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RESUMEN

Nocardia brasiliensis es una bacteria filamentosa Gram positiva, ampliamente distribuida
en la naturaleza, que constituye el principal agente causal del actinomicetoma en México.
El actinomicetoma es una enfermedad inflamatoria cronica, que afecta principalmente a
hombres, en una proporcion de 3:1. Anteriormente se creia que el predominio en hombres
se debia principalmente a factores ocupacionales; sin embargo, algunos estudios han
revelado que en ambientes donde no hay diferencia en la exposicion al agente etiologico
entre mujeres y hombres, los hombres siguen desarrollando la enfermedad en mayor
proporcion que las mujeres, lo que sugiere una resistencia natural de ellas a la enfermedad o

mayor susceptibilidad de los hombres a desarrollarla.

Diversos estudios han reportado que algunas enfermedades infecciosas son mas frecuentes
en hombres que en mujeres. Esta susceptibilidad podria atribuirse a los esteroides sexuales,
que desempefian un papel diferencial en la modulacién de la respuesta inmune entre
hombres y mujeres, y que tienen un efecto sobre el crecimiento y la expresion genética de
ciertos microorganismos. En el caso de N. brasiliensis un estudio previo demostrd que el
estradiol, la progesterona y la testosterona tienen efecto sobre el crecimiento de la bacteria
in vitro o sobre el desarrollo del actinomicetoma experimental. Sin embargo, se desconoce
el efecto que estas hormonas podrian tener sobre la expresion genética de esta bacteria. Es
por ello que el objetivo de este trabajo fue determinar si la expresion genética de Nocardia

brasiliensis es modificada ante la presencia de progesterona o dihidrotestosterona.

Por medio de RAP-PCR se estudio la expresion diferencial de genes de N. brasiliensis
cuando fue cultivada en presencia de progesterona o dihidrotestosterona; se encontr6 que la
expresion de 25 fragmentos se modifico en presencia de alguna de las dos hormonas.
Veinte de estos fragmentos fueron exitosamente clonados y secuenciados. La mayor parte
de las secuencias correspondieron a proteinas hipotéticas (13/20); mientras que siete
secuencias mostraron homologia con proteinas cuya funcion es conocida: un gen que
codifica para la rRNA adenina-N6 metiltransferasa y un gen para la acil-CoA
deshidrogenasa mostraron un aumento en la expresion al cultivar la bacteria en presencia de

progesterona. Por otra parte, dos genes que codifican para la subunidad E1 de la piruvato
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deshidrogenasa también mostraron un aumento en la expresion génica al cultivar la bacteria
en presencia de dihidrotestosterona. Asimismo, tres genes cuyas secuencias presentaron
99% de identidad con el gen del rRNA 16S mostraron cambio en la expresion frente a la

progesterona y dihidrotestosterona.

Adicionalmente se exploro el cambio en la expresion de algunos genes relacionados con
virulencia, como los genes que codifican para las enzimas superoxido dismutasa,
tiorredoxina reductasa, ciclopropano &cido graso sintasa y la subunidad o de la
ribonucledsido difosfato reductasa, inducido por hormonas. Se observaron cambios en el
gen de la superdxido dismutasa que mostré una disminucion de su expresion a las 2 horas
de incubacién con progesterona; la subunidad a de la ribonucledsido difosfato reductasa
también mostrd6 cambios de expresion con ambas hormonas en todos los tiempos de

incubacion.

En conclusion, se observaron cambios en la expresion genética después de cultivar N.
brasiliensis con progesterona y dihidrotestosterona. Sin embargo, se requieren estudios
adicionales para confirmar que dicho cambio en la expresion se deben especificamente al
estimulo hormonal, y para conocer el papel que pudieran tener las proteinas codificadas en

la fisiopatogenia del actinomicetoma.
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ABSTRACT

Nocardia brasiliensis is an aerobic, grampositive, nonmotile, filamentous species of
actinomycetes, widely distributed in nature. It is the main etiologic agent of
actinomycetoma in México. The actinomycetoma is a chronic inflammatory disease and
males are more likely affected than females with a ratio ranging approximately 3:1.
Previously the predominance in men was thought mainly due to occupational factors;
however, some studies have shown that in areas where there is no difference of exposure to
organism between males and females, men develop the disease more often than women.
This suggests that women have a natural resistance or males are more susceptible to the

disease.

Several studies have shown that men are more susceptible to some infectious diseases than
women. This susceptibility could be due to the role of sex steroids on immune response
and/or to their effect on growth and gene expression of certain microorganisms. In the case
of N. brasiliensis, one study showed that estradiol, progesterone and testosterone had
effects on in vitro growth of bacterium or on the development of experimental
actinomycetoma. Nevertheless, the effect of these hormones on gene expression of N.
brasiliensis is unknown. The aim of this study was to determine if the gene expression of

N. brasiliensis is modified in the presence of progesterone or dihydrotestosterone.

By RAP-PCR, the gene expression of N. brasiliensis was studied when this bacteria was
grown in presence of progesterone and dihydrotestosterone. We found that 25 fragments
changed their expression in presence of these hormones. Twenty of these fragments were
successfully cloned and sequenced. Most of these sequences corresponded to hypothetical
proteins (13/20); however seven sequences were homologous to proteins whose function is
known: one gene coding for rRNA adenine-N6 methyltransferase and one gene coding for
acyl-CoA dehydrogenase showed an augment in their expression after growing the
bacterium in presence of progesterone. Two genes coding for pyruvate dehydrogenase
subunit E1 showed an augment in their expression in presence of dihydrotestosterone. Also,
three genes whose sequence has 99% of identity with the rRNA’s 16S gene, showed a

change in their expression with progesterone and dihydrotestosterone.
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In addition, we explored the change in the expression induced by hormones of some genes
related with virulence, like genes coding for superoxide dismutase, thioredoxin reductase,
cyclopropane fatty acid synthase and ribonucleotide diphosphate reductase subunit alpha.
We observed changes in the expression of superoxide dismutase gene, which was down-
regulated at 2 hours of incubation with progesterone; the ribonucleotide diphosphate
reductase subunit alpha changed its expression with both hormones in all times of

incubation.

In conclusion, we observed changes in gene expression of N. brasiliensis growing in
presence of progesterone and dyhidrotestosterone. However, more studies are required to
confirm that the changes observed were due to hormonal stimulus, and to know the role that

the corresponding proteins play in the physiopathogeny of the actinomycetoma.
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1. INTRODUCCION

1.1 El género Nocardia

El género Nocardia fue descrito por primera vez en 1888 por Edmond Nocard, quien aislé
un microorganismo filamentoso a partir de lesiones en ganado con farcinosis 0 muermo
bovino. Posteriormente en 1889, Trevisan le dio el nombre de Nocardia a ese
microorganismo en honor a Nocard y lo llam6 N. farcinica. (1). Sin embargo, la
clasificacion taxondmica de este género ha resultado confusa debido a la heterogeneidad de
Sus especies y aun se encuentra en continuo cambio y evolucion. De acuerdo con el manual
de Bergey de bacteriologia determinativa, el criterio quimiotaxonémico para clasificar una
bacteria como perteneciente al género Nocardia incluye: 1) presencia de &cidos micolicos
de 46 a 60 atomos de carbono, 2) acido diaminopimélico, arabinosa y galactosa, 3) acido

tuberculoesterarico y acidos grasos insaturados, 4) y presencia de menaquinona (2).

Las bacterias del género Nocardia son Gram positivas, aerobias, filamentosas de lento
crecimiento y saprobias del suelo. Se clasifican dentro del orden Actinomycetales,
suborden Corynebacterineae y estan relacionadas con otros géneros de importancia médica
como Mycobacterium y Corynebacterium.

Las especies del género Nocardia son consideradas patdgenas oportunistas, algunas son

importantes clinicamente ya que son causantes de nocardiosis y actinomicetoma.

El actinomicetoma es una patologia que afecta la piel, el tejido subcutaneo y en ocasiones
el hueso. En México, como en otros paises endémicos, afecta particularmente a hombres
(en una proporcion de 3 hombres por 1 mujer), que se dedican a la agricultura. Por motivos
socioeconémicos y culturales, la enfermedad progresa hacia la cronicidad causando gran
discapacidad en el paciente. En México se han registrado alrededor de tres mil casos, y la
mayoria de ellos son causados por N. brasiliensis (3). Hasta hace algunos afios se conocia
poco sobre la fisiopatogenia de esta enfermedad, pero el interés por comprender diversos
aspectos relacionados tanto del hospedero como de los agentes infecciosos, ha crecido en

los tltimos anos.

19



La nocardiosis afecta principalmente a personas con alguna condicion inmunosupresora
como linfoma, SIDA, enfermedad pulmonar obstructiva cronica o trasplantados. El 6rgano
mayormente comprometido es el pulmoén, sin embargo las formas extrapulmonares de la
enfermedad son relativamente frecuentes y el sistema nervioso central es la localizacién

mas comunmente afectada (>44%) (4).

1.2 Nocardia brasiliensis

Nocardia brasiliensis es considerado el principal agente etioldgico del actinomicetoma en
México y en otros paises tropicales y subtropicales como Venezuela, Argentina y
Colombia. (5). En México constituye el agente causal de alrededor del 66% de los casos

reportados (3).

1.3 Caracteristicas morfologicas

Macroscopicamente, las colonias de N. brasiliensis presentan tonalidades amarillentas,
amarillo-anaranjadas o marrones; se caracterizan por tener pocos filamentos aéreos y un
aspecto rugoso, coraceo o aterciopelado. Algunas cepas pueden producir pigmentos
solubles similares a melanina que difunden al medio y varian de color &mbar a marrén (1).
N. brasiliensis crece bien en medios convencionales como agar BHI (Brain-Heart Infusion),
agar dextrosa sabouraud, agar sangre y agar tripticasa. En medio sélido las colonias crecen

sobre la superficie y penetran el agar.

MicroscOpicamente, se caracteriza por ser un bacilo que forma desde filamentos sencillos
hasta muy ramificados con didmetros de 0.5-1.2 um; es Gram positivo y en tinciones de
Ziehl-Neelsen muestra ser una bacteria parcialmente acido alcohol resistente. Esta
propiedad la confiere la pared celular, la cual comparte algunas caracteristicas con bacterias
como Mycobacterium tuberculosis: el peptidoglicano esta unido a la arabinosa del polimero
de arabinogalactano por un enlace fosfodiester y algunos residuos de arabinosa estan

esterificados a un acido micélico formando el complejo peptidoglicano-arabinogalactano-
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micolato. A diferencia de otras bacterias Gram positivas, su pared carece de &cidos
teicoicos. (1). La presencia de acidos micolicos en la pared, le confiere la propiedad de ser
resistente a la decoloracién con alcohol &cido. El procedimiento cléasico de tincion (Ziehl-
Neelsen) incluye un paso de calentamiento que permite que el colorante atraviese la pared
celular rica en lipidos. Al suspender el calentamiento los lipidos se solidifican e impiden la

salida del colorante, haciéndolas resistentes a la decoloracion (6).

1.4 Caracteristicas generales del genoma de N. brasiliensis

N. brasiliensis tiene un genoma de 9.436.348 pb con un contenido de G+C de 68%. Se han
predicho 8414 secuencias que codifican para proteinas, dentro de las cuales predominan las
proteinas hipotéticas (5745/8414). (7).

Su genoma es de mayor tamafio que el de otros microorganismos patdégenos como M.
tuberculosis H37RV que tiene un genoma de 3.7 Mb y M. leprae TN cuyo genoma es de
3.27 Mb. Se ha observado que en la naturaleza los microorganismos patdgenos que estan
mas adaptados a los humanos poseen genomas mas pequefios, ya que han eliminado los
genes que no son utilizados en su estilo de vida parasitico. En contraste, los
microorganismos ubicuos del ambiente tienen genomas mas grandes que los patdgenos, ya
que deben adaptarse a las condiciones ambientales en las que estan. Por esta razén algunos
autores han sugerido que N. brasiliensis no es un patégeno humano especializado; por el

contrario, es una bacteria que vive en el suelo y que ocasionalmente afecta humanos. (7).

