por el contrario, los animales que
fueron inmunizados con BMC o con rSodA desarrollaron inflamacién que
persistio hasta el dia 35, pero a partir de ahi, ésta fue disminuyendo lentamente
hasta practicamente desaparecer para el dia 90, sin presentar datos de micetoma
activo. Las diferencias entre los volumenes de la lesiones fueron significativas

con respecto al control (figura 7-27).
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Figura 7-27. Desarrollo del actinomicetoma en ratones infectados al dia 30 post-
inmunizacion. Se graficaron los volumenes de las lesiones plantares hasta el dia 90
post-infeccion. A la derecha se muestran las lesiones promedio observadas al dia 90
para los grupos correspondientes (prueba estadistica: t de student).

7.6.2 Titulacion de anticuerpos anti-rSodA y anti-N. brasiliensis.

Los titulos de anticuerpos revelaron diferencias significativas entre todos
los grupos de ratones infectados durante la evolucion del micetoma. Al dia 0 del
experimento (pre-inmunizacion), los titulos de anticuerpos fueron similares en
todos los grupos por lo que se utiliz6 como linea de corte. Se determinaron los
titulos de anticuerpos anti-rSodA del tipo IgM e IgG, asi como los de anti-

extracto crudo de N. brasiliensis (anti-Nbr) del tipo IgG. El comportamiento de
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los titulos de anticuerpos en los diferentes grupos de ratones se comenta a
continuacion.

Ratones infectados al dia 7 post-inmunizacion.

Anti-rSodA (IgM). No se encontraron diferencias significativas en el titulo de
anticuerpos para el dia 90 aunque se observo una diferencia menor en los titulos
en el dia 7 post-inmunizacion (figura 7-28).

Anti-rSodA (1gG). Ocurri6 algo similar con los titulos de anticuerpos del tipo
IgG, donde a pesar de encontrarse un poco mas elevados en los ratones
inmunizados con rSodA durante todas las mediciones, no se encontraron

diferencias significativas (figura 7-29).
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Figura 7-28. Titulos de anticuerpos anti-rSodA del tipo IgM de los ratones
infectados al dia 7 post-inmunizacion. El Ensayo fue realizado por triplicado por
ELISA (AIF: adyuvante incompleto de Freund; rSod: rSodA de N. brasiliensis).
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Figura 7-29. Titulos de anticuerpos anti-rSodA del tipo IgG de los ratones
infectados al dia 7 post-inmunizacion. El Ensayo fue realizado por triplicado por
ELISA (AIF: adyuvante incompleto de Freund; rSod: rSodA de N. brasiliensis).

Ratones infectados 15 dias post-inmunizacion.

Anti-rSodA (IgM). Los titulos de anticuerpos tuvieron un comportamiento
similar al de los grupos de ratones infectados al dia 7. A pesar de no encontrarse
diferencias significativas para el dia 90, los titulos fueron mas altos en el dia 7 en
los ratones inmunizados con rSodA o con BMC durante todas las mediciones
(figura 7-30).

Anti-rSodA (IgG). Se observo un aumento significativo en los titulos de
anticuerpos para el dia 90 en los animales que fueron inmunizados con rSodA o
con AIF pero no en aquellos que recibieron BMC. Ademas, los titulos de

anticuerpos fueron siempre mayores en los animales inmunizados con rSodA que
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en los otros dos grupos, importantemente durante el dia de la infeccion (figura 7-
31).

Anti-Nbr (IgG). Se encontré6 un aumento significativo en los titulos de
anticuerpos para el dia de la infeccion en los sueros de los ratones inmunizados
con BMC pero no en los que recibieron AIF o rSodA. Sin embargo, para el dia 90
los titulos fueron altos en los tres grupos de animales, pero mas aun en los que

