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RESUMEN

Las nucleasas son enzimas que por muchos anos se
han relacionado exclusivamente con la actividad
digestiva. Sin embargo, diversos estudios han de-
mostrado que en condiciones naturales, tienen una
funcién microbicida importante. El presente traba-
jo se desarrollé con el objeto de demostrar in vitro
la accién germicida de laribonucleasa (RNasa) y la
desoxirribonucleasa (DNasa) cuando se aplican
exégenamente en algunas cepas patégenas. Surge
como una necesidad de analizar la accién directa
de las nucleasas sobre ciertos microorganismos,
debido a que al aplicarse terapéuticamente en
pacientes afectados de procesos-infecciosos pro-
ducidos por estos microorganismos, se ha obtenido
el control del padecimiento. En cultivos de cepas
puras de Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris,
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudo-
monas aeruginosa, Salmonella typhiy Escherichia
coli, se aplicaron directamente al medio de cultivo
soluciones al 0.1, 1, 10, 25, 50 y 75% de RNasa
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(0.00070 mg/mL) y/o DNasa (0.00035 mg/mL). Se
valoré la viabilidad y el crecimiento de las colonias
bacterianas conservadas en condiciones 6ptimas
de nutricién, temperatura, pH y osmolaridad, a las
24, 48, 72 y 192 horas de exposiciéon a estas
nucleasas. Se observd, que el efecto litico se mani-
fiesta en la mayor concentracién y que las distintas
cepas muestran una sensibilidad diferente a las
enzimas, ya sea que se apliquen individualmente o
en forma simultanea. Se concluye, que las nucleasas
tienen actividad antimicrobiana selectiva in vitro,
que corrobora el efecto que se ha observado in vivo,
en donde ademas, de demostrar el efecto micro-
bicida selectivo y lisar directamente a los micro-
organismos, controlan la infeccién porque destru-
yen a las células infectadas e inhiben la replicacién
de los microorganismos que se mantienen en el
interior de algunas células.

ABSTRACT

Nucleases are enzymes that for many years have
been related exclusively to the digestive activity.
However, several studies have demonstrated that in
natural conditions they also have an important
microbicidal action. This work was performed with
the aim to demonstrate in vitro the germicidal
action of ribonuclease (RNase) and deoxyribo-
nuclease (DNase) when they are exogenously
administered to some pathogenic strains. It was
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performed as a need to analyze the direct action of
nucleases over certain microorganisms, since
therapeutic administration of nucleases to patients
affected by infectious processes produced by these
microorganisms achieve the control of the ailment.
In pure stocks of Staphylococcus aureus, Proteus
vulgaris, P. mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi and
Escherichia coli, we directly administered solutions
at 0.1, 1, 10, 25, 50 and 75% RNase (0.00070 mg/
mL) and/or DNase (0.00035 mg/mL). The viability
and growth were evaluated for the bacterial colonies
conserved in optimal conditions of nutrition,
temperature, pH and osmolarity at the 24, 48, 72
and 192 hours of exposure to these nucleases. It
was observed that the lythic effect was shown at the
greatest concentration, and that the different stocks
had different sensitivity to the enzymes,
administered individually or simultaneously. It is
concluded that nucleases have a selective
antimicrobicidal effect in vifro, which corroborate
the effect observed in vivo, where they also control
the infectious process by destroying the infected
cells and inhibiting the replication of those
microorganisms kept inside some cells.

INTRANIICCTION
HNEINUIJULCL VIV

Las infecciones, sin duda alguna, han constituido uno de
los principales problemas de salud por la frecuencia que
tienen y la diseminacion con que se presentan, debido a
que los microbios tienen un elevado potencial de variabi-
lidad, pues a menudo se producen cambios mutagenéticos

en los organismos infectantes en el curso de una infeccién,

lo que dificulta su control. Esto ocurre porque los mecanis-
mos de cambio genético, entre las bacterias, son basica-
mente similares a los que tienen lugar en otros organismos,
pero como su tiempo de generacién es muy breve, permite
una seleccion mas rapida de los microorganismos mejor
dotados de una poblacién para sobrevivir en un ambiente
determinado.