Dentro de su genoma, N. brasiliensis contiene diversos genes que codifican para factores de
virulencia, que favorecen su supervivencia dentro del hospedero, entre los que se
encuentran: 5 genes para catalasa, 2 para superoxido dismutasa, 5 para fosfolipasa C, 4 para
hemolisinas, 1 gen para invasina, 33 genes organizados en 6 operones que codifican para
proteinas de entrada a células de mamifero (mce) y 58 que codifican para citocromo P450.
Ademas, tiene otros genes que codifican para proteasas, quitinasas y otras proteinas que

permiten el procesamiento de algunos materiales del ambiente (7).
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1.5Funciones de los factores de virulencia

1. Catalasa: cataliza la conversion del peroxido de hidrogeno generado por los
fagocitos en oxigeno y agua. Ayuda a la bacteria a protegerse de la respuesta

oxidativa generada por el hospedero.

2. Superdxido dismutasa (SOD): cataliza la conversion del superoxido generado

durante el estrés oxidativo por los fagocitos, en oxigeno y perdxido de hidrogeno.

Tanto la catalasa como la superoxido dismutasa, fueron reconocidas tempranamente
como factores de virulencia en el género Nocardia. Un estudio realizado en 1985
demostré la importancia de estas enzimas en la resistencia de N. asteroides frente a
las acciones microbicidas de los PMN humanos. Se encontré que los aislados menos
virulentos no secretan SOD al medio de cultivo, y que los niveles de ambas enzimas

dependen de la fase de crecimiento en la que se encuentre la bacteria. (8)

3. Tiorredoxina reductasa: es un sistema antioxidante importante frente a la defensa
del estrés oxidativo. Provee los electrones necesarios a partir de tioles para remover
especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno con una alta tasa de reaccion. Se ha
descrito en algunas bacterias patégenas como Helicobacter pylori, M. tuberculosis y
Staphylococcus aureus. (9). N. brasiliensis también tiene genes que codifican para

esta enzima, sugiriendo su papel en la defensa contra el estrés oxidativo.

4. Hemolisinas: En 1986 se demostrd por primera vez la presencia de hemolisinas en
bacterias acido alcohol resistentes como N. asteroides. (10). Son proteinas toxicas
que producen la lisis de eritrocitos, leucocitos y plaquetas, consideradas importantes

en procesos de diseminacion.

5. Trehalosa dimicolato (TDM): también conocido como “factor cuerda”, es un
glucolipido de pared encontrado en géneros como Mycobacterium, Nocardia,
Corynebacterium y Rhodococcus, el cual consiste en una trehalosa esterificada con
dos residuos de acidos micoélicos. Es toxico para la mitocondria, inhibe la fusion
del fagosoma con el lisosoma (11), altera la migracion leucocitaria, induce la

formacion de granulomas e inhibe la fusion de membranas dependiente de calcio.
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(1), reduce la efectividad de los antibidticos e inhibe la estimulacion de la respuesta
inmune protectora del hospedero (12).Constituye el 90 a 95% de los lipidos
extraidos de M. tuberculosis y es también unos de los componentes méas abundantes
de la pared de N. brasiliensis. En varios estudios se ha demostrado que la TDM es
capaz se inhibir algunos mecanismos microbicidas empleados por los macréfagos,
disminuye la expresién del complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (MHC-
I) y de algunas moléculas coestimuladoras de linfocitos T como CD40, CD80 y
CD86 (13, 14). En el caso de la infeccion causada por N. brasiliensis, se ha
reportado que los lipidos asociados a la pared de la misma, incluyendo TDM, estan
implicados en el desarrollo del actinomicetoma primario por inducir una fuerte
repuesta inflamatoria e inhibir algunos efectos microbicidas de los macréfagos y de

las células dendriticas (14).

“Mammalian cell entry protein (mce)”: son un grupo de proteinas que estan
estrechamente relacionadas con la invasion y prolongada supervivencia del
microorganismo dentro de los macrofagos del hospedero. Su importancia fue
primeramente demostrada por la transferencia del gen Mcel de M. tuberculosis a E.
coli, lo cual le dio la habilidad a esta Gltima de entrar a los macréfagos sin ser
procesada previamente. ElI genoma de M. tuberculosis contiene cuatro operones
mce, que estan relacionados con virulencia y con otras funciones como
transportadores de lipidos y reguladores de la respuesta inmune del hospedero. Se
cree que la expresion de los operones mce puede estar regulada por condiciones
ambientales, estado nutricional o situaciones de estrés. (15). Por su parte, N.
brasiliensis HUJEG-1 posee 33 genes que codifican para proteinas mce,

organizados en seis operones. (7)

La sobrevivencia de la bacteria dentro de los macr6fagos en un estado celular
alterado (Formas L) se ha relacionado con la latencia y la recurrencia de la
enfermedad. (16)
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1.6 Espectro Clinico: Actinomicetoma

El actinomicetoma es una enfermedad granulomatosa crénica, mas frecuente en hombres
que en mujeres, que se localiza principalmente en las extremidades y se caracteriza por
aumento de volumen del area afectada, formacion de tractos sinuosos y secrecion de granos

a través de dichos tractos. (17).
Aspectos epidemioldgicos

El actinomicetoma es una enfermedad endémica en varias regiones tropicales y
subtropicales del mundo; la mayor incidencia ocurre en Asia, India, Yemen, Pakistan y
Africa. También esta presente en muchos paises del continente americano con mayor

numero de casos reportados en México y Venezuela. (18)

En México, Nocardia brasiliensis es considerado el principal agente etioldgico del
actinomicetoma, constituyendo el 66% de los casos (3). Afecta principalmente a hombres
en una proporcion de 3:1, en edades entre 16 a 50 afios, que trabajan en el campo. El area
corporal mas afectada son las extremidades inferiores (60%), seguida del tronco (19%) y
otras partes del cuerpo. La mayoria de los estados de la Republica Mexicana han reportado

casos de actinomicetoma (24 de 31 estados), siendo Jalisco el estado con mayor nimero.
Patogénesis y manifestaciones clinicas

El actinomicetoma inicia con la inoculacion traumatica del microorganismo en la piel a
través de espinas o astillas. Después de la inoculacion, se desarrolla tumefaccion en la zona
afectada, con aparicion de nédulos que evolucionan hasta formar microabscesos los cuales
drenan hacia el exterior un exudado purulento que contiene granulos formados por el
microorganismo infectante. Las lesiones suelen ser indoloras y en algunos casos pueden
llegar a diseminarse hasta zonas adyacentes al hueso dando lugar a osteomielitis,

deformacion del tejido 6seo y destruccion total del hueso (5).

Los sitios anatomicos primariamente afectados son aquéllos que estan expuestos al
ambiente y por lo tanto son mas susceptibles a la inoculacion traumatica, por ejemplo las

extremidades superiores e inferiores que constituyen el 82% de los casos (19); otras partes
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del cuerpo tambien pueden ser afectadas, como la espalda, el cuello, la cabeza, entre otras
(17, 19).

La diseminacion hematdgena y/o linfatica del microorganismo a sitios distantes del lugar
primario de inoculacion es rara, sin embargo existen casos reportados en la literatura, y

dependera de la condicion inmunoldgica del hospedero.
Diagndstico de laboratorio

Una vez establecida la sospecha clinica de actinomicetoma, se deben realizar diversos
estudios de laboratorio que ayuden a identificar el agente etiologico de la enfermedad y por

lo tanto una guia para el tratamiento del paciente.

El diagnostico de laboratorio inicia con la realizacion de un examen en fresco y el estudio
histopatoldgico del tejido afectado; posteriormente se realiza cultivo y pruebas bioquimicas
para identificar con precision el agente causal. También se recomienda realizar pruebas de
sensibilidad a antibidticos para optimizar el resultado del tratamiento. En caso de que no
sea posible identificar el agente etiolégico a través de métodos convencionales de
laboratorio, es recomendable realizar procedimientos moleculares (20).

Examen microscépico en fresco: este procedimiento es utilizado para definir la naturaleza
del agente etioldgico. Consiste en la observacion microscopica de los granos en un
portaobjetos con KOH al 10%. En general los granos de Nocardia se caracterizan por ser
pequefios (50-150um) de color blanco a blanco amarillento, los cuales presentan filamentos

finos localizados en la periferia (17).

Estudio histopatoldgico: este estudio es util para confirmar el diagnodstico clinico de
micetoma y diferenciar la mayoria de los micetomas de etiologia bacteriana. La tincion de
hematoxilina-eosina es suficiente para localizar los granos, rodeados de un proceso
inflamatorio intenso limitado por tejido fibroso. Los granos se encuentran en el centro de
un absceso rodeados de un gran acumulo de neutrofilos. Alrededor del absceso hay un area
densa de fibrosis y tejido de granulacion rico en capilares, células epitelioides, macréfagos
y celulas gigantes multinucleadas. Los granos de Nocardia se tifien con hematoxilina en la

periferia y con eosina en la parte central (21).
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Cultivo: se recomienda realizar este estudio en medios convencionales como agar dextrosa
saboraud o agar BHI. Después de varios dias de incubacion (8-15 dias), se realizan
tinciones como Gram y Ziehl-Neelsen para visualizar la morfologia microscépica del
microorganismo. Sin embargo es necesaria la realizacion de pruebas bioquimicas para la

diferenciacion de especies, algunas de las cuales se muestran en la tabla 1(20).

Tabla 1. Pruebas para identificacion de N. brasiliensis

Pruebas bioquimicas para la identificacion de

Nocardia brasiliensis

Prueba Resultado
Hidrolisis de caseina Positivo
Hipoxantina Positivo
Tirosina Positivo
Xantina Negativo
Hidrolisis de la urea Positivo
Reduccién de nitratos Positivo

Tomado de Brown-Elliott, Brown et al. 2006

Procedimientos moleculares: estas técnicas han sido desarrolladas para la identificacion
rapida de los microorganismos. En el caso de la identificacion de Nocardia dos locus han
sido el blanco de amplificacion por PCR: el gen hsp65, que codifica para la proteina de
choque térmico de 65KDa, y el gen 16S rRNA. (20). La identificacion a nivel de especie es
realizada a través de analisis bioinformaticos posterior a la secuenciacion parcial o

completa de los genes mencionados anteriormente.

Pruebas inmunolégicas: un ensayo de ELISA es utilizado para detectar anticuerpos contra
antigenos de 24 y 26 kDa de N. brasiliensis. Ha sido usado para confirmar la infeccion

producida por este microorganismo y para evaluar la evolucion terapéutica (18, 22).
Tratamiento

El tratamiento de eleccion para casos de actinomicetoma no complicado es trimetroprim-
sulfametoxazol (8/40 mg/kg/dia) por 6 meses a 2 afios. En caso de existir resistencia y falta
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de respuesta al tratamiento se usa amoxicilina-acido clavulanico (1,5 g/dia) por un periodo
de 6 meses. Sin embargo, para aquéllos casos en los cuales los pacientes no responden a las
terapias previas, o presentan lesiones localizadas en torax, cuello o cabeza, se han utilizado
tratamientos donde se combina amikacina por 3 semanas y trimetroprim-sulfametoxazol
por 5 semanas, por un periodo total de 5 a 20 semanas, con el cual se ha observado buena
respuesta. Cuando haya resistencia a amikacina, se puede cambiar a netilmicina. Recientes
estudios demuestran que otros antibioticos como imipenem, meropenem, rifampicina y

linezolid, también pueden ser utilizados en el tratamiento del actinomicetoma (18).
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2 GENERALIDADES HORMONAS ESTEROIDES SEXUALES

Las hormonas son sustancias quimicas producidas por glandulas endocrinas que regulan la
funcién de sus células blanco. Pueden ser de naturaleza proteica o esteroide y algunos
autores las han clasificado en cinco grupos: 1) derivadas de aminoacidos, 2) neuropéptidos

pequefios, 3) grandes proteinas, 4) hormonas esteroides y 5) derivados de vitaminas. (23)

Las hormonas esteroides son moléculas lipofilicas usadas como mensajeros quimicos entre
varios tejidos. En los vertebrados, actian en un amplio rango de tejidos e influyen en
muchos aspectos de la biologia incluyendo la diferenciacion sexual, la fisiologia de la
reproduccion y algunos aspectos metabolicos. Los principales sitios de sintesis y secrecion
de hormonas esteroides incluyen los ovarios, los testiculos, las glandulas adrenales y la

placenta (24).