recibieron solamente AIF (figura 7-32).
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Figura 7-30. Titulos de anticuerpos anti-rSodA del tipo IgM de los ratones
infectados al dia 15 post-inmunizacién. El Ensayo fue realizado por triplicado por
ELISA (AIF: adyuvante incompleto de Freund; BMC: N. brasiliensis muerta por calor;
rSod: rSodA de N. brasiliensis).
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Figura 7-31. Titulos de anticuerpos anti-rSodA del tipo 1gG de los ratones
infectados al dia 15 post-inmunizacién. El Ensayo fue realizado por triplicado por
ELISA (AIF: adyuvante incompleto de Freund; BMC: N. brasiliensis muerta por
calor; rSod: rSodA de N. brasiliensis) (t de student; p < 0.05).
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Figura 7-32. Titulos de anticuerpos anti-Nbr del tipo 1gG de los ratones
infectados al dia 15 post-inmunizacién. El Ensayo fue realizado por triplicado por
ELISA (AIF: adyuvante incompleto de Freund; BMC: N. brasiliensis muerta por
calor; rSod: rSodA de N. brasiliensis) (t de student; p < 0.05).
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Ratones infectados 21 dias post-inmunizacion.

Anti-rSodA (IgM). Los titulos de anticuerpos tuvieron un comportamiento
similar al de los grupos de ratones infectados al dia 7. A pesar de no encontrarse
diferencias significativas en ninguna de las mediciones, los titulos fueron
ligeramente mas altos en los dias 7 y 21 en los ratones inmunizados con rSodA
(figura 7-33).

Anti-rSodA (1gG). Se encontré un aumento significativo en los titulos de
anticuerpos en los animales que fueron inmunizados con rSodA desde el dia 15 y
que se mantuvo en todas las mediciones. Importantemente, los titulos fueron muy
elevados al dia de la infeccion, contrario a lo mostrado por los animales que
recibieron AIF o BMC (figura 7-34).

Anti-Nbr (IgG). Para el dia de la infeccion, Se presentd un aumento significativo
en los titulos de anticuerpos en los animales que fueron inmunizados con BMC
pero no en aquellos que recibieron AIF o rSodA. No obstante, esta diferencia
desaparecio para el dia 90, donde los titulos fueron altos en los tres grupos (figura

7-35).
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Figura 7-34. Titulos de anticuerpos anti-rSodA del tipo 1gG de los ratones
infectados al dia 21 post-inmunizacién. El Ensayo fue realizado por triplicado por
ELISA (AIF: adyuvante incompleto de Freund; BMC: N. brasiliensis muerta por

calor; rSod: rSodA de N. brasiliensis) (t de student; p < 0.05).
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Figura 7-35. Titulos de anticuerpos anti-Nbr del tipo 1gG de los ratones
infectados al dia 21 post-inmunizacion. El Ensayo fue realizado por triplicado por
ELISA (AIF: adyuvante incompleto de Freund; BMC: N. brasiliensis muerta por
calor; rSod: rSodA de N. brasiliensis) (t de student; p < 0.05).

Ratones infectados 30 dias post-inmunizacion.

Anti-rSodA (IgM). A pesar de no encontrarse diferencias significativas entre
ninguno de los grupos, los titulos fueron mas altos en el dia 21 en los ratones
inmunizados con rSodA (figura 7-36).

Anti-rSodA (1gG). Se encontr6 un aumento significativo en los titulos de
anticuerpos en los animales que fueron inmunizados con rSodA desde el dia 21 y
que se mantuvo hasta la ultima determinacion. Importantemente, los titulos
fueron elevados al dia de la infeccion, contrario a lo mostrado por los animales
que recibieron AIF o BMC. Para el dia 90, los titulos se elevaron también en los

ratones inmunizados con AIF, pero no en los que recibieron BMC (figura 7-37).



7. Resultados 113

Anti-Nbr (1gG). Se observdé un aumento significativo en los titulos de
anticuerpos en los animales que fueron inmunizados con BMC para el dia de la
infeccion pero no en aquellos que recibieron AIF o rSodA, que se mantuvieron
bajos. Sin embargo, esta diferencia desaparecio para el dia 90, donde los titulos
fueron altos en los tres grupos e incluso mayores en los animales que recibieron

solamente AIF (figura 7-38).
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Figura 7-36. Titulos de anticuerpos anti-rSodA del tipo IgM de los ratones
infectados al dia 30 post-inmunizacion. El Ensayo fue realizado por triplicado por
ELISA (AIF: adyuvante incompleto de Freund; BMC: N. brasiliensis muerta por calor;
rSod: rSodA de N. brasiliensis).
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Figura 7-37. Titulos de anticuerpos anti-rSodA del tipo 1gG de los ratones
infectados al dia 30 post-inmunizacion. El Ensayo fue realizado por triplicado por
ELISA (AIF: adyuvante incompleto de Freund; BMC: N. brasiliensis muerta por
calor; rSod: rSodA de N. brasiliensis) (t de student; p < 0.05).
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Figura 7-38. Titulos de anticuerpos anti-Nbr del tipo 1gG de los ratones
infectados al dia 30 post-inmunizacién. El Ensayo fue realizado por triplicado por
ELISA (AIF: adyuvante incompleto de Freund; BMC: N. brasiliensis muerta por
calor; rSod: rSodA de N. brasiliensis) (t de student; p < 0.05).



