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RESUMEN
Barbara Castro Matteotti Fecha de Graduacion: Febrero, 2008
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: IDENTIFICACION DE ANTIGENOS DE FILTRADO DE
CULTIVO DE Nocardia brasiliensis QUE INDUCEN LA
RESPUESTA INMUNE CELULAR EN RATONES
BALB/c Y EN HUMANOS.

NUmero de paginas: 43 Candidato para el grado de
Doctor en Medicina.

Area de Estudio: Ciencias de la Salud.

Propédsito y Método del Estudio: El micetoma es una infeccién subcutanea
crénica, causada por bacterias u hongos. En México, la mayoria de los
casos son causados por Nocardia brasiliensis. La fisiopatologia del
micetoma se conoce de manera parcial. El propésito de este trabajo fue
identificar antigenos de filtrado de cultivo de N. brasiliensis, capaces de
inducir la respuesta inmune celular en ratones BALB/c y en pacientes con
micetoma, y determinar el patron de citocinas producidas ante estos
antigenos. Se determind la concentracion de IFN-y211, IL-1a Je IL-4 en
cultivos de esplenocitos de ratones BALB/c inmunizados e infectados con N.
brasiliensis. Los cultivos celulares fueron estimulados con filtrado de cultivo
(AFC) crudo de N.brasiliensis y 5 fracciones protéicas semi-purificadas de
AFC, separadas por electroforesis (P1, P2, P3, P4, P5). Posteriormente, se
utilizé AFC crudo vy las fracciones que estimularon la produccién de IFN-y en
los ratones, para estimular la produccién de IFN-y y proliferacion de células
mononucleares de pacientes con micetoma por N.brasiliensis, individuos
con tuberculosis y controles sanos.

Contribuciones y Conclusiones: El AFC crudo y 3 fracciones protéicas (P3, P4
y P5) estimularon una produccion significativa de IFN-y en ratones
infectados. La produccion de IL-1a e IL-4 fue minima en todos los grupos.
En los ensayos en humanos, soélo el AFC crudo estimuldé una produccién
significativa de IFN-y y proliferacién celular en el grupo de pacientes con
actinomicetoma. Estos resultados sugieren que en el filtrado de cultivo de
N.brasiliensis se encuentran antigenos que son reconocidos por los
pacientes con actinomicetoma y no producen estimulacién cruzada en
pacientes con tuberculosis y controles sanos; siendo candidatos potenciales
para el desarrollo de una prueba inmunoldgica para el diagndstico de
actinomicetoma.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. Definicion

El micetoma es una infeccion localizada de evolucion crénica, que
afecta la piel, tejido celular subcutdaneo, hueso y en ocasiones 6rganos
adyacentes. Se caracteriza clinicamente por la presencia de una tumoracion
firme, con multiples abscesos y fistulas con drenaje purulento que contiene
granulos formados por microcolonias del agente causal. Las caracteristicas

de estos granulos dependen del microorganismo causante de la

1,2,3,4,5,6.

infeccion.

Figura 1.- Actinomicetoma causado por Figura 2.- Granulo de N. brasiliensis
Nocardia brasiliensis. (HE, 40x).
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1.2. Historia

Esta entidad clinica fue descrita en 1842 por John Gill en la regién de
Madura, India,’ y mas tarde fue denominada “Pie de Madura” por Colebrook.
En 1860 Carter determind su etiologia fungica y propuso el término
micetoma (“tumor por hongos”)”>. En 1913 Pinoy distinguié dos grupos
segun su etiologia: actinomicetomas, causados por actinomicetos aerobios,
y eumicetomas, causados por hongos verdaderos.” En México, el primer

caso fue descrito por Cicero en el afo de 1902.

1.3 Datos Epidemiolégicos

El micetoma se presenta en zonas geograficas cercanas al Tropico de
Cancer, donde predomina el clima tropical y subtropical, y afecta con mayor
frecuencia a personas que viven en areas rurales de paises en desarrollo.*®
Los microorganismos productores de micetoma han sido aislados del suelo,
de restos vegetales, de madera y plantas, en especial de las acacias y otras
plantas espinosas. La infeccion se adquiere por inoculacion del
microorganismo a través de la piel, mediante traumatismos con espinas o
fragmentos de madera. Es por esto que las lesiones predominan en
extremidades inferiores, aunque también pueden localizarse en el tronco,
cabeza, cuello, y extremidades superiores.?%'*"

El micetoma se considera la “micosis” profunda mas frecuente en

Nuestro pais, con una incidencia de 70 casos por aino; siendo el estado de
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Nuevo Ledn uno de los estados con mayor numero de casos registrados
(mas de 450 casos en el periodo 1956-1990).  En relacién a la
epidemiologia local, en el Hospital Universitario “José E. Gonzalez”, que es
uno de los principales centros de referencia del noreste del pais, se
registraron 101 casos en el periodo de 1990 al 2003, con un promedio de 8
casos al afno. De estos casos, el 42% eran provenientes del estado de
Nuevo Leon y el 37% de San Luis Potosi, Tamaulipas y Coahuila. En esta
misma serie, se confirmd el diagndstico de actinomicetoma en 85 casos,
siendo Nocardia brasiliensis el agente etiolégico en el 71% de ellos. Es
importante mencionar que las edades de estos pacientes oscilaron entre 12
y 89 afnos, con una media de 37; y que el 37% presentaban algun grado de
incapacidad funcional debida al micetoma. Cabe destacar también, que se
observé un gran numero de casos que abandonaron el tratamiento, ya que 8
pacientes no volvieron después de la primera cita y 63 dejaron de asistir

antes de concluir el tratamiento. ™

1.4. Etiologia

En México, el 98% de los casos son causados por bacterias y sélo el
2% por eumicetos; de los actinomicetomas, el 86% son causados por
Nocardia brasiliensis, seguido por Actinomadura madurae (8%) vy
Streptomyces somaliensis (4%)."”