Las hormonas esteroides sexuales incluyen estrogenos, progesterona y andrégenos y han
sido definidas por su papel en la funcidon reproductiva normal. En mamiferos son
producidas principalmente por los ovarios y los testiculos a partir del colesterol. Sin
embargo, también pueden ser producidas localmente por conversion en tejidos periféricos

tales como el higado o tejido adiposo (23).

2.1 Sintesis de las hormonas esteroides sexuales

Las hormonas esteroides son derivadas del colesterol y son sintetizadas por
deshidrogenasas y enzimas citocromo P450, que catalizan reacciones de hidroxilacion,

deshidroxilacién y oxidacion.

La conversion de colesterol a pregnenolona constituye el primer paso en la biosintesis de
las hormonas sexuales, y es catalizada por la enzima citocromo p450 para el rompimiento
de la cadena lateral del colesterol (cytP450scc) (24). Dependiendo del tipo de célula que
participa en la sintesis, la pregnenolona es convertida a testosterona, progesterona o

estradiol.
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En vertebrados, la sintesis y secrecion de hormonas esteroides es regulada por hormonas
hipofisarias como la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH).

2.1.1 Testosterona (T)
La T es el principal androgeno circulante en hombres; su principal fuente de produccion

son los testiculos. Sin embargo, las glandulas suprarrenales proveen pequefias cantidades
por sintesis directa, o por conversion en tejidos periféricos, de otros productos como
androstenediona, dehidroepiandrosterona y dehidroepiandrosterona sulfato (DHEAS) a T
(23).

En los testiculos, la T es sintetizada por la células de Leydig bajo el control de la hormona
luteinizante (LH) producida por la hipdéfisis. Es transportada en sangre unida a proteinas
como la albumina y la globulina de union a testosterona. Sélo la fraccion de la hormona
que se encuentra libre es la que ejerce el efecto sobre las células. Alrededor del 7% de la T
es reducida a dihidrotestosterona (DHT) por la 5a-reductasa. La DHT tiene mayor afinidad

por el receptor de androgenos que la T y por lo tanto, mayor actividad bioldgica (23).

El paso limitante de la velocidad de sintesis de T es el aporte de colesterol a la membrana
mitocondrial interna. Después del transporte de colesterol hacia la mitocondria, el
desdoblamiento de la cadena lateral por cytP450scc da lugar a la formacion de
pregnenolona. A partir de aqui, y por varias reacciones enzimaticas catalizadas por enzimas
como 17-a-hidroxilasa, 17,20-liasa y deshidrogenasa 3 de 17p-hidroxiesteroide, se forma la
T (23).

Por su parte la T se une al receptor de androgenos (AR), para ejercer su funcion sobre los
tejidos blanco. Después de la union de la T al AR, este complejo regula la transcripcion de
genes por unién a los elementos de respuesta a hormonas (HRES) en la vecindad del gen
regulado, o actda regulando directamente los factores de transcripcion (25).

En general la T es responsable del desarrollo de los genitales externos en la pubertad, el

cambio del tono de voz y desarrollo del musculo esquelético. (25)
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2.1.2 Estrogenos (Ez)
Los estrégenos son sintetizados y secretados primariamente por foliculos maduros y cuerpo

luteo en los ovarios, y por la placenta durante el embarazo. El principal estrogeno
sintetizado es el 17B- estradiol. La sintesis de E; al igual que para T, inicia a partir de la
conversion del colesterol a pregnenolona. El estradiol es sintetizado por las células de la
granulosa a partir de la aromatizacion de los andrégenos (sintetizados en las células de la
teca) por la enzima aromatasa 0 CYP19. Su sintesis es controlada por la hormona foliculo
estimulante (FSH) y la LH.

El mecanismo de accidn clésico de los E; en los tejidos blanco es semejante al de las otras
hormonas esteroides; inicia con la unién al receptor nuclear de estrégenos (ER), que

conlleva a la regulacion de la transcripcion genética. (26)

Las principales funciones de los E; estan relacionadas con el desarrollo de los caracteres
sexuales secundarios en la mujer, el crecimiento uterino, engrosamiento de la mucosa
vaginal, disminucion de la viscosidad del moco cervical y el desarrollo del sistema de

conductos mamarios. (23)

2.1.3 Progesterona (P4)
La P, es secretada principalmente por el cuerpo luteo, y la placenta durante el embarazo. Su

sintesis estd controlada por LH. Al igual que las otras hormonas esteroides, deriva del
colesterol; después de que el colesterol es convertido a pregnenolona, ésta es convertida a

progesterona por medio de la enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa.

La P, también ejerce su funcion a través de receptores nucleares de progesterona (PR), que
como otros receptores de hormonas esteroides, regulan la transcripcion mediante su union a
HREs en promotores de genes regulados por PR y conllevan al inicio de la transcripcion de

genes especificos en los tejidos blanco. (27)

La P4 actta en la segunda fase del ciclo menstrual regulando los cambios del endometrio,

preparandolo para la implantacion del embrion. (23)
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2.2 Mecanismo de accién de las hormonas esteroides sexuales

2.2.1 Mecanismos gendmicos

El mecanismo de accion clasico de las hormonas esteroides implica la interaccion de la
hormona con el receptor especifico, que pertenece a un grupo de receptores intracelulares,
que al unirse con el ligando induce la trascripcion de genes, que se traducen a proteinas, las

cuales participan en funciones celulares especificas (23).

En ausencia de hormonas, los receptores de estrogenos y de progesterona estan localizados
principalmente en el nucleo, y el receptor de andrdgenos en el citoplasma. Las hormonas se
mueven pasivamente a través de las membranas, se unen y activan a los receptores
nucleares. Este complejo receptor activado-ligando a su vez, se une a proteinas
correguladoras, y finalmente todo el complejo se une a secuencias especificas de DNA,
denominadas elementos de respuesta a hormonas (HRES), las cuales estan asociadas con

regiones promotoras involucradas en la regulacién de la transcripcion génica (24).

2.2.2 Receptores

Los receptores nucleares de hormonas esteroides sexuales se caracterizan por tener una
estructura modular con diferentes dominios funcionales. Estan organizados en seis
regiones: la region N-terminal que contiene la funcion de activacion (AF-1); una region
media que contiene el dominio de unién al DNA (DBD), seguido de la region de bisagra, y
otra, de unién al ligando (LBD) que esta contenida en el C-terminal, junto con el dominio
de activacion 2 (AF-2) (figura 1). La funcion de cada receptor es modulada por la
interaccion de agonistas, antagonistas y diversas proteinas que permiten la activacion o

represion transcripcional de ciertos genes (28).
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Figura 1. Estructura general del receptor nuclear de hormonas esteroides sexuales. Tomado de Wierman 2007.

Se han descrito dos isoformas de receptor para estrdgenos ERs (ERa y ERB), dos para

progesterona PRs (PRA y PRB) y un receptor de androgenos AR.

En el caso del ER, se ha visto que el dominio LBD contiene 251 aminoacidos en la
isoforma ERa y 245 en ERp. Este dominio forma un bolsillo hidrofobico que exhibe alta
afinidad y especificidad por el estradiol. La union de los estrogenos a este receptor, produce
un cambio conformacional, que permite el reclutamiento de correguladores
transcripcionales que conllevan a la activacion o inhibicion de la transcripcion de los genes
blanco (24, 26).

El AR contiene una region N-terminal de 555 aminoacidos, los cuales forman mas de la
mitad de la proteina (25). En estado inactivo, es encontrado en el citoplasma unido a
proteinas de choque térmico. Después de la unioén de hormonas como T o DHT al dominio
LBD del receptor, el complejo receptor-ligando, se transloca al nucleo, favorecido por una
sefial de localizacion nuclear que se encuentra flanqueado la regién de union a DNA (DBD)
y la region de bisagra. Posteriormente, el receptor une al DNA, e inicia el proceso de

regulacion de la transcripcion (29).
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Las isoformas del PR se diferencian en que PRB contiene 164 aminoacidos adicionales en
la region N-terminal, con respecto a PRA. El receptor inactivo puede encontrarse en el
citoplasma o en el nucleo. En el primer caso y en ausencia de progestinas, se encuentra
unido a proteinas de choque térmico; una vez el ligando se une al receptor, éste se dimeriza
y se transloca al ndcleo; posteriormente reconoce los PRES sobre el DNA y da inicio a la

regulacion de la transcripcion (27).

Por otra parte, se ha descrito la presencia de receptores de membrana para las hormonas
esteroides. Algunos estudios han mostrado que los receptores de membrana por ejemplo
para estrégenos, aislados de cancer de mama, son idénticos al receptor nuclear ERa.
Asimismo, se han reportado receptores acoplados a proteinas G, y otros receptores

putativos (30).

2.2.3 Mecanismos de accion no genémicos

Ademéas de los mecanismos gendmicos clasicos de accién de las hormonas esteroides
sexuales, los cuales ejercen sus efectos sobre el tejido blanco en varios minutos u horas,
también se ha observado que estas hormonas son capaces de inducir respuestas rapidas, en
segundos 0 minutos después de su administracion. Los mecanismos de accién no
gendmicos resultan en la rapida activacion de moléculas que participan en la sefializacion
celular como MAPKS, adenil ciclasa, proteina cinasa A (PKA) y proteina cinasa C (PKC)
(24). Estos mecanismos de accion son insensibles a la inhibicion por antagonistas o

inhibidores de la transcripcién, por lo cual son considerados no genémicos.

Los mecanismos de accion no gendmicos, se clasifican en mecanismos que involucran
receptores de membrana y por tanto llevan a cabo su funcion a través de cascadas de
sefializacion que por Gltimo alteran la funcion celular; o en aquéllos que no involucran la
participacion de receptores y que alteran las propiedades fisicoquimicas de la membrana
como la fluidez (28, 31).
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3 ANTECEDENTES

Anteriormente se creia que el predominio de algunas enfermedades en hombres estaba
unicamente relacionado con factores ocupacionales debido a que los hombres quienes
desarrollan actividades en el campo estan mas en contacto con aquéllos microorganismos
que se encuentran en el suelo y por lo tanto tienen mayor riesgo de contraer infeccion. Sin
embargo, diversos estudios clinicos y epidemioldgicos han mostrado que los hombres son
mas susceptibles a sufrir infecciones por diferentes microorganismos, debida en parte al
efecto que ejercen algunas hormonas sexuales sobre la respuesta inmune del hospedero y

sobre el crecimiento, metabolismo y virulencia de los microorganismos.