CAPITULO 8

DISCUSION

La superoxido dismutasa es una enzima que ha sido implicada en la
virulencia de varios microorganismos intracelulares. Interesantemente, Beaman et
al. (1985) la describieron como un mecanismo importante para la patogenicidad
de Nocardia asteroides GUH2. La participacion de esta enzima en la virulencia
bacteriana estaria relacionada con su propiedad de neutralizar los ROS (con
ayuda de la catalasa) durante el estallido respiratorio de los fagocitos. Este
supuesto encontr6 apoyo en la observacion de una asociacion de la enzima con la
pared celular de N. asteroides GUH2 (Beaman, 1983, 1985, 1990). Se ignora ain
si algo similar pudiera estar sucediendo en el caso de N. brasiliensis, aungque en
un estudio reciente, Revol et al. (2006) observaron que la expresion de SOD se
encontraba disminuida durante la primera hora post-infeccion con N. brasiliensis
en macrofagos peritoneales de ratén. A primera vista, este hecho sugiere que la
enzima no estaria implicada en la virulencia de esta bacteria en esta fase de la
infeccion (coincidente con los procesos de fagocitosis y del estallido respiratorio).
Sin embargo, esta no es necesariamente una relacion de causalidad, como se vera

mas adelante.
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Un primer paso hacia la determinacion del papel desempefiado por la SOD
en la virulencia de N. brasiliensis fue precisamente el estudio de dicha actividad
enzimatica. Se encontrd que independientemente de la fase de crecimiento, N.
brasiliensis solo mostrd un tipo de actividad SOD. Esta actividad se evidencid
tanto en los extractos crudos celulares (ECC) como en el filtrado de medio de
cultivo (FMC). Interesantemente, los ensayos demostraron que la actividad fue
mayor en la fase estacionaria en ambas muestras que durante la fase exponencial.
Aunque no se logré determinar si la SOD presente en el FMC era resultado de
una secrecién activa o de un fendmeno de lisis bacteriana, queda claro que la
proteina debe poseer una gran resistencia a la degradacién enzimatica, ya que se
ha reportado la secrecion de algunas proteasas por N. brasiliensis (Zlotnik et al.,
1984). Adicionalmente, la enzima es termoestable pues se demostré que retenia
aun su actividad cuando fue incubada a 70°C por 30 min. Esta estabilidad
enzimatica ya habia sido documentada para SOD de otras especies. De hecho, se
ha descrito que la enzima retiene su actividad aun en presencia de agentes
desnaturalizantes como urea y SDS, y de concentraciones altas de sales (Forman
y Fridovich, 1973; Ken et al., 2005). El ensayo de induccion con sales metalicas
durante el cultivo de N. brasiliensis para evidenciar la posible existencia de
actividades cripticas de SOD evidencié no sélo que no se indujo ninguna
actividad SOD suplementaria a la que se habia observado, sino también que la
presencia de ciertos metales (cobre o zinc) ejercia una regulacion a la baja de la

actividad SOD. Estos resultados fueron similares en ambas fases de crecimiento
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bacteriano. El ensayo de inhibicién realizado con H,0,, KCN y NaN; para
averiguar el tipo de cofactores metalicos a los cuales SOD de N. brasiliensis esta
asociada mostro que la actividad enzimatica so6lo era inhibida parcialmente (~40-
50%), de una manera similar a lo descrito por Beaman et al. (1983) en N.
asteroides GUH2. Este hecho apoya el supuesto de que la SOD de N. brasiliensis
se encuentra asociada a los mismos metales que aquella bacteria (Fe, Mn, Zn).
Como se hard notar mas adelante, la secuencia del gen SOD de N. brasiliensis
guarda alta homologia con el de N. asteroides GUH2, lo cual apoya fuertemente
esta hipdtesis (Beaman et al., 1983). Llamo la atencion la ausencia de inhibicién
de la actividad SOD en las muestras incubadas con H,O, y NaNs, ya que se
esperaba que hubiese al menos una inhibicion parcial como las mostradas en
aquellas muestras incubadas con los reactivos por separado. Sin embargo, este
hecho tiene que ver méas con la inactivacion de la NaNs;, ya que las muestras
utilizadas no fueron purificadas y estas contenian actividad catalasa, la cual se ha
descrito causa la oxidacion de NaN; en presencia de H,O, (Ogino et al., 2001).