Nocardia brasiliensis es una bacteria que pertenece al orden

Actinomicetales, familia Nocardiaceae y género Nocardia.
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El género Nocardia esta filogenéticamente relacionado con otros
géneros bacterianos, tales como: Mycobacterium, Corynebacterium,
Gordonia, Rhodococcus y Tsukamurella. Nocardia brasiliensis es un bacilo
aerobio, intracelular facultativo, no mévil, grampostivo y parcialmente acido-
alcohol resistente. Produce filamentos ramificados tanto en cultivos como en
los tejidos, que al microscopio se observan como filamentos microsifonados
(0.5-1 ), que se fragmentan en formas cocoides y bacilares. Tiene una
pared celular semejante a la de las micobacterias, compuesta por

14,15,16 Crece

peptidoglicano, arabinogalactano y acidos nocardiomicolicos.
en medio Sabouraud o mycosel a temperatura ambiente, observando el
desarrollo de colonias en 8-10 dias. Las colonias son de color blanco-
amarillento y en ocasiones con tonalidad naranja; tienen un aspecto
acuminado o surcado, que se ha descrito como “rosetas de maiz”; son secas
y de consistencia dura. Para diferenciarla de otras especies de Nocardia se
utilizan algunas de sus propiedades bioquimicas, tales como la

descomposicion de tirosina y urea, licuefaccion de gelatina e hidrdlisis de

caseina .’

Figura 3.- Filamentos de Nocardia brasiliensis
(tincién Kinyoun, 100x).
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1.5. Fisiopatologia e inmunologia del actinomicetoma.-

Una vez que ha ocurrido la inoculacién en el hospedero, pueden
ocurrir dos eventos: que la bacteria sea eliminada por la inmunidad innata
del huésped impidiendo que se instaure la infeccidén, o que la bacteria logre
evadir los mecanismos inmunolégicos causando una infeccién cronica. Es
importante destacar que debido a su abundancia en el medio que nos rodea,
muchos hayamos tenido contacto con este actinomiceto; y la realidad es
que aun en regiones endémicas, muy pocos individuos desarrollan

micetoma."”

Hasta el momento, no se conoce por completo la patogénesis de las
infecciones por Nocardia y los mecanismos que le permiten instalarse
cronicamente en los tejidos de ciertos individuos.  Su virulencia parece
depender principalmente de su capacidad de evadir o modular la respuesta

inmune del huésped. ' "2

Los mecanismos inmunolégicos que se desarrollan ante las
infecciones por Nocardia se conocen de manera incompleta; pero se ha
demostrado en humanos y en modelos murinos, que tanto la inmunidad
innata como la adaptativa participan en la resistencia del hospedero; y que
de ésta ultima, se estimula tanto la inmunidad celular como la
humoral.”®'®9%2' A(n se necesitan estudios mas especificos para
determinar cual de ellas juega el papel primordial en la inmunopatologia del

micetoma.
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1.5.1. Participacion de la Inmunidad Celular.

Existen diversos estudios que apoyan la importancia de la inmunidad
celular en el desarrollo del micetoma. A partir de 1953, Gonzalez-Ochoa y
colaboradores publicaron diversos estudios sobre la respuesta inmune en
pacientes con actinomicetoma, mostrando que los pacientes con pruebas
cutaneas positivas a nocardina y tuberculina tenian un prondstico favorable;
mientras que los que tenian altos titulos de anticuerpos fijadores de
complemento y precipitinas, presentaban una enfermedad mas severa y
pobre respuesta al tratamiento.”® En 1977, Mahgoub y colaboradores,
reportaron resultados similares.*

Poco después, Ortiz-Ortiz y colaboradores, observaron tanto en
pacientes como en animales de experimentacion, que la hipersensibilidad
celular a extracto bacteriano crudo o antigenos purificados de Nocardia
brasiliensis, se asociaba con una evolucion clinica satisfactoria.?**?

En 1977, Folb encontré que el inocular ratones atimicos con Nocardia
brasiliensis, no se formaban granulomas y los animales morian de
enfermedad diseminada; mientras que en ratones sanos la infeccion
permanecia localizada y en muchos de los casos se resolvia de manera

espontanea.” Posteriormente, Vera-Cabrera y colaboradores reportaron

resultados similares en ratas atimicas. %

1.5.2. Participacion de la Inmunidad Humoral.
En relacién a la inmunidad humoral, no esta claro el papel de los

anticuerpos circulantes anti-nocardia en la proteccién del hospedero.
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Algunos estudios sugieren que no tienen un papel relevante o pueden
incluso empeorar las lesiones.” En 1982, Rico y colaboradores, mostraron
que los ratones depletados de linfocitos B e inoculados con Nocardia
brasiliensis, tenian un mejor pronostico en el desarrollo de micetoma que los

controles.®

En 1992, Salinas, Vera y cols. describieron que los pacientes con
micetoma causado por N. brasiliensis reconocian 3 proteinas
inmunodominantes de un extracto citoplasmatico, las cuales tenian un peso
molecular de 61-, 26- y 24-kDa.*' Posteriormente, el mismo grupo desarrollé
una prueba inmunoenzimatica (ELISA) para detectar anticuerpos séricos
contra estas proteinas en pacientes infectados por N. brasiliensis,
encontrando que existe relacion entre el titulo de anticuerpos y la evolucion

del micetoma. 323

En 1996, Salinas-Carmona y colaboradores, demostraron que la
inmunidad humoral pasiva en ratones experimentales previene el desarrollo
de micetomas, no asi el suero hiperinmune de animales curados

espontaneamente o inmunizados. *

En el 2002, el mismo grupo reportd que la inmunizacion activa con
una proteasa caseinolitica de extracto celular de Nocardia brasiliensis, tenia
un efecto protector contra el desarrollo de micetomas experimentales en

ratones; mientras que la inmunizacion pasiva con suero anti-proteasa
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inducia sélo una proteccion transitoria contra la infeccion. Estos ultimos
resultados sugieren que deben ser otros factores humorales no relacionados
con anticuerpos, los responsables de este efecto protector de la inmunidad
humoral; siendo las citocinas, candidatos importantes para atribuirles este
efecto.