3.1Hormonas sexuales esteroides y la regulacion de la respuesta inmune

Algunos estudios han demostrado la relacion de las hormonas sexuales sobre las diferencias
en la susceptibilidad a diversas infecciones causadas por hongos, bacterias, parasitos y
virus, entre hombres y mujeres. Se cree que estas diferencias se deben a una interaccion
entre las hormonas y la respuesta inmune. En general, se estima que los hombres (y machos
de otras especies) son mas susceptibles a infecciones que las mujeres (y hembras) y se
atribuye la diferencia tanto a andrégenos como a estrdgenos, los cuales pueden modular
diversos aspectos de la inmunidad del huésped. (32)

Los hombres son més susceptibles que las mujeres a disenteria, gonorrea, meningitis,
neumonia, rabia, sifilis, tétanos, entre otros. Estudios de laboratorio en ratones han
demostrado que incluso bajo condiciones controladas de exposicién, los machos siguen
siendo mas susceptibles a infecciones causadas por parasitos, hongos, bacterias y virus que
las hembras. (32)

Se ha observado que ratones gonadectomizados muestran mejor respuesta inmune y por lo
tanto son mas resistentes a las infecciones por protozoarios comparados con aquéllos con
las gonadas intactas (32). Por otro lado, se ha detectado que los ratones machos infectados

con Candida albicans tienen menor respuesta de anticuerpos que las hembras, y cuando son
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gonadectomizados muestran niveles de anticuerpos similares a los de éstas Ultimas, lo que
sugiere una supresion de la respuesta inmune mediada por testosterona. También, se ha
visto la resistencia a infecciones directamente relacionadas con el nivel de estrégenos como
la paracoccidioidomicosis, candidosis, y leishmaniasis. En general, en aquéllas fases del
ciclo menstrual donde la concentracion de estrogenos es mayor (como la fase folicular), se
reduce la susceptibilidad a dichas infecciones, mientras que en la fase litea (baja
concentracion de estrogenos) la respuesta inmune de hombres y mujeres frente a estas
infecciones es comparable. Lo anterior sugiere que los estrdgenos participan en un aumento
de la respuesta inmune humoral y celular y por lo tanto disminuye la tasa de infeccion

generada por ciertos microorganismos (32).

Se han identificado receptores de andrdgenos sobre varios tejidos linfoides como el timo,
médula Osea, bazo, y en células como los macréfagos. Se ha reportado que la testosterona
reduce la actividad de las células NK en ratones y la sintesis de citocinas pro-inflamatorias,
mientras que incrementa la sintesis de citocinas anti-inflamatorias. También disminuye la
expresion de TLR-4, el cual pertenece a la familia de receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs) , que reconocen patrones moleculares asociados a patdgenos y por lo tanto

estan involucrados en la activacion de la respuesta inmune innata (33).

También se han identificado receptores de estrdgenos en diferentes tejidos linfoides y
células de la respuesta inmune. Los estr6genos pueden aumentar la respuesta inmune
adaptativa mediante el aumento de la citotoxicidad de las células NK y la sintesis de

citocinas pro-inflamatorias (33).

Los receptores de progesterona se han encontrado en células epiteliales, granulocitos,
mastocitos, linfocitos y macréfagos. La progesterona es una hormona reconocida como
inmunosupresora debido a que reduce la actividad de los macréfagos, células NK y la

produccién de anticuerpos por parte de los linfocitos B. (33)
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3.2Efecto de las hormonas esteroides sexuales sobre algunas infecciones
micéticas y sus agentes causales

Datos derivados de varios estudios han puesto en evidencia que algunas enfermedades
infecciosas producidas por hongos son mas frecuentes en hombres que en mujeres. Entre
estas micosis se encuentra la coccidioidomicosis, que tiene mayor predileccion por los
hombres; sin embargo, las mujeres embarazadas tienen mayor tendencia a desarrollar
enfermedad diseminada (34). La paracoccidioidomicosis tiene una marcada predileccion
por los hombres, cuya proporcion varia entre reportes y paises de 10:1 hasta 100:0 (35-37).
Por otro lado, la forma verrugosa de la cromoblastomicosis infecta principalmente a

hombres en una relacion de hombre a mujer de 4:1. (38)

En 1981 Drutz y cols reportaron el efecto de la progesterona, testosterona y 17p-estradiol
sobre el crecimiento de Coccidiodes immitis y su relacion con la diseminacion de la
enfermedad en hombres y mujeres embarazadas. Encontraron que en todos los casos
después de exponer el hongo a las diferentes hormonas, se favorecio el crecimiento de la
fase parasitica del mismo (39). Powell y cols demostraron la presencia de proteinas que
unen E; y P4 en el citosol de C. immitis, y lo relacionaron con la mayor susceptibilidad de

las mujeres embarazadas a sufrir una coccidioidomicosis mas severa y diseminada (34).

Por otro lado, Restrepo y cols demostraron que los E;, inhiben la conversion de micelio a
levadura en Paracoccidioides brasiliensis y se detectd la presencia de proteinas de union a
E, (40-42).

Méndez-Tovar y cols demostraron el efecto inhibidor de la P, sobre el crecimiento in vitro

de agentes etioldgicos del eumicetoma como M. mycetomatis y P. romeroi (43).

Hernandez-Hernandez y cols estudiaron el efecto de P4, E; y T sobre Phialophora
verrucosa in vitro, un agente etioldgico de la cromoblastomicosis. Encontraron que tanto Py
como T inhibieron el crecimiento del hongo. También demostraron la presencia de sitios de
unién a P4 en el citosol de P. verrucosa, los cuales podrian mediar el efecto de esta

hormona sobre el crecimiento del hongo. (38).
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En un estudio realizado por Gonzalez-Velazquez y cols se demostré que la progesterona
inhibe tanto la fase micelial como la fase parasitaria de Sporothrix schenkii (44).

Algunos autores han reportado la relacién de diversas hormonas sexuales y las
dermatofitosis producidas por T. mentagrophytes, T. rubrum y M. canis (45-47). También
se ha reportado la presencia de proteinas de unién a P4 en otros hongos como Trichophyton

y Microsporum y su relacion con la inhibicion del crecimiento de los dermatofitos. (46).

Candida albicans es la levadura responsable de la mayoria de los casos de candidiosis
vaginal. Esta infeccion puede presentare en mujeres inmunocompetentes e
inmunosuprimidas. Entre los factores de riesgo se encuentra el uso de anticonceptivos
orales o terapia de remplazo hormonal con estrégenos. Se ha evidenciado que los E; pueden
afectar la respuesta inmune del hospedero y modifican el crecimiento y/o la virulencia del
patdgeno. Diversos estudios han mostrado un aumento tanto del crecimiento como de la
expresion de genes después de exponer a la levadura a diversas concentraciones de 17p-
estradiol (48). Se ha visto que la adicion de E, a C. albicans aumenta la formacién y
longitud del tubo germinal y la expresion de genes como CDR1, el cual esté relacionado
con la resistencia a drogas antifdngicas, y actia como una bomba de eflujo de los
medicamentos. (48-50). También se ha reportado la presencia de una proteina de unién a E,
en C. albicans, la cual tiene actividad de oxidorreductasa; se encuentra localizada en

vacuolas y es inhibida débilmente por 17B- estradiol (48, 51, 52).

3.3Efecto de las hormonas esteroides sexuales sobre algunas infecciones
bacterianas y sus agentes causales

Diversos estudios han demostrado que las hormonas esteroides ejercen un efecto sobre el
crecimiento y metabolismo de algunas bacterias patogenas. Morse y Fitzgerald reportaron
el efecto de P4 sobre Neisseria gonorrhoeae y Neisseria meningitidis. (53). En ambos casos
se observd una disminucién de la tasa de crecimiento dependiente de la concentracién de
hormona agregada al medio de cultivo. Sin embargo, un estudio mas reciente demostro que
P, promueve la infeccion de N. gonorrhoeae en las células epiteliales cervicales y aumenta

su supervivencia en las mismas. (54).
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Yotis y Stanke, también reportaron el efecto de P4 sobre el crecimiento de distintas especies

de Staphylococcus spp y otras bacterias Gram positivas y Gram negativas. (55).

Las infecciones producidas por micobacterias son mas frecuentes en hombres que en
mujeres. En el caso de M. tuberculosis la relacion de hombre a mujer infectado es de 2:1, y
se cree que en parte esta mayor susceptibilidad de los hombres es debida al efecto que

ejercen las hormonas sexuales sobre la respuesta inmune a dicha infeccion (56).

Un estudio realizado por Hosoda y cols, mostré que la progesterona inhibe el crecimiento
de Helicobacter pylori, y sugieren que esta hormona probablemente tiene un sitio de union
comun con el colesterol en la superficie bacteriana, ya que el colesterol libre anula el efecto

de P4 cuando esté presente junto con la hormona (57).

Por otro lado, se ha evidenciado el papel de E, sobre infecciones producidas por Coxiella
burnetii, el agente etioldgico de la fiebre Q. A pesar de que la seroprevalencia es igual en
hombres que en mujeres, los hombres presentan con mayor frecuencia la enfermedad
sintomética. En un estudio realizado por Leone y cols, se mostré que ratones machos
infectados con C. burnetti tenian mayor carga bacteriana y mayor nimero de granulomas en
el bazo que las hembras. Por su parte, las hembras ovariectomizadas mostraron niveles de
carga bacteriana y granulomas similares a los machos. Cuando éstas ultimas fueron tratadas
con estradiol la infeccion se redujo, lo que sugiere el papel protector de los E; frente a dicha
infeccion (58).

Amirshahi y cols, reportaron el efecto de E, y P4 sobre la expresion genética de Chlamydia
trachomatis. Encontraron que ambas hormonas modifican la expresion de alrededor del
25% de los genes del microorganismo, y que los genes que sufren modificacion estan
predominantemente relacionados con el metabolismo energético (59).

También se ha reportado el efecto de las hormonas en infecciones mas prevalentes en
mujeres que en hombres, por ejemplo la neumonia producida por Pseudomonas
aeruginosa. Se ha observado que la administracion de estradiol a machos con neumonia por

P. aeruginosa induce una inflamacion mas severa del tejido pulmonar. (60).
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Otro ejemplo es la mayor susceptibilidad de las mujeres a sufrir infeccién por Listeria
monocytogenes durante el embarazo, estado en que los niveles de E; y P4 estan aumentados.
(33). También se ha reportado el efecto diferencial de las hormonas sexuales y su posible
asociacion sobre el desarrollo de enfermedades de la cavidad bucal como la caries, las

cuales suelen ser mas frecuentes en mujeres. (61)

Asimismo, se han detectado proteinas de union a hormonas sexuales esteroides similar a
receptores en algunas bacterias: proteinas de union a P4 en Strepromyces hydrogenans y P.

aeruginosa (62, 63) y proteinas de union a estrogenos en P. aeruginosa (64).

Comamonas testosteroni expresa genes en respuesta a esteroides incluyendo algunos que
funcionan como receptores, y otras proteinas que le permiten su adaptacion al ambiente.
(33)

3.4 Efecto de las hormonas esteroides sexuales el crecimiento in vitro e in vivo de
Nocardia brasiliensis

Varios estudios epidemioldgicos han mostrado la mayor prevalencia del actinomicetoma

producido por N. brasiliensis en hombres (2, 3, 17-19, 65, 66).

Lavalle, hace énfasis en que la mayor incidencia del actinomicetoma en hombres respecto a
las mujeres, podria deberse a un “factor de resistencia antimicetoma ligado al sexo”.
Plantea que esa resistencia esta posiblemente relacionada con las hormonas sexuales. En
este trabajo se menciona el caso de una joven de 21 afios, que durante tres afios habia
presentado una lesidén pequefia de actinomicetoma y que no se desarroll6 hasta su primer
embarazo. Después del parto se le administr6 tratamiento y la recuperacién fue notoria. Sin
embargo, sobrevino un segundo embarazo y con él una recaida del micetoma. También
reporta el caso de una mujer joven muy prolifica que acudia siempre a consulta con cada
embarazo por el empeoramiento de su micetoma. Un tercer caso citado por el autor incluye
el de un paciente que presenté micetoma a los dos afios de edad, el cual se resolvié sin
necesidad de tratamiento; pero en la pubertad presentd un nuevo micetoma que crecia con

rapidez. En todos los casos mencionados el agente aislado fue N. brasiliensis. (67)
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En un estudio mas reciente realizado por Hernandez-Hernandez y cols, se evalud el efecto
de las hormonas esteroides sexuales sobre el crecimiento in vitro e in vivo de N. brasiliensis
(66).