La determinacion de actividad SOD en la fase membranosa de los extractos de N.
brasiliensis, no evidenci6 actividad SOD alguna. Esto seria indicativo de que la
SOD en N. brasiliensis no se asocia a la pared celular de la bacteria, contrario a lo
que ocurre en N. asteroides GUH2 (Beaman et al., 1983). Sin embargo, la
inclusion de extractos membranosos de N. asteroides en el ensayo, tampoco
reveld la presencia de la actividad SOD esperada. Probablemente, el método de

obtencién de los extractos membranosos disocia o inhibe dicha actividad, y como
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consecuencia, no es evidente en los ensayos. Debido a esto, no fue posible
descartar una asociacion de la SOD a la pared celular de N. brasiliensis. Otro
hecho importante que llamo la atencién fue la diferencia en el corrimiento entre
las muestras de N. asteroides y N. brasiliensis. La banda de actividad SOD para
N. brasiliensis mostré un retraso mayor que la de N. asteroides, aun cuando
fueron procesadas bajo las mismas condiciones. EI motivo de esta discrepancia se
ignora, pero es posible que se deba a alguna modificacion post-traduccional, dada
la alta homologia e igual peso molecular teérico para ambas proteinas.

Se sabe que la actividad especifica de SOD es muy elevada y al menos
para N. asteroides GUH2, puede representar del 2-5% de las proteinas totales
bacterianas (Beaman et al., 1983). Esta observacion sumada a las anotadas sobre
la gran estabilidad de la enzima, puede explicar lo encontrado por Revol et al.
(2006) con respecto a la caida de expresion de SOD durante la primera hora de
infeccion comentada arriba. Si la cantidad y actividad SOD es suficiente en el
momento dado de la infeccion, resultaria innecesario una expresion continuada de
la misma, lo cual dejaria lugar a que se llevaran otros procesos celulares
determinantes para la infeccidn por N. brasiliensis en las fases mas tempranas.

Aunque ya Revol et al. (2006) habian reportado la secuencia del gen SOD
de N. brasiliensis ATCC 700358, esta se encontraba incompleta ya que carecia
del segmento final del gen. En este trabajo fue posible la obtencion de toda la
region codificante del gen, la cual se clond y secuenci6. La secuencia del gen

revel6 alta homologia con los genes de SOD reportados para N. asteroides GUH2
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y N. farcinica IFM 10152. Aun mas, la traduccién de la secuencia revel6 la
conservacion de los residuos aminoacidicos responsables de la actividad
especifica: His28, His76, His164, Asp160 (Harth y Horwitz, 1999). La asociacién
de SOD de N. brasiliensis con manganeso y hierro que ya habia sido sugerida por
los ensayos de inhibicion, fue respaldada por la presencia de los residuos GIn145
y Tyr36, respectivamente (Harth y Horwitz, 1999; Yamaguchi et al., 2003;
Miller, 2004), tal como sucede con N. asteroides GUH2 (Alcendor et al., 1995).
Por tanto, se corroboré que efectivamente la SOD de N. brasiliensis se trataba de
una SOD del tipo A, por lo menos a nivel de secuencia génica. Por otro lado, la
baja homologia mostrada con otras secuencias SOD dentro del orden
Actinomycetales, sugiere que las SodA de Nocardia podrian tener propiedades
unicas. Los analisis in silico de la proteina mostraron resultados un tanto
contradictorios en el sentido de que un programa predijo que la localizacion de
SodA es extracelular (> 99%), mientras que otro no pudo encontrar secuencias
relacionadas a péptidos sefial o a sitios de corte con peptidasas, los cuales
marcarian la proteina para su exportacion por vias clasicas. Estos resultados dejan
de estar en desacuerdo cuando se tiene en cuenta que los programas comparan las
secuencias con reportes ya conocidos para otras proteinas. En este caso, la
secuencia se confrontd contra una reportada para M. tuberculosis, la cual ha sido
reportada como extracelular (Harth y Horwitz, 1999). Si la prediccién es valida,
la secrecidn de SodA al medio estaria regulada tanto por la informacion intrinseca