Dos anos después, se investigo el efecto de la inmunizacién activa y
pasiva con los antigenos P24, P38 y P64 de Nocardia brasiliensis en ratones
BALB/c; encontrando que existe un efecto protector de anticuerpos IgM
(activa- y pasivamente inducidos), contra la infeccion experimental por esta

bacteria en ratones. *

1.5.3. Citocinas.

Existe muy poca informacién sobre la participaciéon de las citocinas en
la fisiopatologia del micetoma, y poco se ha estudiado si existe produccion
de citocinas —y de qué tipo- ante el estimulo con antigenos de filtrado de
cultivo.

Los primeros datos sobre la producciéon de citocinas en modelos
experimentales de micetoma, fue publicado en 1999 por Salinas-Carmona y
colaboradores. En este trabajo se estudié la proliferaciéon celular, produccion
de inmunoglobulinas y concentracidon de citocinas en cultivo de células
mononucleares de ratones inoculados con N. brasiliensis, encontrando un
aumento importante en los niveles de IFN-y, y aumento moderado de IL-4,
IL-6 e IL-10 en los primeros 4 dias post-infeccion. La proliferacion de

linfocitos se detectd del dia 7 al dia 60 post-inoculacion.®

18



Recientemente, Zuhiga de Jesus en su tesis doctoral estudid la
secrecion in vitro de citocinas por macréfagos en respuesta a diversas dosis
de N. brasiliensis ATCC 700358 en fase de crecimiento exponencial
(virulenta) o estacionaria (avirulenta). Se encontro un efecto diferencial de N.
brasiliensis con respecto a la secrecion de citocinas, ya que, a diferencia de
la fase estacionaria, en la fase de crecimiento exponencial a dosis baja, N.
brasiliensis mostré ser inductor de IL-10. Se evidencidé también un efecto
inhibitorio del microorganismo sobre la produccion de TNF-q,
particularmente en su fase exponencial. Pero en general, en cualquiera de
sus fases y a diversas dosis, N. brasiliensis resulté ser un pobre inductor de
todas las citocinas estudiadas (IL-12, IFN-y, TNF-q, IL-1 e IL-10)."

En el 2004, se publicdé un trabajo sobre la produccion de citocinas y
proliferacion de linfocitos en pacientes con actinomicetoma y en controles
sanos, utilizando como antigenos el extracto celular crudo de Nocardia
brasiliensis y 5 fracciones antigénicas del mismo. Se observé que todos los
antigenos probados indujeron proliferacion de linfocitos en ambos grupos,
siendo ésta mas alta en los pacientes que en los controles. Las citocinas
evaluadas fueron IFN-y, IL-4, IL-10, IL-12 y TNF-al, observando que la
produccion de IL-4 fue muy baja en pacientes y nula en controles, mientras
que IL-10 e IL-12 fueron producidas en muy baja cantidad en ambos
grupos. En los pacientes con micetoma se observd una produccién mas alta
de TNF-all que en los controles; mientras que la produccién de IFN-y (fue
significativamente mayor en el grupo control, esto ultimo en contraste con
lo

observado en el trabajo realizado previamente por Salinas-Carmona.* Con
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los resultados de este estudio podria asumirse que por los niveles bajos de
IFN-y) y elevados de IL-4 y TNF-a [, los pacientes con micetoma activo

presentan una respuesta TH1 deficiente.*

1.6. Antigenos de filtrado de cultivo.

Como se mencioné anteriormente, Nocardia brasiliensis es un
organismo relacionado filogenéticamente con M. tuberculosis, para el cual se
ha demostrado que las proteinas que excreta al medio de cultivo tienen un
importante efecto estimulante de la inmunidad celular. 44243 4445

Recientemente, Morcos y colaboradores identificaron fracciones
proteicas de filtrado de cultivo de N. brasiliensis que eran reconocidas
por suero de pacientes con micetoma causado por este actinomiceto; y
posteriormente evaluaron la capacidad de estas proteinas de inducir
respuesta inmune celular mediante pruebas cutdneas en cobayos
sensibilizados con N. brasiliensis. De las fracciones identificadas, las
fracciones con pesos moleculares aproximados de 90-, 65- y 15- kDa, fueron
las que produjeron mayor induracion en las pruebas cutaneas realizadas en
cobayos.* No se ha determinado si estos antigenos son capaces de inducir
la respuesta inmune en humanos.

El objetivo general de esta tesis fue identificar antigenos de filtrado de
cultivo de Nocardia brasiliensis que inducen la respuesta inmune celular en

ratones BALB/c y en pacientes con actinomicetoma; asi como determinar el

patrén de citocinas producidas ante estos antigenos.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar antigenos de filtrado de cultivo de Nocardia brasiliensis
capaces de inducir una respuesta inmune celular en ratones BALB/c y en

humanos, asi como el tipo de citocinas producidas ante estos antigenos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Producir, purificar y fraccionar el AFC de Nocardia brasiliensis.

2. Determinar la capacidad del AFC purificado de inducir la respuesta

inmune y el tipo de citocinas producidas, en ratones BALB/c inmunizados

e infectados con N. brasiliensis.

3. ldentificar las fracciones de AFC que inducen la respuesta inmune celular

en ratones BALB/c inmunizados e infectados con N. brasiliensis, asi

como el tipo de citocinas producidas.

4. Determinar la capacidad del antigeno crudo y de aquellas fracciones que

hayan mostrado inmunogenicidad en el raton, de inducir la produccién

de IFN-y vy proliferacion celular en pacientes con micetoma.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1. Microorganismos

Se utilizé la cepa Nocardia brasiliensis HUJEG-1 (ATCC 700358),
aislada de un paciente con micetoma con diseminacidén pulmonar
diagnosticado en el Servicio de Dermatologia del Hospital Universitario-
UANL. La cepa se conservé en leche descremada al 2% a -70°C hasta su

utilizacion.