En los experimentos in vitro, N. brasiliensis fue cultivada en presencia de P4, E; 0 T en tres
concentraciones diferentes, tanto en medio liquido como en medio sélido. El diametro de la
colonia y el consumo de glucosa fueron medidos semanalmente durante siete y seis
semanas respectivamente. Se encontrd que la P, tiene un efecto inhibidor significativo en el
crecimiento del actinomiceto in vitro y sobre el consumo de glucosa. La T también tuvo un

efecto inhibidor sobre el consumo de glucosa.

Por otro lado, se produjo el actinomicetoma experimental en ratones machos y hembras
tratados con hormonas, se midié el diametro plantar y la tasa de invasion fue estimada, asi
como el nimero de retrocultivos positivos. Se observo que el 17p-estradiol limita el
desarrollo del actinomicetoma experimental producido por N. brasiliensis. El diametro
plantar de los ratones tratados con E;, fue el mas pequefio al final del experimento. En
contraste los ratones tratados con P, y T tuvieron el mayor didmetro plantar. La mayor tasa
de invasion se obtuvo en los ratones tratados con T y la menor en aquéllos tratados con E..
Por dltimo, el mayor nimero de retrocultivos positivos se obtuvo de los ratones tratados

con T y el menor de los tratados con E; respectivamente.

En general, en los estudios in vitro se demostré que la P, y la T tienen un efecto inhibidor
sobre el crecimiento de N. brasiliensis. Sin embargo, los ensayos in vivo demostraron
efectos opuestos, donde el estradiol ejerce un efecto inhibidor sobre el desarrollo del
actinomicetoma en los ratones traducido en un menor didmetro plantar, un menor nimero
de retrocultivos positivos, asi como una menor tasa de invasion, contrario a lo sucedido con
P,y T. Los resultados anteriores concuerdan con algunos reportes epidemioldgicos en los
cuales las mujeres parecen tener un efecto protector ante la infeccion por N. brasiliensis
(66).
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversos estudios epidemioldgicos han demostrado el efecto que ejercen las hormonas
esteroides sexuales sobre el desarrollo de enfermedades mas frecuentes en hombres que en
mujeres. Actualmente no se conoce el efecto de la progesterona y la dihidrotestosterona
sobre la expresion genética de N. brasiliensis, por esta razén se propuso llevar a cabo un
estudio que ayude a explicar la relacion de estas hormonas con el crecimiento y/o
metabolismo del microorganismo y de esa forma, esclarecer parcialmente, las razones del

predominio dependiente del género en el actinomicetoma.
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5 HIPOTESIS

La expresion genética de Nocardia brasiliensis serd& modificada por accion de la
progesterona y la dihidrotestosterona.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Determinar si la expresion genética de Nocardia brasiliensis es modificada ante la

presencia de progesterona y dihidrotestosterona.

6.2 Objetivos especificos

6 Determinar genes de N. brasiliensis cuya expresion sea modificada por la progesterona.

7 Determinar genes de N. brasiliensis cuya expresion sea modificada por la
dihidrotestosterona.

8 Caracterizar por lo menos dos genes cuya expresion sea modificada por alguna de las
dos hormonas probadas y que se considere importante en el crecimiento y/o

metabolismo de N. brasiliensis.
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Cepa bacteriana
Para este estudio se utilizé la cepa de Nocardia brasiliensis FM-825, aislada a partir de una

lesion en extremidad inferior de un paciente masculino de 54 afios con actinomicetoma,

proveniente de Puebla- México.

Esta cepa fue previamente identificada por procedimientos morfoldgicos, bioguimicos y
moleculares, y ha sido utilizada en estudios previos (68, 69). Ademas en el estudio de
Jasso-Escutia se determiné la curva de crecimiento de esta cepa y se encontro que la fase
logaritmica media esta en el quinto dia de cultivo en caldo BHI a 28°C en agitacién (68).
Este parametro fue considerado para los tiempos de incubacion bacteriana en presencia de

las diferentes hormonas.

7.2 Descripcion general de la metodologia
Para determinar los genes que son expresados diferencialmente después del tratamiento con

P, y DHT, el método de estudio utilizado fue RAP-PCR (RNA arbitrarily-primed
differential display PCR) (70-72).

La técnica de despliegue diferencial reportada por Liang y Pardee en 1992 permite la
identificacion de genes eucariotas diferencialmente expresados, mediante el uso de
trascripcion reversa con oligo-dT que se une a las colas poliadeniladas de los RNAmM y su
posterior amplificacion por PCR utilizando oligonucleétidos aleatorios de 11 y 13
nucleotidos, los cuales se unen arbitrariamente sobre el cDNA, permitiendo que una
subpoblacion del RNAm, sea amplificada y posteriormente visualizada en geles de
poliacrilamida (71, 72). Sin embargo, la falta de poli-adenilacion en las células procariotas
limita este procedimiento; es por ello que se han disefiado métodos basados en RAP-PCR
para ser utilizados en el analisis de la expresion diferencial en procariotas. EIl RAP-PCR
consiste en la utilizacion de un primer arbitrario o una mezcla de hexanucleotidos, para la
realizacion de la trascripcion reversa y la subsecuente amplificacion por PCR de cDNA,

con dos random primers (73-75).
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En general la metodologia utilizada en el presente trabajo consistio en cultivar N.
brasiliensis en presencia de P, o DHT a diferentes concentraciones y tres tiempos de
incubacion. Se extrajo RNA total y mediante el uso de los oligonucle6tidos aleatorios
descritos por Fislaje y cols, se realiz6 RAP-PCR (equivalente a RT-PCR). Los fragmentos
diferencialmente expresados fueron clonados y enviados a secuenciar (Figura 2). Ademas,
se analiz6 la modificacién de la expresion de genes especificos, algunos previamente

reportados (59), mediante RT-PCR de un solo paso.

Cultivo de N.
brasiliensis en Extraccion de RT-PCR Gel de agarosa al
pesencia de P,y RNA 3.5%
DHT.
e ) s - ™ Y
- Cortey Identificacion
. Clonacion de . iy genes
Secuenciacion purificacion de . .
fragmentos f diferencialmente
ragmentos
L expresados
Analisis de Inferencia de

‘ secuencias funciones

Figura 2. Diagrama general de la metodologia

7.3 Concentracion de hormonas esteroideas
Para evaluar el cambio en la expresion genética de N. brasiliensis inducido por P, 0 DHT,

se utilizaron concentraciones hormonales equivalentes a la concentracion sérica humana

normal (CSHN) y diez veces dicha concentracion (10x-CSHN).

e P,(CSHN en la fase lutea): 3ng/mL (9.54nM)
e DHT (CSHN en un hombre adulto sano): 0.3ng/mL (1.03nM)

Se prepard una solucion de P4 (Sigma; P.M. 314.46 g/mol) a una concentracion de 1.6mM.

A partir de esta solucién se realizd una dilucién 1:100, y de la dilucion resultante se
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agregaron 60uL de la hormona al medio de cultivo marcado como CSHN y 600uL al

medio marcado como 10x-CSHN.

En el caso de la DHT (Sigma; P.M. 290.4 g/mol), se prepar6 una solucién stock de 3.4nM.
Se diluy6 1:1000 y a partir de ésta solucion se agregaron 30uL a 100mL de medio de

cultivo marcado como CSHN y 300uL al medio marcado como 10x-CSHN.

7.4 Condiciones de cultivo
A partir de la cepa congelada de N. brasiliensis, se realizé un primer cultivo en caldo BHI

con la finalidad de reactivarla. Se incub6 durante 5 dias a 28°C en agitacion a 120 rpm.
Pasado este tiempo, se filtro la masa bacteriana a través de papel filtro estéril y se lavo con
agua destilada estéril para remover el medio. Esta masa bacteriana fue colocada en un
mortero, se agregaron aproximadamente 2mL de solucion salina fisioldgica (0.86%) y se
procedié a homogenizarla suavemente con ayuda del pistilo. Esta suspensién fue transferida
a un tubo estéril y se llevé a una concentracion de 15x10® bacterias/mL. A partir de esta
suspension, se tomaron 50pL (aproximadamente 75x10° bacterias/mL) y se transfirieron a
cada uno de nueve matraces que contenian 100mL de caldo BHI, los cuales fueron

etiquetados de la siguiente manera:

e Grupo 1: tres matraces que contenian solo el vehiculo (ciclodextrina para P, y
etanol para DHT) en el que la hormona fue diluida y que fueron utilizados como
control sin hormona.

e Grupo 2: tres matraces que contenian la CSHN de cada una de las hormonas (P4 0
DHT)

e Grupo 3: tres matraces que contenian 10 veces la CSHN (10x-CSHN) de cada una
de las hormonas (P, 0 DHT).

Estos cultivos fueron incubados a 28°C en agitacion (120 rpm) durante 5 dias. Al quinto de

incubacion se procedio6 a agregar las distintas concentraciones de hormonas 6 vehiculo.

Después de 2, 8 y 24 horas de incubacion con hormona o vehiculo, se retir6 un matraz de

cada grupo para proceder a la extracciéon de RNA. La figura 3 resume las condiciones de
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cultivo utilizadas para el estudio de la expresion diferencial de genes de N. brasiliensis
inducida por P40 DHT.

Matraz 1: vehiculo I

Nocardia brasiliensis + caldo BHI / Matraz 2: hormona CSHN I | | Extraccién de
por 5 dias (28°C, 120 rpm) + P, 0 RNA-2h

DHT incubada por 2 horas. Matraz 3: hormona 10X-CSHN I

-

Matraz 1: vehiculo |

Nocardia brasiliensis + caldo BHI
por 5 dias (28°C, 120 rpm) + P, 0
DHT incubada por 8 horas.

Matraz 2: hormona CSHN I | Extraccién
de RNA-8h

Matraz 3: hormona 10X-CSHN |

-

Matraz 1: vehiculo I

Extraccion
de RNA-24h

Nocardia brasiliensis + caldo BHI
por 5 dias (28°C, 120 rpm) + P, 0
DHT incubada por 24 horas.

Matraz 2: hormona CSHN I

AN

Matraz 3: hormona 10X-CSHN I

-

Figura 3. Condiciones de cultivo para la extraccién de RNA'y el estudio de expresion diferencial de genes.

7.5 Extraccion de RNA total con Trizol® (Invitrogen)
Después de incubar el inéculo bacteriano con la hormona, se procedié a realizar la

extraccion de RNA a las 2, 8 y 24 horas respectivamente. Se recuperd la masa bacteriana
por filtracion, se lavé dos veces con agua destilada estéril para remover el medio de cultivo
y se secd en un segundo papel filtro estéril. Posteriormente, se pasé a un mortero estéril y
se macer0 en presencia de nitrégeno liquido hasta que quedara un polvo fino. El producto
macerado resultante se transfirid a 2 tubos que contenian 1mL de Trizol cada uno. Se dejé
30 minutos en hielo y se adicionaron 200uL de cloroformo en frio. Se agit6é en vortex por
40 segundos, se dejé reposar 10 minutos en hielo y se centrifugé® a 13362 g por 15
minutos. Posteriormente, se transfirid la fase acuosa a un tubo estéril de 1.0mL. Se agreg6
un volumen igual de isopropanol. Se dejo6 precipitar toda la noche a -20°C. Al dia siguiente,
se centrifugd a 13362 g por 15 minutos y se observd la formacién de un precipitado en el
fondo del tubo. Se decanté el sobrenadante, se agregaron 500uL de etanol frio al 80% con

agua tratada con dietil-pirocarbonato (agua DEPC). Se agit6 en vortex y se centrifugd a

! En todos los experimentos se utilizé una centrifuga Eppendorf 5414D. Rotor F45-24-11.
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13362 g durante 8 minutos. Se decantd el sobrenadante y se secd la pastilla a temperatura

ambiente. Finalmente, el RNA obtenido fue eluido en 30uL de agua DEPC.