La patogenicidad de las bacterias se basa en su capaci-
dad de penetrar en el huésped y multiplicarse, lesionando
alos tejidos por la liberacion de ciertos factores generado-
res de la virulencia, v porque pueden ser capaces de
expresarse genéticamente. Se incluyen entre éstos, algu-
nos productos secretorios y componentes estructurales. La
composicion quimica de la superficie de los gérmenes
patégenos impide hasta cierto grado su destruccién porlos
mecanismos de defensa del huésped incluso, cuando
algunas bacterias son fagocitadas, llegan a multiplicarse en
el interior de los fagocitos. En el huésped, las bacterias se
encuentran perfectamente dotadas para adaptarse a los
cambios del ambiente, lo cual explica el reto constante que
los microbios representan para éste. Otro aspecto impor-
tante que impide su erradicacién, es la resistencia que
presentan a los agentes fisicos y quimicos, ya que pueden
subsistir ante condiciones desfavorables como temperatu-

ras bajo cero y mayores a 60 “C. Sobreviven en el pus
desecadoy en el esputo de dias o incluso semanas fuera del
huésped, desarrollando actividades que garantizan su
supervivencia. Por ejemplo, la resistencia a la penicilina en
muchas cepas de S. aureus depende de su capacidad de
producir penicilinasa, propiedad transmitida por
transduccién que implica la presencia de plasmidos del
estafilococo, portadores de genes que le confieren resisten-
cia a los antibidticos!.

Ante los problemas para controlar los procesos infeccio-
sos se deben considerar los mecanismos naturales, para
evitar la aplicacién de inmunotoxinas, que generan seve-
ros efectos adversos?. Esto nos remite a las nucleasas,
moléculas ampliamente conocidas por su funcién
enzimaética, que permiten la degradacién de los acidos
nucleicos®, de donde deriva su nombre?. A la fecha, se ha
reportado que estas proteinas, se encuentran distribuidas
normalmente en los distintos compartimentos de todas las
células, asi como en los liquidos corporales®, desempenan-
do funciones muy distintas a las digestivas®, entre las que
se mencionan: la actividad antineoplasica’® mediante la
induccién de la apoptosisi?, regulacion de la proliferacién
celular'!, de la reparacién del ADN?, antiinflamatoria!®y
como microbicidas!* 6. Su concentracién varia de acuerdo
a los siguientes factores: edad, estado de salud, tipo de
padecimiento y ala respuesta que tienen los pacientes alos
distintos tratamientos!”!®. Sin embargo, se sabe muy poco
acerca de como realizan esta Ultima funcién, por lo que la
potencialidad terapéutica que tienen como microbicidas,
ha sido poco explotada. Nuestra experiencia clinica, nos
permite proponerlas para el control de los procesos infec-
ciosos e inflamatorios; y el presente trabajo, muestra los
estudios que se desarrollaron in vifro al exponer cepas de
microorganismos patdgenos a la accion directa de dos
nucleasas: desoxirribonucleasa y ribonucleasa.

MATERIAL Y METODOS
Se emplearon cepas puras de: Staphylococcus aureus,
Proteus vulgans, P. mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Pseu-
domonas aeruginosa, Salmonella typhiy Escherichia coll.
Staphylococcus aureus: gérmenes anaerobios facultati-
vos, no esporulados, muy resistentes a temperaturas extre-
mas, fagocitosis, cloruro de mercurio y fenol, son produc-
tores de forinculos, antrax e infecciones generalizadas.
Cuando penetran a tejidos profundos, producen necrosis.
Su alta patogenicidad estriba en que elaboran coagulasa,
sobreviven en el interior de los fagocitos que logran
fagocitarlos, elaboran leucocidinas y generan hipersensibi-
lidad retardada, lo cual incrementa las necrosis histicas y
la sensibilidad del huésped a las infecciones. Esta especie
se encuentra en la piel y la cavidad orofaringea del
hombre, pero no es altamente infectivo porsisolo, amenos
que haya otros factores coadyuvantes o predisponentes
como una complicacién traumética, quirdrgica, o en pa-
cientes con procesos crénicos, caquectizantes como en la
diabetes mellitus, cirrosis hepética y cancer. Es sensible a
los derivados semisintéticos de la penicilina y tépicamente
a la lisostafina.
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Proteus vulgaris v P. mirabilis: residentes normales del
intestino humano, a menudo libres en el agua vy suelo. Se
encuentran normalmente en las heces humanas, especial-
mente cuando el individuo se esté aplicando algiin tratamien-
to microbicida o cuando sufre procesos diarreicos inducidos
por otros microorganismos. Producen infecciones en las vias
urinarias, particularmente 2. mirabilis, aunque pueden pro-
ducir infecciones mas severas en otros sisternas. Usualmente,
son sensibles a la carbenicilina y gentamicina, pero sélo la £,
mirabilises destruidaporlapenicilina G, cefalotina, ampicilina,
kanamicina y cloran-fenicol.