2.2. Produccion de antigenos de filtrado de cultivo (AFC)

La cepa N. brasiliensis HUJEG-1 fue cultivada por 72 horas en
matraces Erlenmeyer de 100 ml con 25 ml de infusidon cerebro-corazon
(Difco Lab, Detroit, Mich.) a 37°C, en agitacion (110 rpm). Después de su
crecimiento, la masa bacteriana fue compactada por centrifugacion y lavada
en 3 ocasiones con solucion salina estéril, para posteriormente ser
fragmentada en células individuales y filamentos cortos en un mortero con

solucién salina estéril. A continuacion, se inocularon 10 ml de esta
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suspension bacteriana en matraces Erlenmeyer de 2 litros, con 500 ml de
medio RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo.). Se incubaron en
agitacion (110 rpm), a 37°C durante 15 dias. Después de la incubacién, se
separd la masa bacteriana con papel filtro Whatman No.1 y se esterilizd por
filtracion utilizando filtros de 0.22 um (Millipore, Billerica, Ma). ElI AFC fue

concentrado por liofilizacion y almacenado a -20°C hasta su utilizacion.*

2.3. Precipitacion de las proteinas del AFC con sulfato de amonio

El liofilizado fue resuspendido en el minimo volumen de agua
bidestilada, se agrego sulfato de amonio solido a razon de 561 gr/litro, y se
disolvio por agitacion durante 2 horas a 4°C. ¥ El precipitado fue
recolectado por centrifugacion a 3000 rpm y resuspendido en el minimo
volumen de solucion de sulfato de amonio al 80%. Se centrifugd
nuevamente a 3000 rpm por 5 minutos, y se realizaron 3 lavados mas con
sulfato de amonio al 80%. Los precipitados se resuspendieron finalmente
en solucion buffer de fosfatos (PBS) pH 7.4, y se dializaron extensamente
contra agua bidestilada y PBS pH 7.4. Después de la didlisis, el AFC fue

nuevamente liofilizado y conservado a -20°C hasta su utilizacion.

2.4. Fraccionamiento del AFC

Para obtener las fracciones semi-purificadas, se prepararon geles de

poliacrilamida-SDS al 12% con gel concentrador al 4%, de 10 cm x 12 cm x
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3 mm, con un sistema de buffer discontinuo de Laemmli. ** Se procesaron
alicuotas de 10 mg de AFC liofilizado, resuspendido en la minima cantidad
de solucion salina estéril. ElI AFC se mezclé con una solucion buffer
preparada con SDS al 2.5%, 2-mercaptoetanol 2.5% (vol/vol), glicerol y azul

de bromofenol, y se calenté en agua en ebullicion por 2 minutos.

Se realiz6 electroforesis con un voltaje constante de 120 volts
durante aproximadamente 8 horas a 4°C. Al terminar la electroforesis, el gel
se fraccion6 manualmente a nivel de cada banda proteica, utilizando 30 pnl
de marcadores pre-tefiidos a cada lado del gel como guias de peso
molecular (BenchMark Prestained Protein Ladder, Invitrogen Co., Carlsbad
CA., Cat.10748-010). Estos marcadores contienen 10 bandas pre-tefiidas
con pesos moleculares de 177.3-, 110.7-, 79.8-, 61-, 47.8-, 35.9-, 24.5-,
18.7-, 13.9- y 5.9-kDa.

Cada una de las fracciones fue electroeluida durante 2 horas a 120
Volts. Se utilizd un concentrador con buffer glicina 384 mM-tris 250 mM
como buffer de electrodos y una dilucién 1:10 de este mismo buffer en la

31,50

camara de electroelucion. Después de la electroelucion, las fracciones

se dializaron durante 2 hr contra PBS, pH 7.4, a 4°C.

2.5. Analisis del AFC y las Fracciones

El AFC y las fracciones semi-purificadas se analizaron en un gel de

poliacrilamida-SDS al 12%, utilizando la técnica de electroforesis descrita
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previamente. Los geles fueron tefidos con nitrato de plata y azul de
Coomassie, y la concentracion de proteinas se determind por el método de

Bradford.®

Antes de utilizar el AFC y las fracciones en los cultivos celulares,
fueron esterilizadas utilizando filtros de 0.22 um (Spin-X, Corning Inc.

Corning, NY).

2.6. Animales

Se utilizaron 3 grupos de 6 ratones BALB/c machos de 9-12 semanas
de edad. Los animales provinieron de la colonia donada por el Dr. Carl
Hansen (Small Animal Section, Veterinary Resources Branch, National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) y se mantuvieron bajo condiciones

normales, recibiendo alimento para roedores purina y agua ad libitum.

Se siguieron las recomendaciones de la Norma Oficial Mexicana

(NOM-062-200-1999) para el trabajo con animales experimentales.

2.7. Inmunizacién de Ratones

2.7.1. Preparacion del In6culo

Después de su crecimiento en medio BHI (Difco Lab, Detroit, Mich.) a

37°C por 72 horas, se prepard una suspension bacteriana ajustada a una
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concentracion de 1x10° UFC de N.brasiliensis en fase logaritmica de
crecimiento. La suspension bacteriana fue inactivada a 121°C por 20

minutos.®?

2.7.2. Inoculacion de los Ratones
Un grupo de 6 ratones fue inyectado en 3 ocasiones con 100 ul de
esta suspension en el cojinete plantar, con un intervalo de dos semanas

entre cada inyeccion.*

2.8. Induccién de Micetoma Experimental en Ratones

Se inyectaron 6 ratones con 100 ul de una suspension celular con

1x10” UFC de N. brasiliensis en fase logaritmica de crecimiento, en el

cojinete plantar.®® El indculo fue preparado como se describié previamente,

sin ser inactivado.