El RNA obtenido fue visualizado en un gel de agarosa desnaturalizante al 1%, que contenia
formaldehido y MOPS 1x. Las muestras de RNA fueron preparadas asi: a 3puL de RNA se
le adiciono6 formaldehido al 6%, Mops 1x, formamida (50%) y agua DEPC. Esta mezcla se
calent6 a 75°C por 5 minutos, se paso a hielo por otros 5 minutos. Finalmente se adiciono
el buffer de carga (2.5uL) y bromuro de etidio 2.5mg/mL (1pL). Se dio un pulso de
centrifuga y el volumen total de la mezcla se adicion6 al pozo del gel de agarosa

desnaturalizante. Se corrié a 80V por 1 hora 'y se visualizo en el transiluminador.

7.6 Cuantificacion del RNA
El RNA obtenido se cuantificé directamente en el Nanodrop® ND-1000 de Thermo-

Scientific. Se utiliz6 agua DEPC como blanco. La concentracion fue expresada en ng/pL.

7.7 Tratamiento con DNAsa | (Invitrogen)
Para disminuir la posibilidad de obtener resultados falsos positivos, se procedi6 a trata el

RNA obtenido con DNAsa I, para lo cual se diluyé el RNA a una concentracién final de
2.5ug/ul. En un tubo de 0.2mL se depositaron los reactivos mostrados en la tabla 2 y se
incubo la reaccion 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se adicioné 1L de

EDTA 25mM vy se incubd a 65°C por 10 minutos, para inactivar la enzima

Tabla 2. Mezcla de reaccidn para el tratamiento del RNA con DNAsa I.

Reactivos Volumen para 1
reaccion (uL)
H20 DEPC 6
BUFFER 10X 1
DNAsa 1U/uL 1
RNA 2
(2,5png/uL)
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Para comprobar la ausencia de DNA contaminante en la muestra de RNA tratado con
DNAsa, se procedio a realizar un PCR utilizando el RNA como muestra, esperando la

ausencia de amplificacion.

7.8 RAP-PCR

e Oligonucledtidos usados
Se utilizaron los oligonucledtidos arbitrarios, reportados por Fislage et al, de 10 y
11 nucleétidos, tanto para la transcripcién reversa como para la PCR (73). Las
secuencias y combinaciones de oligonucleétidos probados y que arrojaron mejores

resultados se presentan en las tablas 3 y 4 respectivamente.

Tabla 3. Secuencias de oligonucleotidos

Nombre Secuencia (5'-3")

Ea3 TTTATCCAGCG
Ea4 TCAGCGTTTTA
Ea8 ATCATCCAGCA
Es5 TGGCGGCGGC
Es7 ATGCGCTGGC
Es8 TGCCGATGAA

Tabla 4. Combinaciones de oligonuclettidos usados para el RAP-PCR

Combinaciones

Ea3 + Es5
Ea4 + Es5
Ea4 + Es8
Ea8 + Es5
Ea8 + Es7

e Transcripcién reversa

Para sintetizar cONA a partir del RNA tratado con DNAsa se utilizd la enzima
SuperScript Il (Invitrogen) y se siguieron las instrucciones del fabricante: en un tubo de
0.2mL se colocé 1pL de oligonuclettido (Ea-250ng), 1uL de cada dNTP (10mM), 1uL
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de agua DEPC y 6pL de RNA tratado con DNAsa (0.4ug). Se calentd la reaccion a
65°C por 5 minutos y se pasé inmediatamente a hielo. Se centrifugd brevemente para
homogenizar la reaccion y se agregaron 4 pL de Buffer 5X (buffer de la transcriptasa
reversa) y 2uL de DTT 0.1M. Se mezclo suavemente y se incubd a 25°C por 2 minutos.
Posteriormente se afiadid 1uL de la enzima SuperScript 1l (200U). Se mezclé por
pipeteo suave y se afiadié 1uL de agua ultra pura libre de RNAsas para completar el
volumen final de reaccion a 20uL. Se incubd a 42°C por 50 minutos y luego a 72°C por

15 minutos para inactivar la reaccion.
e PCR

Una vez obtenido el cDNA, se procedié a realizar la amplificacion por PCR utilizando
las combinaciones de oligonucle6tidos mostradas en la tabla 4. Se realizé una mezcla de
reaccion con un volumen final de 30uL que contenia: buffer 1X, MgCl, 1.5mM,
dNTP's 200uM de cada uno, oligonucledtidos 2uM de cada uno, 3.75U de Taq
polimerasa (Fermentas) y 5uL de cDNA. Las condiciones de amplificacion utilizadas
son las reportadas por Welsh, con algunas modificaciones (70) y son las siguientes:

1 Ciclo 40 Ciclos
94°C 94°C
5 min 72°C 1min 72°C 72°C
5 min 40°C 2 min 5 min
30°C 1 min
5 min 4°C

7.9 Seleccion de genes expresados diferencialmente
Los productos obtenidos después de la amplificacion por PCR, fueron visualizados por

electroforesis en gel de agarosa al 3.5%, tefiido con bromuro de etidio (10mg/mL), a 80V

por 1 hora y 45 minutos. Se observé el gel en el transiluminador y se obtuvo la foto en el

equipo de fotodocumentacion UVP 120. Se eligieron las bandas en las cuales se observo

expresion diferencial, se cortaron con un bisturi estéril No. 22 y se depositaron en un tubo
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estéril de 1.5mL (previamente pesado). Posteriormente se pesd nuevamente el tubo que
contenia la banda cortada y se célculo el peso del gel, para realizar la purificacion del DNA
a partir de gel.

7.10 Purificacién de genes expresados diferencialmente
Las bandas seleccionadas fueron purificadas con el kit PureLink® Quick Gel Extraction

(Invitrogen). Se siguieron las instrucciones del fabricante, las cuales se describen a
continuacion: después de conocer el peso del gel contenido en el tubo de 1.5mL, se afiadid
el buffer solubilizador de geles L3 (60uL de buffer L3 por cada 10mg de gel). El tubo fue
incubado a 50°C por 15 minutos; se agitd el tubo para asegurar que el gel estuviera
completamente disuelto y se incubd por otros 5 minutos. Luego, se pipeteo la solucion que
contenia el gel disuelto a una columna de extraccion de gel con su respectivo tubo de
lavado. Se centrifug6 a 15682 g por 1 minuto. Se descarté el liquido pasado a través de la
columna y se colocd nuevamente en un tubo de lavado. Se adicionaron 500uL de buffer de
lavado (W1). Se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifug6 a 13362 ¢
por 1 minuto. Nuevamente se descartd el contenido a través de la columna y se centrifugd a
13362 g por 2 minutos, para eliminar el remanente de buffer. Por Gltimo se coloco la
columna en un tubo de recuperacion y se colocaron 30uL de buffer de elucion (E5)
precalentado a 68°C, en el centro de la columna. Se incubd por 1 minuto a temperatura
ambiente y se centrifugé a 13362 g por 2 minutos. EI DNA purificado se almacend en

congelacién a -20°C hasta su uso.

7.11 Cuantificacién del DNA purificado
El DNA purificado se cuantificd en el Nanodrop-1000 de Thermo Scientific. EI blanco

utilizado fue el buffer E5 en el que se diluyo el DNA. La concentracion se expreso en
ng/pL.
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7.12  Clonacion de los genes expresados diferencialmente
Se utilizaron dos vectores para clonar los genes expresados diferencialmente: TOPO TA

2.1 y pGEM-T Easy (figura 4 y 5). Ambos vectores estan linearizados y se caracterizan por
tener timidina en la posicion 3’ terminal de ambos extremos, lo cual permite la clonacion de
productos de PCR que hayan sido amplificados con una Taq polimerasa; esta enzima en
presencia de los cuatro dNTP's adiciona desoxiadenosina al extremo 3’ terminal del DNA
amplificado por PCR (76).

e Reaccion de Ligacion

TOPO TA 2.1: en un tubo de 0.5mL se colocaron 2.5uL del DNA purificado a partir del
gel, 1pL de solucion con sales, 1.5 pL de agua y 1uL del vector. Se mezcl6 el contenido
del tubo agitando suavemente y se incubd 30 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente se coloco el tubo en hielo.

pGEM-T Easy: en un tubo de 0.5mL se colocaron 5uL de buffer de ligacion 2X, 1uL de
vector, 5uL de DNA purificado a partir del gel y 1uL de DNA ligasa T4. Se mezclo la

reaccion por pipeteo suave y se incub6 a 4°C toda la noche.
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Figura 5. Mapa del vector pGEM-T Easy
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e Transformacion de células competentes

Se utilizaron células competentes de Escherichia coli TG1. En un tubo de 1.5mL estéril
se colocaron 2uL de la reaccion de ligacion y 50uL de células competentes. Se incubd
en hielo por 30 minutos. Pasado el tiempo de incubacion se calentd la mezcla a 42°C
por 30 segundos y se retornd al hielo por 2 minutos. Posteriormente, se adicionaron
950uL de medio SOC y se incub6 a 37°C por 1.5 horas en agitacion a 200rpm.

Se cultivaron las células por duplicado en Agar Luria-Bertani preincubado a 37°C y que
contenia ampicilina (100pug/mL) y 40uL de X-gal (40mg/mL). En el caso del p-GEM T
Easy, se adicionaron 100uL de IPTG 100mM ademas de la ampicilina y el X-gal. Se
incubaron las cajas a 37°C por toda la noche.

e Andlisis de las colonias transformantes

Pasado el tiempo de incubacion se seleccionaron entre 5 y 7 colonias blancas
(consideradas como clonas positivas, es decir, que contenian el inserto) y se

resembraron en 5SmL de caldo Luria-Bertani con ampicilina (100ug/mL).

Para confirmar la presencia del inserto en el vector de clonacién, se realiz6 PCR
utilizando los oligonucleétidos M13F y M13R en el caso de TOPO TA 2.1,y SP6y T7
en el caso de pGEM-T Easy. Tabla 5.

Tabla 5. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para comprobar la presencia

del inserto en los vectores de clonacién

Nombre del Secuencia (5'-3")
oligonucleétido
M13 Forward GTAAAACGACGGCCAG
M13 Reverse CAGGAAACAGCTATGAC
SP6 TATTTAGGTGACACTATAG
T7 TAATACGACTCACTATAGGG

En ambos casos, a partir de las colonias seleccionadas, se realizo la extraccion de DNA

por un método rapido de choque térmico. Una parte de la colonia se resembro en caldo

54



LB con antibidtico, se incub6 a 37°C toda la noche; y otra parte se mezclé con 50uL de

agua destilada estéril. Esta Gltima se incubd a 95°C por 20 minutos y luego se paso a

hielo por 10 minutos. Se centrifugé a 15682 g por 5 minutos y se recuperé el DNA

contenido en el sobrenadante y con el cual se realizo la PCR para corroborar la

presencia del inserto.

Las condiciones de amplificacion fueron estandarizadas para cada uno de los vectores.

En estos experimentos se utilizé Taq polimerasa recombinante de Invitrogen.