Klebsiella pneumoniae: también conocido como bacilo
de Friedlander, Gram negativo. Normalmente se encuen-
tra en el aparato respiratorio y en las heces de sujetos
sanos. De igual modo, es frecuente en pacientes con
diversos estados patoldgicos de la nariz, senos nasales y en
algunos casos de neumonia, aungue no se le considera que
sea la causa. Sus propiedades invasoras se deben a la
actividad antifagocitica que tiene su cépsula, por lo que
provocan abscesos pulmonares crénicos que aveces obli-
gan a la extirpacién mediante la cirugfa. Es sensible a la
kanamicina, gentamicina, polimixinas, cefalotina,
cloranfenicol y estreptomicina.

Pseudomonas aeruginosa:se encuentran normalmen-
te en el agua y suelo. También forman parte de la flora del
intestino humano, saliva y piel. Es, ademas, parésito
facultativo humano ya que actia como oportunista, de
preferencia en el medio hospitalario, en donde causa
infecciones muy dificiles de tratary a menudo mortales en
pacientes altamente susceptibles como son ancianos y
sujetos con las siguientes enfermedades subyacentes:
procesos malignos, uremia crénica, fibrosis quistica y
hepatopatias. De la misma manera, es causante de
infecciones en las vias urinarias, otitis media, meningitis,
endocarditis, neumonia necrosante y lesiones caracteri-
zadas por necrosis en la piel y ojos. Igualmente, se ha
observado incremento de infecciones mortales por este
microorganismo con el uso de dispositivos como catéteres
y otros semejantes, ya que a través de ellos tienen rapido
acceso a los 6rganos vitales, asi como por transfusién de
sangre o de liquidos contaminados. Se incrementa el
riesgo por la resistencia que muestran estas bacterias a los

Adeosinfoctantos ua aguie ann cuando son sensibles a la
desinieciantes ya que aun cuando son sensibles a (@

mayoria de los antibidticos (particularmente a la
carbenicilina, colistina y gentamicina) desarrollan resis-
tencia a éstos réapidamente.

Salmonella typhi-se encuentra libre como consecuencia
de la contaminacién fecal. Persiste poco tiempo en forma
libre, pero es en esta forma como ingresa al tracto digestivo
por alimentos o agua contaminada que la contienen o la
adquieren al ser manipulados por portadores crénicos.
Después de que se adquiere, se manifiesta alrededor de una
semana de incubacién produciendo la salmonelosis la cual
puede manifestarse de tres formas: fiebres entéricas,
septicemias y gastroenteritis aguda. Su erradicacién se
dificulta por la capacidad que tienen para sobrevivir en el
interior de los fagocitos, por lo que hay un gran niimero de
portadores. Es sensible al cloranfenicol y ampicilina.

Escherichia coli: se encuentra normalmente en el tracto
digestivo. Es la especie predominante en el intestino
grueso por lo que se le conoce como colibacilo. Es comen-
sal, pero bajo ciertas condiciones se torna patégena, pasa
a la sangre y a la linfa e invade los rinones, vesicula y
conductos biliares. También produce infecciones en las
vias urinarias al desplazarse desde la uretra. Asimismo,
algunas cepas patdgenas son parte del cuadro productor
de la apendicitis, peritonitis, y tienen un papel muy impor-
tante en cuadros diarreicos agudos en ninos pequenos. en
la diarrea del viajero v en las intoxicaciones por alimentos.
Lamayoria delas cepas son sensibles a las sulfas, ampicilina,
cefalosporina, tetraciclina y carbenicilina.