2.9 Grupo control

Como control, un grupo de 6 ratones recibié 100 ul de solucion salina

estéril en el cojinete plantar.
2.10. Determinacion de la Produccion de Citocinas en

Esplenocitos de Ratones

Seis semanas después de la inoculacion, los animales fueron
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sacrificados por dislocacién cervical y se les extirpd el bazo en condiciones
de esterilidad. Se realizé una suspension de esplenocitos en medio RPMI-
1640 y se depositd en tubos con Ficoll-diatrizoato de sodio (Sigma Chemical
Co., St. Louis, Mo), en proporcion 2:1. La mezcla fue centrifugada a 1300
rom por 30 minutos (centrifuga Beckman TJ-6, no. serie 14184, no, cat.
340439.). La fase intermedia de células mononucleares fue separada,
lavada en 3 ocasiones con medio RPMI-1640 y ajustada a una
concentracion de 1x10° cél/ml de RPMI-1640 pH 7.4, suplementado con
bicarbonato de sodio 1 g/L, sulfato de gentamicina 50 ug/ml y 10% de suero
de ternera fetal. Se depositaron 2x10° células en 200 ul en micro-placas de
fondo plano y se estimularon con 5 ug de AFC, 1 ug de las 5 fracciones
semi-purificadas (P1, P2, P3, P4 o P5) o fitohemaglutinina A (PHA). Los
cultivos se incubaron por 24 horas a 37°C, con 5% CO2 a humedad
constante. Después de la incubacioén, los cultivos se centrifugaron a 10,000
rom por 5 minutos para separar las células (centrifuga Benchtop Beckman
mod. Allegra-64R; Cat No. 367586; Serie ALV99A07).*® Se determind la
concentracion de IFN-y, IL-1a e IL4 en el sobrenadante, utilizando un
método comercial de ELISA en micro-placas (Pierce-Endogen, Rockford, IL).

Los cultivos se realizaron por triplicado.

2.11. Seleccidén de Pacientes para el Estudio

Se incluyeron siete pacientes (4 hombres y 3 mujeres) con
diagndstico de micetoma activo por Nocardia brasiliensis, con edades de

13
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a 59 anos, sin otros factores de co-morbilidad asociados. El diagnéstico se
realizé en base al examen directo de la secrecion y estudio histopatologico;
el agente etiolégico fue confirmado con cultivo y pruebas bioquimicas. El
diagnostico y tratamiento de todos los pacientes se llevd a cabo en el
Servicio de Dermatologia del Hospital Universitario “José E. Gonzalez” de la

UANL, en Monterrey, N.L. México.

Se incluyeron también 7 pacientes con infeccién activa por
Mycobacterium tuberculosis (6 casos de tuberculosis pulmonar y 1
tuberculosis miliar), con menos de 1 mes de tratamiento, PPD positivo y sin
otras enfermedades asociadas. Todos los pacientes fueron de sexo
masculino, con edades de 19 a 43 afios y acudieron al Centro de
Investigacion, Prevencion y Tratamiento de Infecciones Respiratorias
(CIPTIR) del Hospital Universitario “José E. Gonzalez” donde se realizé el
diagnodstico y se inicié el tratamiento. En todos los casos se confirmé el

diagndstico por cultivo de M. tuberculosis.

Como controles participaron 7 individuos sanos (3 hombres y 4

mujeres), de 22 a 27 afnos de edad; sin antecedentes médicos relevantes y

con PPD negativo.

Todos los pacientes participaron de manera voluntaria y firmaron una

carta de consentimiento informado.
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2.12. Proliferacion de Células Mononucleares y Determinacién
de la Produccion de IFN-y en Sangre de Pacientes

Se tomd una muestra de 12 ml de sangre del antebrazo izquierdo a
cada paciente, en jeringas con 0.5 ml de heparina. Se realizé una dilucion
1:1 con RPMI-1640, y las muestras fueron depositadas en tubos con Ficoll-
diatrizoato de sodio (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.) en una proporcion
2:1. Se centrifugaron a 1300 rpm por 30 minutos (centrifuga Beckman TJ-6,
no. serie 14184, no, cat. 340439), y posteriormente se separé la interfase
de células mononucleares. Las células se lavaron 3 veces con RPMI-1640 y
se ajustaron a una concentracién de 1x10° cel/ml de RPMI-1640
suplementado como se menciond previamente. Se colocaron 2x10° cél/200
ul en dos micro-placas de fondo plano y se estimularon con 5 ug de AFC, 1
ug de las fracciones que mostraron inmunogenicidad en los ratones o PHA.
Se incubaron a 37°C, con 5% de CO2a humedad constante. Después de 24
hr de incubacion, una de las placas fue centrifugada a 10,000 rpm por 5
minutos para separar las células (centrifuga Benchtop Beckman mod.
Allegra-64R; Cat No. 367586; Serie ALV99A07) y se determind la
concentracion de IFN-y en el sobrenadante mediante ELISA en microplacas
(Pierce-Endogen, Rockford, IL). La segunda placa fue incubada durante 5
dias bajo las mismas condiciones, agregando 10 pl de *H-Timidina (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo.) 24 hr antes de la cosecha. Después de
cosecharlos, se determinaron las cpm con un espectrometro de radiacion

beta (Beckman LS6000TA). Los cultivos se realizaron por triplicado.
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2.13. Analisis estadistico.

La concentracion de citocinas se expresé en pg/ml y la proliferacion
celular en indice de estimulacion; todos expresados como medias de cultivos
triplicados. El indice de estimulacién se calculdé dividiendo la media de los
valores de cultivos estimulados entre la media de los valores de cultivos no
estimulados. Se calcul6 la media y desviacion estandar de cada grupo y las
diferencias entre ellos se analizaron con las pruebas de Kruskall-Wallis y

ANOVA. Se considero estadisticamente significativo un valor de p <0.05.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Analisis Electroforético del AFC

El analisis del AFC de N. brasiliensis mediante SDS-PAGE mostro
mas de 30 bandas, con rango de peso molecular de 8- a 180-kDa. Después
de la precipitacién con sulfato de amonio, se elimind una gran cantidad de
pigmentos de color café que se encontraban presentes en el extracto crudo,
conservando el mismo patrén de bandas proteicas. Las caracteristicas del
AFC se muestran en la figura 1.
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Fig 4.- AFC de N. brasiliensis analizado en SDS-PAGE 15%. Linea

1, AFC (15 ng); linea 2, AFC precipitado con sulfato de amonio

80% (15 pg); linea 3, marcadores de peso molecular. El gel se tifid 31
con nitrato de plata.