de la secuencia proteinica como por la maquinaria de exportacion propia del
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género Nocardia, tal como lo afirman Harth y Horwitz (1999) para el caso de
Mycobacterium. Interesantemente, las predicciones en este sentido para las
secuencias SodA de N. asteroides GUH2 y N. farcinica IFN 10152 son las
mismas. Hasta la fecha, todavia se encuentra en debate la manera en que la
proteina llega al medio extracelular. Unos sostienen la teoria de la exportacion
activa catalizada por la maquinaria SecA2 (Braunstein et al., 2003), mientras que
otros opinan que se debe a la lisis celular propia del cultivo (Tullius et al., 2001).
Como fuere, la presencia extracelular de SOD en estas bacterias es un hecho y al
menos para el caso de N. asteroides GUH2, conlleva importantes implicaciones
en la patogenicidad (Beaman et al., 1985). Aunque el software también permitio
hacer una reconstruccion tedrica de la estructura tridimensional de SodA de N.
brasiliensis (ver apéndice 2), ésta debe ser tomada con cautela por varias razones.
Como se menciono, las secuencias de SodA para N. asteroides GUH2 y N.
brasiliensis tienen exactamente el mismo numero de aminoacidos y las
diferencias son minimas. Es mas, la estructura 3D predicha para ambas es casi
idéntica. Sin embargo, la diferencia en el corrimiento de las bandas de actividad
es evidente. Por otro lado, se sabe que las SOD se encuentran normalmente en
formas polimericas, de hecho, Beaman et al. (1983) describen la SOD de N.
asteroides GUH2 como un tetrdmero de ~100-kDa conformado por cuatro
subunidades de ~25-kDa cada una, tal como lo demuestran en ensayos de western
blot. Como se notard mas adelante, esto difiere en lo observado en el ensayo de

western blot realizado para SodA de N. brasiliensis, en el cual la banda muestra
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un peso molecular de ~27-kDa. Se desconoce el significado que pudieran tener
estas diferencias.

En este trabajo no se logré generar una cepa de N. brasiliensis carente de
actividad SOD (sodA ). Las razones para este suceso aun no estan definidas. Sin
embargo, algunos resultados dejaron en claro ciertos puntos. Los vectores tanto
de integracion como antisentido resistentes a tetraciclina no pudieron ser
introducidos a N. brasiliensis. Esto fue cierto aun cuando se ensayaron varias
condiciones de transformacion y el cultivo se hizo en anaerobiosis, teniendo en
cuenta que el blogueo de la actividad SOD inhabilitaria a la bacteria para crecer
en condiciones con oxigeno. Este hecho sugiere que el gen de tetraciclina pudiera
no ser funcional en N. brasiliensis. EI hecho de que la proteina expresada por este
gen ejerza su accion como bomba de flujo y por tanto sea transmembranal (Dosch
et al., 1984), pudiera explicar que, aunque en E. coli se estableciera en la
membrana y fuera funcional, en N. brasiliensis tuviera algin problema de
trasporte o de integracion en la membrana y no funcionara. Ademas, no fue
posible descartar la participacion del promotor como fuente del problema, ya que
la fuerza y funcionalidad de los promotores génicos es muy variable entre los
géneros de bacterias. Otras variables, como el origen de replicacion, el nimero de
copias del vector y las condiciones de transformacion fueron descartadas por los
resultados que se obtuvieron con el vector con resistencia a gentamicina, los
cuales se comentan mas abajo. Como fuere, los resultados dejaron en claro que el