PCR para los productos obtenidos con el kit de clonacién TOPO TA 2.1: se prepard

una mezcla de reaccion con un volumen final de 25uL que contenia buffer 1X, MgCl,
1.5mM, dNTP's 0.2mM de cada uno, M13F 1uM, M13R 1uM, Taq 1U. Las

condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

40 Ciclos
94°C 94°C
10 min 30 seg 72°C 72°C
55°C 45 seg 7 min
45 seg

4°C

PCR para los productos obtenidos con el kit de clonacion pGEM-T Easy: se

prepard una mezcla de reaccion con un volumen final de 25uL que contenia buffer 1X,
MgCl, 1.5mM, dNTP's 0.2mM de cada uno, SP6 0.5uM, T7 0.5uM, Tag 1U. Las

condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

35 Ciclos
94°C 94°C
10 min 1 min 72°C 72°C
52°C 1 min 10 min
1 min

4°C

Los productos de amplificacion obtenidos fueron visualizados en gel de agarosa al

1.5%, tefiido con bromuro de etidio (10mg/mL). Diez uL del producto de amplificacion
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mas 2uL de buffer de carga fueron depositados en cada pozo del gel. La electroforesis
se realizd a 80V por 1 hora. El tamafio del producto esperado correspondi6 al tamafio
del fragmento amplificado (TOPO TA 2.1=202pb; pGEM-T Easy=179pb) mas el

tamano del fragmento insertado.

e Purificacion del DNA plasmidico

Una vez identificadas las clonas positivas, se procedié a realizar la purificacion
mediante el kit PureLink® Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen) siguiendo las

instrucciones del fabricante, las cuales se describen a continuacion.

Se centrifugd 1mL del caldo LB incubado toda la noche a 5938 g por 15 min. Se
decant6 el sobrenadante y la masa bacteriana se resuspendio en 250uL de buffer de
resuspension. Se adicionaron 250uL de buffer de lisis, se mezclé por inversion y se
incub6 por 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se agregaron 350uL de buffer de
precipitacion y se mezcl6 agitando el tubo. Se centrifugd la mezcla a 15682 g por 15
minutos, se pasoé el sobrenadante a una columna, se centrifugé a 13362 g por 1 minuto y
se descarto el liquido. Sobre la membrana del filtro de la columna se colocaron 500puL
de buffer de lavado W10, se incub6 por 1 minuto y se centrifugé a 13362 g por 1
minuto. Se descartd el liquido. La membrana se lavo con 700uL de buffer W9, y se
centrifug6 a 13362 g por 1 minuto. Se descarto el liquido y se centrifugd nuevamente
por 1 minuto para eliminar el remanente de buffer. Finalmente se pasé la columna a un
tubo de recuperacion y se adicionaron 30uL de buffer TE precalentado a 68°C, se
incub6 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugé a 13362 g por 2 minutos. El

DNA plasmidico purificado se almacené a -20°C hasta su secuenciacion.

7.13  Secuenciacion y analisis de secuencias
El DNA plasmidico purificado fue enviado al servicio de secuenciacion del instituto de

Biologia. Los electroferogramas fueron visualizados en el programa CHROMAS Lite 2.1.1.

Las secuencias obtenidas fueron analizadas con los programas disponibles en el NCBI
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como VecScreen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/) para eliminar la secuencia

contaminante del vector y BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para alinear las secuencias obtenidas y tratar de

predecir las proteinas para las cuales codifican dichas secuencias y asi, inferir las funciones
de las mismas. Especificamente, se usd BlastX en el cual se introduce la secuencia de
nucledtidos de interés, se traduce y se compara la secuencia traducida contra una base de
datos de proteinas.

7.14 Anadlisis del cambio de expresion de genes especificos inducidos por P4y
DHT

e Seleccidn de genes a estudiar

Los genes relacionados con virulencia fueron el blanco de interés para evaluar el efecto
de las hormonas sobre su expresion. En un estudio realizado en 201,1 se encontrd que la
progesterona induce un cambio en la expresion de los genes que codifican para la
enzima tiorredoxina reductasa y la subunidad alfa de la ribonucleosido difosfato
reductasa de Chlamydia trachomatis (59). N. brasiliensis también contiene estos genes,

por lo cual se eligieron para este estudio.

Por otra parte, se ha observado que la pared celular de Nocardia tiene un papel
importante en su virulencia (14); por ello, se quiso evaluar si P, y/o DHT estaban
involucradas en el cambio de expresion del gen que codifica para la enzima
ciclopropano é&cido graso sintasa, involucrada en la sintesis de acidos micolicos.
También se evaluo el efecto de estas hormonas sobre el gen que codifica para la enzima

superoxido dismutasa, involucrada en la respuesta al estrés oxidativo.
e Disefio de oligonucledtidos

Una vez seleccionados los genes a estudiar, se disefiaron los oligonucleo6tidos
especificos (Tabla 6) mediante el uso del programa PRIMER-BLAST disponible en el

NCBI  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). ~ Los  oligonucle6tidos
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utilizados para estudiar el cambio en la expresion del gen de la superdxido dismutasa

fueron reportados previamente (77).

Tabla 6. Oligonucle6tidos para el estudio de genes especificos

Producto
Nombre del .
. Ly Secuencia 5'-3 esperado
oligonucleotido [ b]
trxB-F | GGTCGAGAACTATCCCGGCT 301
trxB-R | GATGTCCTGCCCCTTGAAGAA
nrdA-F CATGTTCGAGGACACGGTGA 528
nrdA-R CACACCTGCTCGGTGTACTT
cyp-F ACCGTTCTGACGTCTTAGCC 281
cyp-R CATCGCCTTCAGGATGTCGT
sod-F* AACCGATCGGGTGTAGGAAT 630
sod-R* CCAGTTGACGACGTTCCAGA

* Reportados por Révol, et al (2006).

e [Estandarizacion de las condiciones de amplificacion

Se utiliz6 DNA de N. brasiliensis, el cual fue extraido con el kit DNA GeneAll Exgene

Plant SV mini, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se probaron diferentes temperaturas de alineamiento, concentraciones de MgCl, y

cantidad de Taqg (Fermentas).

Las condiciones de amplificacion que consideramos O&ptimas se muestran a

continuacion:

Superoxido dismutasa: condiciones recomendadas por Révol y cols en 2006.

30 Ciclos
94°C | 94°C
5min | 1min 72°C | 72°C
58°C imin | 3min
30seg 4°C
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Las condiciones de los siguientes tres genes fueron estandarizadas durante el desarrollo del
presente trabajo.

Tiorredoxina reductasa

30 Ciclos
94°C | 94°C
8min | 1min 72°C | 712°C
55°C Imin | 7min
30seg 4°C

Ribonucleosido difosfato reductasa subunidad a

30 Ciclos
94°C | 94°C
8min | 1min 72°C | 72°C
57°C 1min \ 7min
30seg 4°C

Ciclopropano 4cido graso sintasa

30 Ciclos
94°C | 94°C
smin | 1min 72°C | 72°C
55°C 1min \ 7min
30seg 4°C

e RT-PCR de un solo paso

Para evaluar los cambios en la expresion inducidos por P, o DHT de los genes
relacionados con virulencia y mencionados previamente, se utilizo el método de
transcripcion reversa-PCR de un solo paso, mediante el kit SuperScript® Il One-Step
RT-PCR System with Platinum® Taqg High Fidelity DNA Polymerase (Invitrogen), con
el cual se sintetiza cDNA a partir de RNA total tratado con DNAsa y en la misma
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mezcla de reaccion se lleva a cabo la amplificacién por PCR, usando oligonucledtidos
especificos. Para utilizar cantidades equivalentes de RNA bacteriano en todas las
reacciones de RT-PCR, el gen que codifica para la subunidad 16S del RNA fue
utilizado como control; los oligonucledtidos utilizados para su amplificacion fueron

reportados previamente y se muestran en la tabla 7 (78).

Tabla 7. Oligonucle6tidos para amplificar un fragmento del rRNA 16S

Nombre del Secuencia 5'-3' Producto
oligonucleétido esperado
Ll
Noc-1 GCTTAACACATGCAAGTCG 606
Noc-2 GAATTCCAGTCTCCCCTG

Mezcla de reaccion: se preparé una mezcla de reaccién para un volumen final de 25uL
que contenia 2x Reaction Mix 1x, oligonucleétidos forward y reverse 0.5uM de cada

uno, 1pg de RNA tratado con DNAsa y 0.5uL de la enzima SuperScript I11.

Se realizd un primer paso de sintesis de cDNA en un ciclo a 55°C por 30 minutos;
seguido de la amplificacién por PCR, de acuerdo a las condiciones estandarizadas

anteriormente.

Los productos del RT-PCR fueron visualizados en gel de agarosa al 1.5% tefiido con
bromuro de etidio (10mg/mL). 10uL del producto de amplificacion méas 2uL de buffer
de carga fueron depositados en cada pozo del gel. La electroforesis se realizd a 85V por
1 hora y 10 minutos. El gel fue visualizado en el transiluminador de luz U.V y la foto
fue obtenida en el equipo de fotodocumentacion UVP 120. Posteriormente se realizé el
analisis densitométrico a través del software Image J version 1.47, para cuantificar la
concentracion aproximada del producto en las distintas condiciones (tiempo y

concentracion de hormona).
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8 RESULTADOS

8.1 Cultivo, extraccién y cuantificacion de RNA
Pasados los cinco dias de cultivo (tiempo en el que la bacteria se encontraba en fase

logaritmica de crecimiento), se tomo una alicuota y se realizd una coloracion de Gram para
comprobar la pureza del cultivo. En la figura 6, se observan los filamentos Gram positivos

caracteristicos de N. brasiliensis.

Figura 6. Tincion de Gram. Frotis realizado a partir del cultivo de N. brasiliensis a los cinco dias de
incubacidn. La flecha sefiala los filamentos Gram positivos caracteristicos de esta bacteria que miden de 0.8 a
1.0 um de didmetro

Posteriormente, se adicionaron las hormonas en concentraciones equivalentes a la CSHN vy
10x CSHN, se incub6 por 2, 8 y 24 horas y se hizo la extraccion de RNA total por el
método de Trizol®. La figura 7 muestra el RNA total obtenido tanto de las bacterias
cultivadas con la hormona, como sus respectivos controles sin hormona. Se muestra el
RNA obtenido a las 2, 8 y 24 horas de incubacion respectivamente, se observan las

subunidades del RNA ribosomal 23S, 16S y en algunas ocasiones 5S.
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23S
16S

Figura 7. RNA total de N. brasiliensis. Gel de agarosa desnaturalizante al 1%. RNA total de N. brasiliensis incubada
con P4 (A) o DHT (B). C=control sin hormona, N=concentracion de hormona equivalente a CSHN, 10=concentracion de
hormona equivalente a 10 veces la CSHN.

Una vez extraido y visualizado, el RNA fue cuantificado (Anexo 1). Los datos obtenidos,
mostraron una buena cantidad de RNA en la mayoria de muestras y una pureza aceptable

(relacion 260/280 cercana o igual a 2.0).

8.2 Tratamiento con DNAsa |
El RNA extraido fue tratado con DNAsa. Para comprobar si el tratamiento habia sido

efectivo y por tanto habia ausencia de DNA en las muestras, se realiz6 una PCR con el
RNA tratado, esperando la ausencia total de amplificacion. La figura 8, muestra los
resultados obtenidos, donde no se observa amplificacion después de realizar la PCR con el
RNA tratado con DNAsa, lo cual indica ausencia de contaminacién con DNA gendémico.
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Figura 8. Tratamiento con DNAsa. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio. PCR realizada con RNA total
de N. brasiliensis tratado con DNAsa, incubado con P, (A) o DHT (B). C=control sin hormona, N=concentracion de
hormona equivalente a CSHN, 10=concentracion de hormona equivalente a 10 veces la CSHN. C-=control negativo,

MPM=marcador de peso molecular.