3.2 Fraccionamiento del AFC

Después del fraccionamiento y electroelucion de los geles, se
obtuvieron 12 fracciones semi-purificadas. En base a su pureza relativa y su
concentracion, se seleccionaron 5 de ellas para realizar los ensayos en
ratones. El peso molecular aproximado de las fracciones seleccionadas fue:

29-kDa (P1), 22-kDa (P2), 20-kDa (P3), 18-kDa (P4) y 14-kDa (P5). (Fig. 2).

MW (kDa)
225

— 150
— 100

— 75
— 50

— 35

— 25

— 15

— 10
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Fig 5.- Fracciones semi-purificadas de AFC analizadas en SDS-PAGE 12%,
tefiido con azul de Coomassie. Linea 2, P1 29-kDa (20 pl); linea 3, P2 22-kDa
(20 pl); linea 4, P3 20-kDa (20 pl); linea 5, P4 18-kDa (20 pl); linea 6, P5 14-
kDa (20 ul); linea 9, marcadores de peso molecular (BIORAD, Hercules, CA,
no. cat. 161-0317); linea 10, marcadores de peso molecular (PROMEGA,
Madison, W1, no.cat. V8491).
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3.3. Inmunogenicidad en Ratones

El patron de citocinas en los ratones mostréo que la produccion de
IFN-y fue significativamente mas alta en el grupo infectado, particularmente
cuando las células fueron estimuladas con AFC (p= 0.001), pero también
cuando se probaron las fracciones P3, P4 y P5 (p= 0.007, 0.009 y 0.009,
respectivamente). No se observo una produccion significativa de IFN-y en los

grupos inmunizado y control. Estos resultados se presentan en la figura 3.

La produccién de IL-1ae IL-4 fue minima en los tres grupos al

estimular con todos los antigenos estudiados, y no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre ellos.

pa/mi

PHA  AFC P1 P2 P3 P4 P5

Fig 6.- Produccion de IFN-y en esplenocitos de ratones BALB/c. PHA indujo una
mayor produccién de IFN-y en los ratones infectados. EI AFC y en menor grado las
fracciones P3, P4 y P5 estimularon una produccion significativa de IFN-y en el grupo
infectado (p = 0.001, 0.007, 0.009 y 0.009, respectivamente).



En base a los resultados obtenidos en los ratones, se seleccionaron
las fracciones P3, P4 y P5 para ser estudiadas en los pacientes. Las
caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio se muestran en la

tabla 1.

La produccion de IFN-y y la proliferacion de células mononucleares
fue significativamente mas alta en los pacientes con micetoma, pero
unicamente al estimular los cultivos con AFC (p= 0.001 y 0.001,
respectivamente). En contraste, las fracciones P3, P4 y P5 a dosis de 1 png,
no fueron capaces de estimular la produccion de IFN-y y la proliferacion
celular en humanos. No se observd estimulacién cruzada en pacientes con

tuberculosis ni en controles sanos.

La mayor estimulacién en pacientes fue inducida por el mitégeno
PHA. Tanto la proliferacién celular como la produccion de IFN-y fueron
mayores en los controles sanos que en los pacientes con micetoma o
tuberculosis. Sin embargo la diferencia no fue significativa, con un valor de p

de 0.091 (fig. 4 y 5).
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Tabla 1.- Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio.

Sexo/ Diagnéstico Cultivo PPD Tratamiento
Edad (afios) (al tiempo del ensayo)
Pacientes con micetoma

M/50 Micetoma en espalda x 6 afios N. brasiliensis NR -

M/51 Micetoma en pie derecho x 2 N. brasiliensis NR  TMP-SMX/Amikacina x 5m.
afios

F/27 Micetoma en pie izquierdo x 1 N. brasiliensis NR -
afo

F/46 Micetoma en muslo der. x 20 N. brasiliensis NR Moxifloxacina x 2 m.
afos

F/13 Micetoma en pie derecho x 3 N. brasiliensis NR  TMP-SMX/Amikacina x 3m.
afos

M/59 Micetoma en pie izq. x 11 afios N. brasiliensis NR  TMP-SMX/Amikacina x 5m.

M/42 Micetoma en pie derecho x 2 N. brasiliensis NR  TMP-SMX/Amikacina x 3m.
afos

Pacientes con tuberculosis

M/43 Tuberculosis pulmonar M.tuberculosis + -

M/20 Tuberculosis pulmonar M.tuberculosis + R/I/P/E x 1 sem.

M/34 Tuberculosis miliar M.tuberculosis + R/I/P/E x 2 sem.

M/19 Tuberculosis pulmonar M.tuberculosis + -

M/36 Tuberculosis pulmonar M.tuberculosis + -

M/22 Tuberculosis pulmonar y pleural M.tuberculosis + R/I/P/E x 2 sem.

M/31 Tuberculosis pulmonar M.tuberculosis + R/I/P/E x 1 m.

Controles sanos

F/22 Sano; sin antecedentes relevantes NR - NA

F/22 Sano; sin antecedentes relevantes NR - NA

M/22 Sano; sin antecedentes relevantes NR - NA

F/24 Sano; sin antecedentes relevantes NR - NA

M/27 Sano; sin antecedentes relevantes NR - NA

M/25 Sano; sin antecedentes relevantes NR - NA

F/24 Sano; sin antecedentes relevantes NR - NA

TMP-SMX= trimetroprim-sulfametoxasol, R= rifampicina, |= isoniazida, P= pirazinamida, E= etambutol,
NR= no realizado, NA= no aplica, m= mes(es).
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Figura 7.- Pacientes con actinomicetoma por N. brasiliensis, que participaron en el estudio.
A, paciente 1, actinomicetoma en espalda; B, paciente 2, actinomicetoma en pie derecho;
C, paciente 3, actinomicetoma en pie izquierdo; D, paciente 4, actinomicetoma en muslo
derecho; E, paciente 6, actinomicetoma en pie izquierdo; F, paciente 5, actinomicetoma en
pie derecho; G, paciente 7, actinomicetoma en pie derecho.
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Fig 8.- Proliferaciéon de células mononucleares de sangre periférica de pacientes.
Solamente el AFC estimulé de manera significativa la proliferacion celular en el
grupo de pacientes con micetoma (p = 0.001). No se observé estimulacion
cruzada en pacientes con tuberculosis y controles sanos.
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Fig 9.- Produccion de IFN-y en células mononucleares de sangre periférica de
pacientes. PHA indujo una mayor produccién de IFN-yen los controles sanos,
comparado con los pacientes con micetoma y tuberculosis (p= 0.091). Solamente
el AFC estimulé de manera significativa la produccion de IFN-y en los pacientes
con micetoma (p= 0.001). No se observo estimulacion cruzada en pacientes con
tuberculosis y controles sanos.
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CAPITULO 4

DISCUSION

La produccion de citocinas y su papel en la patogénesis del
micetoma se conoce de manera parcial; en este trabajo observamos una
produccion significativa de IFN-y y minima o nula de IL-4 en respuesta a los
antigenos estudiados en ratones infectados. Esto sugiere un predominio de

citocinas TH1 en respuesta a estos antigenos en el modelo murino.