gen de tetraciclina del plasmido pBR322 no es un gen de seleccion viable para ser
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utilizado en N. brasiliensis. Por el contrario, con el vector acarreador con
resistencia a gentamicina se lograron obtener clonas transformadas de N.
brasiliensis, aun cuando la eficiencia resulté ser baja. Este hecho es muy
importante debido a que el vector podra ser utilizado en futuras investigaciones
teniendo la certeza de su completa compatibilidad con N. brasiliensis. Por
ejemplo, ensayos preliminares utilizando este vector realizados por Maria del
Refugio Rocha Pizafia (2008) en su tesis doctoral, han dado como resultado el
mejoramiento de la eficiencia de transformacion en N. brasiliensis y la creacion
de clonas transformadas que expresan una proteina verde fluorescente y que
pueden ser empleadas para diversos estudios. A pesar de lo anterior, en este
trabajo no pudieron generarse vectores con resistencia a gentamicina destinados a
bloquear la actividad SodA. Aunque no se tiene claro todavia la razon para este
hecho, lo mas probable es que se debiera a fallas técnicas del proceso
(condiciones o reactivos), si bien no es posible descartar algin tipo de
incompatibilidad entre los genes de gn® y sodA (p.ej. generacion de productos
toxicos), lo cual no es un problema raro en este tipo de experimentos.

Los ensayos de expresion de SodA recombinante de N. brasiliensis
mostraron que bajo las condiciones utilizadas, la proteina se agregd en cuerpos de
inclusion. Si bien la formacion de estos agregados facilita la purificacion, también
causa en muchos casos, la pérdida de funcion de la proteina que no siempre es
recuperable mediante re-conformacion (Singh y Panda, 2005). Los ensayos para

determinar actividad en la proteina recombinante no mostraron presencia de sefial
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en ninguno de los casos. Aunque esta pérdida de actividad podria ser explicada
por la formacién de cuerpos de inclusién, es mas probable que se debiera a un
plegamiento anémalo de la proteina durante el inicio de la traduccién debido a la
marca de polihistidinas en su extremo N-terminal. A cambio, se obtuvo rSodA
purificada de alta calidad y cantidad. Los ensayos de western blot anti-His
revelaron que la rSodA tiene un peso molecular de ~ 31-kDa. La marca de
polihistidinas explica ~4-kDa, mientras el resto (~27-kDa) corresponderian a la
proteina en si. Este tamafio fue corroborado posteriormente durante los ensayos
de western blot anti-rSodA con el extracto crudo de N. brasiliensis. La rSodA de
N. brasiliensis resulté ser inmunogénica en ratones, tal como lo demostraron los
ensayos de western blot realizados con los sueros hiperinmunes de animales
inmunizados con la proteina. Estos ensayos tambien revelaron el tamafio real
(~27-kDa) de SodA de N. brasiliensis al observarse sefial tanto en el ECC como
en el FMC. Por otro lado, ensayos de western blot con sueros de ratones con
micetoma, evidenciaron que SodA también es inmunogénica, aunque no se logré
determinar si es inmunodominante o no.

Los ensayos de inmunizacion activa con rSodA de N. brasiliensis para
inducir proteccion en ratones infectados con la bacteria mostraron que la rSodA
protegid a los ratones contra el desarrollo del micetoma cuando éstos fueron
infectados al dia 15 post-inmunizacion o después. En los ratones que fueron
infectados el dia 7 post-inmunizacion no se observé proteccion y desarrollaron un

micetoma igual o peor que los animales del grupo control. La proteccion se



8. Discusién 124

encontrd, hubiese o0 no, la administracién de una re-inmunizacion 15 dias después
de la primera. La titulacion de anticuerpos del tipo IgG anti-rSodA y anti-Nbr
mostré una correlacion positiva entre el nivel de anticuerpos al dia de la
infeccion y la induccién de proteccion antimicetoma en los grupos
correspondientes. Sin embargo, esta correlacion desaparecio pare el dia del
sacrificio, ya que los animales control mostraron niveles de anticuerpos altos
(anti-rSodA y anti-Nbr) para esta fecha y no obstante, desarrollaron micetoma.
Esto hace pensar que los niveles altos de estos anticuerpos para el dia de la
infeccion, estarian involucrados en la proteccion anti-micetoma. Sin embargo,
esta hipdtesis solo podra ser comprobada mediante experimentos de inmunizacién
pasiva con anticuerpos especificos contra estos antigenos. Por su parte, los
niveles de anticuerpos del tipo IgM anti-rSodA no mostraron correlacion alguna
con la aparicion del micetoma y de hecho, no hubo diferencias significativas entre
los grupos en cuanto a los niveles al dia de la infeccion, excepto en los ratones
infectados al dia 7, donde se encontraron niveles elevados en el grupo
inmunizado con rSodA. Pero interesantemente, este fue el Unico grupo que no
resulté protegido. Otro evento que llamd la atencién fueron los niveles bajos o
nulos de anticuerpos anti-rSodA, tanto antes como después de la infeccién con N.
brasiliensis, en los animales que fueron inmunizados con BMC. Este resultado
discrepa con la inmunogenicidad demostrada por SodA en los ensayos de western
blot y en las determinaciones elevadas observadas en los ratones control. Esto