Las cepas puras de estos patdgenos se cultivaron en
placas de agar y por siembras sucesivas se multiplicaron.
Las que se conservaron como control, se incubaron con
suero de ternera fetal a una concentracién del 10%,
mientras que las experimentales, se trataron con RNasa y/
o DNasa a concentraciones al 0.1, 1, 10, 25, 50 y 75% de
soluciones que contienen 0.00070 y 0.00035 mg/mL
respectivamente, por periodos de 24, 48, 72 y 192 horas.
Se analizé el crecimiento de las colonias cada 24 horas por
un periodo de ocho dias y se calculd la curva de crecimien-
to, que se define como la velocidad de crecimiento de las
colonias bacterianas en medio fresco a través de una serie
de fases representada logaritmicamente. Se hicieron cua-
tro repeticiones de cada experimento.

Las nucleasas, DNasa y RNasa, son extraidas de tejidos
animales, pancreas y bazo de bovino respectivamente,
purificadas y liofilizadas (Merck) y posteriormente tratadas
guimicamente para que se conserven activas estando en
solucién (Hypatia), pues siendo proteinas con caracter
enziméatico, son muy labiles a multiples factores que deben
conservarse constantes para evitar su desnaturalizacion e
inactivacién. Este tratamiento se hace también conelfinde
que aun cuando se encuentren en soluciéon, mantengan
sus caracteristicas lo mas parecido a las que se encuentran
en el organismo, de tal manera que cuando se administren
a los pacientes, no generen efectos negativos y en cambio,
desarrollen las funciones que realizan en condiciones
naturales. Deben administrarse en dosis suprafisiolégicas,
que garanticen su ingreso a los tejidos infectados, inflama-

dos o lesionados a pesar de aue nuedan disminuir su
GOS O lesionados a pesar ge gue puedan aisminulr su

concentracién o su actividad al ingresar al organismo.

RESULTADOS

Los resultados son el promedio de cuatro experimentos y
se observan en las figuras 1-7. Los valores representan el
porcentaje del crecimiento de las colonias bacterianas
(inversa de la actividad litica de las nucleasas), por lo que
se debe interpretar que a mayor desarrollo de las colonias,
menor actividad de las nucleasas y viceversa. De acuerdo
alosresultados, se puede interpretar en forma general, que
los microorganismos sensibles a ambas nucleasas fueron
los pertenecientes a las cepas de Profeus mirabilis y
Klebsiella pneumoniae. Las cepas que mostraron mayor
sensibilidad a la DNasa fueron Pseudomonas aeruginosa,
y Salmonella typhiy a la RNasa Staphylococcus aureus,
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Figura 1. Colonias de Staphulococcus aureus tratadas con
DNasa, RNasa v ambas. Se observa mayor sensibilidad a la
RNasa.

Figura 3. Se observa que Proteus mirabilis, es sensible a ambas
nucleasas, sin embargo el efecto no es aditivo cuando se aplican
simultdneamente.
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Figura 2. [as colonias de Proteus vulgarismuestran sensibilidad
a las dos nucleasas. Ademas, se observa que hay un efecto
aditivo cuando actan juntas.

Proteus vulgaris, Escherichia coli y Klebsiellapneumoniae.
Como puede observarse, FProteus vulgaris v Salmonelia
wphi mostraron alta sensibilidad a la mezcla de las dos
nucleasas a corto o largo plazo. También se observo, que
los cultivos que se conservaron con suero de ternera fetal
(controles) mostraron disminucion en su tasa de creci-
miento, incluso en algunos si se obtuvo un resultado
significalivo estadisticamente (p < 0.05) con respecto al
100% que se espera del crecimiento de las colonias, lo cual
no se logré con ninguna de las cepas.