En este trabajo, se observo induccion de la respuesta inmune celular
al AFC de N. brasiliensis unicamente en los ratones que fueron infectados
con bacterias viables. Las células mononucleares de los ratones
inmunizados con bacterias inactivadas por calor no indujeron produccion de
IFN-y, ni proliferacion de linfocitos. En otros experimentos, se ha demostrado
que es posible obtener una respuesta inmune ante diversos antigenos
celulares después de inmunizar con bacterias inactivadas con la técnica
utilizada en este trabajo.*® Estos resultados podrian indicar la necesidad de
bacterias viables en los tejidos del hospedero para que los antigenos de
fitrado de cultivo sean reconocidos por su sistema inmune. Esta
observacion también sugiere la posibilidad de que estos antigenos sean
producidos Yy liberados por Nocardia brasiliensis a los tejidos del hospedero

en el curso de la infeccidn; y que éstos sean antigénicamente diferentes a
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las proteinas intracelulares, si no todos, al menos los antigenos

inmunodominantes.

Las células de los pacientes con actinomicetoma, mostraron una
produccion significativa de IFN-yy proliferacién celular, al ser estimuladas
con AFC; sin embargo, las fracciones estudiadas (P3, P4 y P5) a dosis de 1
ug, no produjeron ninguna respuesta. Esto probablemente se deba a que a
la dosis utilizada no es suficiente para inducir una respuesta inmune en
humanos. En otros ensayos utilizando fracciones de M. tuberculosis y M.
leprae se ha observado que 1ug es suficiente para detectar una respuesta
TH1.%%%  Para descartar esta posibilidad, en antigenos de difusién de
Nocardia, sera necesario probar dosis mayores de las fracciones purificadas
y obtener una curva dosis-respuesta, con el fin de determinar la dosis

optima.

Es posible también, que durante el proceso desnaturalizante utilizado
en SDS-PAGE, las fracciones perdieran sus propiedades antigénicas. Por
este motivo, es necesario evaluar otros procesos para obtener fracciones de
AFC en condiciones no-desnaturalizantes.

22,39

En contraste con estudios previos observamos una respuesta mas

baja al mitdgeno PHA en los cultivos celulares obtenidos de pacientes con

micetomas activos, comparada con la de los controles sanos; esta baja

respuesta fue similar a la observada en los pacientes con tuberculosis. A
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pesar de que las diferencias no fueron estadisticamente significativas, los
resultados sugieren que podria existir cierto grado de deficiencia en la
inmunidad celular en los pacientes con micetoma activo. No esta claro si
esta respuesta inmune mas baja pudiera haber participado en el desarrollo
del micetoma, o si ésta es secundaria al proceso infeccioso crénico. Se ha
reportado que Nocardia spp. produce diversos inmunomoduladores e
inmunosupresores; sin embargo, no se conoce su papel en la fisiopatologia

del micetoma.®54%

Han sido multiples los estudios que han intentado desarrollar una
prueba que evalue la respuesta inmune celular a Nocardia brasiliensis, con
utilidad en el diagnéstico y pronostico del actinomicetoma. En 1953,
Gonzalez-Ochoa utilizé filtrado de cultivo de N. brasiliensis para realizar
pruebas cutaneas en pacientes con micetoma por N. brasiliensis, A. bovis,
otras micosis profundas e individuos sanos, encontrando reacciones
cutaneas positivas pero carentes de especificidad.? En otros trabajos se han
utilizando extractos citoplasmaticos *** o polisacaridos de la pared celular %;
y de manera similar, las reacciones cruzadas han sido obstaculos para
desarrollo de pruebas utiles, debido a la conocida similaridad antigénica

entre nocardia y diversas micobacterias. *"#%+?>%
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En M . tuberculosis se ha observado que los antigenos de filtrado
de cultivo son mas especificos que sus extractos celulares; el caso mejor
conocido es el PPD, que ha demostrado ser una excelente herramienta para
detectar la infeccion por esta micobacteria*“. Los antigenos
inmunodominantes del PPD se han identificado y aislado, probando
diferentes fracciones del extracto crudo, obteniendo asi antigenos con mayor

especificidad, como por ejemplo: CFP10-ESATG. 404142434445

En nuestro estudio, el AFC de N. brasiliensis no produjo estimulacion
cruzada en cultivos de pacientes con tuberculosis, y esto puede ser la base
para el desarrollo de pruebas especificas para detectar las infecciones por
nocardia, que sean de utilidad en el diagnostico temprano y prondstico de

los pacientes con actinomicetoma.
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1.

CAPITULO 5

CONCLUSIONES

En el AFC de N. brasiliensis se encuentran antigenos que son
reconocidos por pacientes con actinomicetoma activo, y no

producen estimulacion cruzada con antigenos de M. tuberculosis.

El AFC precipitado con (NH4).SO4 (sulfato de amonio) conserva

sus propiedades antigénicas.

Las fracciones de filtrado de cultivo de N. brasiliensis P3, P4 y P5
a dosis de 1 pg, estimulan produccion de IFN-y solamente en
ratones infectados con N.brasiliensis, no asi en el grupo

inmunizado con bacterias muertas por calor ni en humanos.