lleva a pensar: i) que la proteina es destruida durante el proceso de obtencion de
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BMC y/o, ii) que durante la infeccion en este grupo de animales, la respuesta
humoral es enfocada hacia determinantes de N. brasiliensis que no incluyen a la
SodA.

Algunos resultados son concordantes con los obtenidos por Isabel Pérez
Rivera (2005) en su tesis doctoral, donde obtuvo proteccion anti-micetoma en
animales que recibieron inmunizacién activa con antigenos solubles (P24, P38) o
particulados (BMC, bacterias deslipidizadas) Unicamente cuando éstos fueron
infectados al dia 15 post-inmunizacién o después. Los animales infectados en dias
anteriores (dias 3 6 7) no quedaron protegidos. En cambio, los resultados que
obtuvo con inmunizacion pasiva de sueros hiper-inmunes contra estos antigenos
tuvieron un efecto protector parcial o nulo en el desarrollo del micetoma, excepto
en los ensayos con los sueros del dia 7 post-inmunizacion, donde todos los
animales quedaron protegidos, ¢Cual es el motivo de esta discrepancia? En ese
estudio se sugiere que los anticuerpos del tipo IgM y no los IgG, estarian jugando
el papel principal en la induccién de la proteccion anti-micetoma, pero si esto es
valido, ¢Por qué los animales infectados al dia 7 post-inmunizacién (momento en
el cual los titulos de anticuerpos IgM fueron mas elevados) no quedaron
protegidos ni en este trabajo ni en aquel? De hecho, en algunos ensayos de
inmunizacion pasiva realizados por Perez Rivera (2005) con sueros de 45 dias
post-inmunizacion, se refiere una proteccion parcial sin desarrollo de micetoma,
sino unicamente inflamacion. Es mas, la transferencia pasiva de suero negativo

(proveniente de animales no inmunizados) también confirio esta proteccion
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parcial anti-micetoma (Pérez-Rivera, 2005). En otro estudio (Salinas-Carmona y
Pérez-Rivera, 2004) se observd una proteccién parcial anti-micetoma cuando los
animales recibieron suero hiper-inmunes contra antigenos solubles (P24, P38 6
P61) del dia 30 post-inmunizacion y una proteccion parcial cuando los animales
recibieron inmunizacion activa con estos mismos antigenos y fueron infectados
45 dias después. En un estudio mas reciente (Salinas-Carmona et al., 2006) se
refiere que no fue posible obtener proteccion anti-micetoma cuando los animales
recibieron inmunizacién pasiva con sueros hiper-inmunes anti-P24 o anti-BMC
obtenidos los dias 30 6 60 post-inmunizacion, pero si cuando los sueros fueron de
los dias 7 6 15. Los estudios mencionados indican que los anticuerpos IgM son
claves para conferir esta proteccion durante la inmunizacion pasiva. Sin embargo,
todavia no queda completamente claro por qué existe una proteccion parcial
cuando son transferidos sueros con niveles de IgM mas bajos o incluso, sueros de
animales sin inmunizar. Se ha reportado que los sueros protectores pierden
parcialmente esta propiedad cuando son inactivados con calor; ademas, también
se observo un efecto similar cuando se administrd solamente precipitado de
euglobulinas (Salinas-Carmona y Pérez-Rivera, 2004). Estos hallazgos involucran
necesariamente la participacion de otros factores séricos (p. ej. complemento) en
la proteccidn, aparte de los anticuerpos.