DISCUSION

Existen multiples factores que determinan serias dificultades
para el control bacteriano tanto por las caracteristicas de los
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Figura 4. Las colonias de Alebsiella pneumoniae, son sensibles
a ambas nucleasas v el efecto aumenta parcialmente cuando se
agregan simultdneamente.

microorganismos como por las que presenta el paciente.
Dentro de las primeras se incluyen: las distintas velocidades
de multiplicacién maxima, las cuales varian considerable-
mente entre los diferentes tipos de bacterias, aunque las
bacterias no mantienen indefinidamente el crecimiento
exponencial debido a factores como: limitaciones
nutricionales, acumulacién de metabolitos téxicos, o am-
bas. Incluso, en condiciones ideales in vitro, las poblaciones
totales maximas rara vez exceden el nimero de 10'/mL. Sin
embargo, al encontrarse dentro de un huésped, las condi-
ciones de crecimiento son éptimas, por lo que su desamollo
a corto plazo es muy notable, creando los problemas
inherentes al huésped. Los mecanismos que actualmente se
emplean terapéuticamente, en muchas ocasiones atin cuan-
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Figura 5. Se observa que las colonias de Pseudomonas
aeruginosa tienen una mavor sensibilidad al efecto litico de la
DNasa.
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Figura 6. Las colonias de Saimonella typhi, muestran alta
sensibilidad a la combinacién de DNasa y RNasa.

do logran controlar el problema infeccioso, generan severos
efectos secundarios. Se han empleado terapéuticamente las
nucleasas con la finalidad de diluir las secreciones mucosas,
como en la fibrosis quistica!”. Esto se debe a que por su
funcién enzimatica degradan las proteinas que se encuen-
tran en las secreciones. Sin embargo, algunos estudios han
demostrado que las nucleasas tienen igualmente funciones
antiinflamatorias, antitumorales y microbicidas, pero su uso
terapéutico para el control de estas enfermedades no se ha
generalizado, probablemente por falta de informacién. En
la actualidad, no se ha esclarecido cémo realizan estas
funciones, no obstante, se tienen algunos datos que permi-
ten interpretar estas funciones. Por ejemplo, la funcién
microbicida pudiera ser un mecanismo de defensa primiti-

Figura 7. Se observa que Escherichia coli, es mas sensible a la

RNasa.

vo, conservado a través de la escala filogenética, puesto que
es un proceso de reconocimiento y destruccion de estructu-
ras ajenas al organismo que se encuentra ampliamente
distribuido en el reino animal. Como las nucleasas se
encuentran distribuidas en todos los compartimentos extra
e intracelulares, se pueden mantener en contacto con
cualquier componente del organismo. Una vez que las
nucleasas establecen contacto con los microorganismos
invasores, células envejecidas, lesionadas, infectadas o
transformadas penetran a su interior, probablemente por-
que el aumento de la permeabilidad de la membrana o
pared celular lesionada o bien alterada asi lo permite debido
a la conformacion que adquieren cuando se encuentran en
solucion, forma en que se manejan en nuestro laboratorio
yyue parece ser determinante® en el efecto que tienen sobre
el control de los procesos infecciosos, inflamatorios in vivo
e in vifro, o bien, penetrando a través de moléculas transpor-
tadoras que favorecen suincorporacion’?, desencadenando
la apoptosis'. Otros mecanismos propuestos que explican
la funcién microbicida de las nucleasas, es la capacidad que
tienen para reconocer pares de bases mal ensambladas vy
eliminarlas', lo que podria serel caso de los acidos nucleicos
de virus que se integran al ADN de las células del huésped
o, bien, que son producto de alguna alteracién durante los
procesos de transcripcion y/o traduccién producto de la
infeccion misma* o a través del mecanismo de sintesis del
interferon®’. Sin duda, faltan muchos estudios por realizar
que permitan demostrar estas hipétesis, sin embargo, no
debe descartarse el empleo terapéutico de las nucleasas
para el control de los procesos infecciosos e inflamatorios,
que generalmente estén asociados, como método tnico o
asociado a ofras terapias, puesto que no producen efectos
negativos por ser éste un mecanismo natural y que no se
contrapone con ningln otro tratamiento.
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CONCLUSIONES

Las nucleasas desarrollan actividades microbicidas especi-
ficas, por lo que deben considerarse como un método
terapéutico tinico o complementario para el control de las
infecciones bacterianas y quiza virales, considerando que
el tratamiento serd tanto mas efectivo cuanto mas
precozmente sea instaurado.
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