El AFC de N. brasiliensis es antigénicamente activo y por lo tanto
podria emplearse en estudios posteriores, con la finalidad de
desarrollar una prueba diagndéstica sensible y especifica para el
diagndstico temprano y prondstico de los pacientes con

actinomicetoma.
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ABSTRACT

The ability of culture filtrate proteins to induce a cellular immune response in
infected mice and humans was investigated. A crude extract culture filtrate
of Nocardia brasiliensis (CFA) and 5 semi-purified CFA fractions (P1, P2, P3,
P4, P5) were used to stimulate BALB/c mice spleen cell cultures. The
animals were divided into three groups: the first group was infected with
1x10" CFU of N. brasiliensis in the footpad, the second group was
immunized with heat-killed bacteria and the third was injected with sterile
saline. IFN-y, IL-1a and IL-4 concentrations were determined in culture
supernatants. Protein fractions eliciting IFN-y production in mice, as well as
the CFA, were used to stimulate IFN-y production and in vitro cell
proliferation assays with peripheral blood mononuclear cells of patients with
actinomycetoma by N. brasiliensis, individuals with pulmonary tuberculosis,
and healthy controls. In mice, CFA and 3 of the protein fractions (P3, P4 and
P5) induced significant IFN-y production in the infected group. In humans,
only the CFA induced IFN-y production and cell proliferation in the group of
patients with actinomycetoma. There was no stimulation in tuberculosis
patients and healthy controls. These results suggest that culture filtrate
antigens are recognized by patients with active actinomycetoma and do not
cross-react with M. tuberculosis antigens; being therefore potential

candidates to develop a diagnostic test.
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APENDICE A
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

“Identificaciéon de antigenos de filtrado de cultivo de Nocardia
brasiliensis, que inducen la respuesta immune celular en ratones
BALB/c y en humanos”.

Informacién sobre el estudio

El objetivo de esta investigacion es identificar proteinas producidas por
Nocardia brasiliensis, que sean capaces de despertar la respuesta inmune
en personas que tengan antecedente de micetoma causado por esta
bacteria; asi como en pacientes con tuberculosis y personas sanas como
controles negativos.

Procedimiento a realizar

Lo invitamos a participar en este estudio de la siguiente manera:

Donando una muestra de sangre de 12 ml, la cual sera extraida de su brazo
izquierdo. Esta muestra sera procesada, para que podamos analizar si las
células sanguineas producen unas sustancias llamadas citocinas y proliferan
al estar en contacto con proteinas excretadas por N. brasiliensis; lo cual es
una manera de saber si estas proteinas desencadenan la respuesta inmune
celular en un individuo.

Todos los resultados obtenidos de esta investigacion seran confidenciales.
La muestra donada por usted sera identificada con una clave y no se
revelara su identidad. Tampoco se realizaran estudios adicionales con su
muestra.

Es probable, que los resultados obtenidos en este trabajo sean publicados
en alguna revista o libro cientifico; pero en ningun momento seran revelados
los datos personales que de usted se obtengan al participar en este estudio.

Usted no recibira ninguna compensacién por participar en esta investigacion;
no tendra costos adicionales por su participacidn y su decision para tomar
parte en el estudio es totalmente voluntaria.

Usted tiene la libertad de decidir si acepta participar en esta investigacion. Si
decide no hacerlo, esto no afectara su atencion médica futura en esta
institucion.

Riesgos posibles

Existen riesgos que se pueden presentar al momento de tomar la muestra
de sangre. Puede sentir una molestia o dolor transitorio en el sitio de
puncion, la cual puede persistir por minutos u horas; de igual manera, puede
presentarse equimosis o0 hematomas en ese sitio. Algunas personas
experimentan mareo o sincope (desmayo) al momento de la puncion.

Si usted presenta alguna complicacion por el procedimiento realizado, tendra
derecho a que se le brinde la atencion médica requerida sin costo alguno.

Si tiene dudas adicionales relacionadas con esta investigacion, puede
dirigirse con el investigador principal, la Dra. Barbara Castro Matteotti, al
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teléfono 83-48-14-65 o 83-46-94-00 ext. 198; o en la consulta externa no. 10
del Hospital Universitario, ubicado en Madero y Gonzalitos S/N, col. Mitras
Centro en Monterrey, N.L.

Este estudio esta registrado en la Subdireccidon de Investigacion y Estudios
de Postgrado, de la Facultad de Medicina y Hospital Universitario de la
U.A.N.L.

Entiendo que estoy en mi derecho de solicitar cualquier aclaracién y
obtener informacion sobre la investigacion en cualquier momento del
desarrollo de la misma.

Ademas, entiendo que estoy en la libertad de retirarme en el momento
que desee y si tomo esta decision no me afectara en la futura atencién
meédica que requiera en el Hospital Universitario.

Entiendo que la informaciéon obtenida de la investigacion sera
manejada en forma confidencial y en ninguin momento se violara mi
privacidad.

Nombre del paciente Firma del paciente
Investigador principal Firma del investigador
Nombre del testigo 1 Firma del testigo 1
Firma del testigo 2 Firma del testigo 2
Monterrey, N.L.a__ del mes de de
APENDICE B
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CUESTIONARIO DE ANTECEDENTES DE LOS PACIENTES
PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO

“Identificaciéon de antigenos de filtrado de cultivo de Nocardia
brasiliensis, que inducen la respuesta inmune celular en ratones
BALB/c y en humanos”.

Clave de Identificacion:

Edad: Sexo: Masculino / Femenino

Antecedentes personales de enfermedades crénicas o recientes:

Cirugias recientes:

Medicamentos de uso cronico:

Otros medicamentos que tome actualmente:

Antecedentes familiares (diabetes, tuberculosis, micetoma, enfermedades
reumatoldgicas, inmunodeficiencia, otras):

Fecha de diagndstico de micetoma o tuberculosis:

Resultados y fecha de estudios confirmatorios:

Tratamiento (medicamentos y fecha de inicio):

Fecha de aplicacion de PPD: Resultado:

Fecha de toma de muestra sanguinea:

Dra. Barbara Castro Matteotti
Investigador principal, DERMATOLOGIA
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