Por otro lado, los trabajos realizados hasta este momento solamente han
involucrado el estudio de proteinas inmunodominantes de N. brasiliensis. Ya se

ha descrito que el mismo inmundgeno es capaz de modular la respuesta inmune,
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tal como se observd en este trabajo con los niveles nulos de anticuerpos anti-
rSodA cuando se inmuniz6 con BMC pero que fueron altos en los animales
control. “La inmunogenicidad no esta relacionada necesariamente con la
inmunidad protectora”, ha sefialado Salinas-Carmona (2006). El estudio de
factores de virulencia bacterianos (inmunogénicos o no) susceptibles de ser
blogueados, puede representar una buena estrategia para la creacién de
mecanismos protectores contra la enfermedad (farmacos, anticuerpos, vacunas)
que a fin de cuentas, es lo mas importante.

Aungue en este estudio se mencion6 que la correlacion de los niveles altos
de anticuerpos 1gG con la proteccion anti-micetoma fue significativa, lo cierto es
que no es posible establecer una relacion de causalidad entre ambos eventos,
sobre todo si se tiene en cuenta la participacion de la respuesta inmune celular en
la proteccion, la cual no fue objeto de estudio en esta tesis. Lo que si quedé claro
en este trabajo fue que la habilidad de la rSodA para conferir proteccion anti-
micetoma en los animales infectados con N. brasiliensis, sugiere su
participacion como un factor de virulencia en esta bacteria, lo cual contribuye
a un mejor entendimiento acerca de los mecanismos de patogenicidad de N.

brasiliensis.



CAPITULO 9

CONCLUSIONES

. La cepa de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 (ATCC 700358) posee
solamente una actividad superdxido dismutasa correspondiente al
tipo A.

. La SodA recombinante de N. brasiliensis demostro ser inmunogénica
en ratones BALB/c.

. La SodA recombinante de N. brasiliensis fue capaz de inducir
proteccion total (hasta los 90 dias post-infeccion) contra el
establecimiento del actinomicetoma en ratones BALB/c.

. El papel de los anticuerpos IgG anti-rSodA en el momento de la
infeccidn parece ser clave para la proteccidn anti-micetoma.

. La induccidn de proteccion anti-micetoma, sugiere la participacion de
la SOD en la patogenicidad de N. brasiliensis y su papel como un

posible factor de virulencia.
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CAPITULO 10

PERSPECTIVAS

1. ldear nuevas estrategias de blogueo de la actividad SOD de N.
brasiliensis utilizando nuevos vectores (antisentido o de

integracion) o anticuerpos monoclonales anti-SodA

2. Ensayar la obtencion rSodA a partir de otros vectores de
expresion para posibilitar su aislamiento con una conformacion

activa.

3. Realizar experimentos de inmunizacion pasiva con anticuerpos
anti-rSodA a fin de aclarar su participacion en la proteccién anti-

micetoma.
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APENDICE A

LISTADO DE INICIADORES PARA PCR

TABLA Al. Iniciadores utilizados en este trabajo.

INICIADOR AMPLICON SECUENCIA

SODAorf sodA de N. 5’-AGGAAGATGCATCGTGGCTGAG-3’
brasiliensis

SODA(fin sodA de N. 5’-AAGCTTGATCAGCCGAAGAAGAGGCCCTTG-3’
brasiliensis

TETI tet" de pBR322 5’-CAAGTATTCCGCGGTTTGAC-3’

TET2 tet" de pBR322 5’-AGTTCTCCGCGGGAATTG-3’

PCR gn" de pRU1701 5’-GGATCGAATTCATTAGGTGGCGG-3’

PCF gn® de pRU1701 5’-GTGACGGTACCATACGCACACCG-3’

Nota: las bases subrayadas denotan sitios de restriccion
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APENDICE B

PREDICCION TEORICA DE LA ESTRUCTURA
TRIDIMENSIONAL DE LA SodA DE N. brasiliensis

Figura B1. Estructura 3D tedrica
de SodA en disefio de cintas
(ribbons).  Se  aprecian  las
conformaciones de a-hélices (en
rosa) y B-plegados (en amarillo).
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Figura Bl. Estructura 3D teé6rica de SodA en disefio de globular
(spacefill, arriba) y de bastones (sticks, abajo). El sitio tedrico de accion de
la enzima y de su asociacion al cofactor metalico se sefiala en amarillo.
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