8.3 RAP-PCR
Una vez confirmado que el tratamiento con DNAsa fue efectivo, se procedio a realizar la

RT-PCR utilizando los oligonucleétidos y las combinaciones mostradas en las tablas 3 y 4
(en la seccion de Materiales y Métodos). La figura 9, muestra trece bandas enmarcadas en
recuadros rojos, que correspondieron a genes que fueron expresados diferencialmente,
después de la adicién de P4 al cultivo bacteriano; ocho de estos genes (62%) aumentaron su

expresion y cinco (38%) la disminuyeron.
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Figura 9. Genes expresados diferencialmente después de adicidn de P, al cultivo de N. brasiliensis. Gel de agarosa al
3.5% tefiido con bromuro de etidio. Combinacion de oligonucle6tidos Ea3-Es5 (A). Ea8-Es7 (B). Ea8-Es5 (C).
MPM=marcador de peso molecular, C=control sin hormona, N=concentracién de hormona equivalente a CSHN,
10=concentracion de hormona equivalente a 10 veces la CSHN.
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La figura 10, muestra doce bandas en recuadros rojos, correspondientes a genes que se
expresaron diferencialmente después de la adicion de DHT al cultivo bacteriano, nueve

(75%) de los cuales, aumentaron su expresion y tres (25%) la disminuyeron

A.
Ea3-Es5 (2h) Ea4-Es5 (2h)
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MPM C N 10 C., fNp 10
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—
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1 1 4 -
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piruvato deshidrogenasa
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piruvato deshidrogenasa

gen de rRNA 16S

Figura 10. Genes expresados diferencialmente después de adicion de DHT al cultivo de N. brasiliensis. Gel de
agarosa al 3.5% tefiido con bromuro de etidio. Combinacién de oligonucleétidos Ea3-Es5, Ea4-Es5 (A). Ea3-
Es5, Ea4-Esb, Ea8-Es7 (B). MPM=marcador de peso molecular, C=control sin hormona, N=concentracion de

hormona equivalente a CSHN, 10=concentracion de hormona equivalente a 10 veces la CSHN.
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Un total de 25 genes fueron expresados diferencialmente después del tratamiento hormonal.
En general, los mayores efectos de la progesterona sobre la expresion genética se
observaron a las 2 y 8 horas de incubacion. La mayor parte de los cambios que indicaron
aumento en la expresion después del estimulo con esta hormona se evidencio con la mayor
concentracion de hormona, aungue algunos cambios también fueron evidentes con la
concentracion equivalente a la CSHN. Por otro lado, después del estimulo con DHT, se
evidenciaron efectos sobre la expresion principalmente a las 2 y 24 horas de incubacion, y

con concentraciones correspondientes a la CSHN de esta hormona.

8.4 Seleccion 'y purificacion de genes de N. brasiliensis expresados
diferencialmente
Una vez seleccionadas, las bandas diferenciales fueron cortadas y purificadas. Este DNA

fue cuantificado para su posterior clonacion. En los Anexos 2 y 3 se muestran los resultados

de la cuantificacion, en donde se observan cantidades suficientes para la clonacion.

8.5 Clonacion de los genes expresados diferencialmente
Después de realizar la reaccion de ligacién, células de E. coli TG1 fueron transformadas y

las clonas positivas seleccionadas. La figura 11 muestra el crecimiento de las células
transformadas en agar LB con X-gal. Las colonias blancas (sefialadas con flechas) fueron
seleccionadas para comprobar la presencia del inserto de interés mediante PCR.

Figura 11. Transformacion. Cultivo de células transformadas de E. coli TG1 en agar LB con x-gal.
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La figura 12 muestra los resultados de algunas PCR’s obtenidas después de seleccionar las
clonas positivas. Todos los fragmentos mostrados en esta figura fueron exitosamente
clonados. Por ejemplo en la figura 12A se observan los resultados de la clonacion de los
fragmentos correspondientes a las bandas 1, 2, 3 y 4 del gel mostrado en la figura 9A (que
corresponde a RNA de N. brasiliensis, cultivada en presencia de progesterona). El
fragmento 1 tenia un tamafio aproximado de 250pb (figura 9A); posterior a la clonacién el
tamario esperado de la banda fue de aproximadamente 429pb (carriles 1-1 a 1-4 de la figura
11A), que corresponde a 250pb (tamafio de la banda purificada) mas el tamafo del vector,
que en este caso fue p-GEM-T easy (179pb), lo que da como resultado 429pb. Asimismo se
hizo el célculo para las siguientes bandas. En el Anexo 4 se amplian los resultados
mostrados en esta figura.

A.
MPM 1-1 1-2 1-3 1-4 2-1 2-2 23 24 3-1 32 33 34 41 42 4-3 4-4 C-
AT
B.
MPM 10-1 10-2 10-3 10-4 11-1 11-2 11-3 11-4 12-1 12-2 12-3 12-4 13-1 13-2 13-3 13-4 C-
-y - - - -

852pb

500 pb

200 pb

Figura 12. Comprobacién de la clonacidn por PCR. (A) Fragmentos clonados con el kit pPGEM-T Easy. (B) y (C)
Fragmentos clonados con TOPO TA 2.1. MPM=marcador de peso molecular; C-=control negativo; los nimeros
corresponden al nimero de la banda purificada de los geles con P, (mostrados en la figura 7).
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8.6 Analisis de las secuencias de los fragmentos expresados diferencialmente
Después de comprobar la clonacion de los fragmentos de interés por PCR, se purifico el

DNA plasmidico y se envio al servicio de secuenciacion del Instituto de Biologia de la
UNAM.

De los 13 fragmentos que mostraron expresion diferencial despues del tratamiento con Py
(figura 8), 11 fueron exitosamente clonados y secuenciados. La tabla 8 muestra los
resultados obtenidos después de realizar el analisis con BLAST.

De estos 11 genes, siete mostraron un aumento en la expresion después del tratamiento con
P, y la mayoria correspondieron a proteinas hipotéticas. Se detectaron dos proteinas cuya
expresion es presuntamente modificada por accion de la progesterona: la rRNA (adenina-
N6) metiltransferasa y la acil-CoA deshidrogenasa. La primera estd implicada en la
resistencia a macrolidos y la segunda en el metabolismo de lipidos. Por otra parte, cuatro
genes disminuyeron su expresion después del tratamiento hormonal y todos

correspondieron a proteinas hipotéticas.

De los 12 fragmentos que mostraron expresion diferencial después de la adicion de DHT
(figura 9), nueve fueron exitosamente clonados y secuenciados. La tabla 9 muestra los

resultados obtenidos después de realizar el analisis con BLAST.

Siete genes correspondientes a los fragmentos purificados mostraron un aumento en la
expresion después del tratamiento con DHT. La mayoria correspondieron a proteinas
hipotéticas de N. brasiliensis. Sin embargo una proteina relacionada con el metabolismo del
piruvato, la subunidad E1 de la piruvato deshidrogenasa, fue identificada en dos fragmentos
expresados diferencialmente. En ambos casos se observé que el tratamiento de la bacteria
con una concentracion equivalente a la CSHN de DHT aumenta la expresion de dicho gen,

comparado con el control sin hormona (banda 1 y 6, figura 9).

Dos fragmentos cuya secuencia tiene homologia con una parte de la secuencia del rRNA
16S de N. brasiliensis, presentaron disminucién en la expresion después del tratamiento
hormonal; la banda es visible solamente en el control sin hormona (banda 9 y 10, figura
9B).
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Tabla 8. Analisis de secuencias de genes con cambio de expresion después del tratamiento con progesterona

ANALISIS DE SECUENCIAS CON BLAST (P4)

No.dela | Vector Expresiéon o | Concentracion de
Resultado de andlisis en BLAST | Max score | Total score | Query Score| E-Value Ident P ., Tiempo Combinacion Funcion
banda usado Inhibicién hormona
Proteina hipotética NOCYR_2433 )
] o ] X X b e - b orma X oras a3-Es esconocida
1 PGEM [Nocardia cyriacigeorgica GUH-2] 36.2 36.2 25% 2e-04 90% N Iy 10: 2h Ea3-Es5 D d
ia cyriaci j -
Proteina hipotética 031_032930
3 PGEM |[Nocardia brasiliensis ATCC 37.0 37.0 25% 4e-04 95% + Normal y 10x 24 horas Ea3-Es5 Desconocida
700358]
Proteina hipotética nfa55870 .
5 TOPO [Nocardia farcinica |FM 10152] 118 192 80% le-43 89% 10x 8 horas Ea8-Es7 Desconocida
Proteina hipotética nfa55870
6 TOPO [Nocardiafrj:rcinica IFM 10152] 57,4 57,4 66% 8e-11 57% + 10x 8 y 24 horas Ea8-Es7 Desconocida
Proteina hipotética 031_006310 10 (s6lo aparece en
7 TOPO [[Nocardia brasiliensis ATCC 29,3 29,3 80% 0,19 33% * P 2y 8horas Ea8-Es7 Desconocida
700358] el control y normal)
Proteina hipotética O3I_005060 10x (s6l0 aparece en
X
8 TOPO |[Nocardia brasiliensis ATCC 193 193 99% 2e-61 100% * P 2,8y 24 horas Ea8-Es5 Desconocida
700358] el control y normal)
Proteina hipotética O31_005060 10 (s6lo aparece en
9 TOPO |[Nocardia brasiliensis ATCC 110 110 74% 8e-30 96% + P 2,8y 24 horas Ea8-Es5 Desconocida
700358] el control y normal)
Secuencia parcial del gen de RNA
10 TOPO [ribosomal 16S de Nocardia 1160 1160 94% 0.0 99% + 10x 2 horas Ea8-Es5 Sintesis de proteinas
brasiliensis
Metilacidn de residuos
rRNA (adenina-N(6)-) de adenina en el RNAr
23s; induce resistencia a
11 TOPO [metiltransferasa [Nocardia 357 357 98% 5e-25 85% f 10x 8 horas Ea8-Es5 los antibicticos de tino
brasiliensis ATCC 700358] L R .p
macrélidos, lincosamidas
y estreptograminas B.
Proteina hipotética 031_030585 Solo aparece en el
12 TOPO |[Nocardia brasiliensis ATCC 60.8 60.8 53% 6e-13 94% + p' 2 horas Ea8-Es5 Desconocida
700358] control sin hormona
acyl-CoA o . .
Oxidacion de acidos
13 TOPO |deshidrogenasa[Nocardia 86.7 86.7 98% 4e-22 98% +’ Normal y 10x 2y 8horas Ea8-Es5

brasiliensis ATCC 700358]

grasos
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Tabla 9. Analisis de secuencias de genes con cambio de expresion después del tratamiento con dihidrotestosterona

ANALISIS DE SECUENCIAS CON BLAST (DHT)

Concentracién de

No.dela | Vector Resultado de andlisis en BLAST | Max score | Total score | Query Score| E-Value Ident Expr.es.u?rli N hormona en la que Tiempo Combinacién Funcion
banda usado Inhibicién
aparece la banda

Piruvato deshidrogenasa Metabolismo del

1 Topo [subunidad E1 [Nocardia 143 143 97% le-37 99% f Normal 2 horas Ea3-Es5 piruvato; ciclo de los
brasiliensis ATCC 700358] acidos tricarboxilicos.
Proteina hipotética O3I_005060

3 Topo |[Nocardia brasiliensis ATCC 115 115 71% le-28 96% T Normal y 10X 2horas Ead-Es5 Desconocida
700358]
Proteina hipotética O31_020245

4 Topo |[Nocardia brasiliensis ATCC 88.6 88.6 28% le-16 95% f Normal 2 horas Ead-Es5 Desconocida
700358]
Proteina hipotética O3I_005060

5 Topo |[Nocardia brasiliensis ATCC 110 110 77% 6e-27 96% * Normal 2 horas Ea3-Es5 Desconocida
700358]
Piruvato deshidrogenasa Metabolismo del

6 PGEM |subunidad E1 [Nocardia 145 145 96% 2e-38 100% '? Normal 24 horas Ea3-Es5 piruvato; ciclo de los
brasiliensis ATCC 700358] acidos tricarboxilicos.
Proteina hipotética

7 PGEM |031_028560[Nocardia brasiliensis 149 149 83% 5e-43 94% 1’ Normal 24 horas Ea3-Es5 Desconocida
ATCC 700358]
Secuencia parcial del gen de RNA Sélo en el control sin

9 PGEM |ribosomal 16S de Nocardia 1133 1133 98% 0 99% * hormona 24 horas Ea8-Es7 Sintesis de proteinas
brasiliensis
Secuencia parcial del gen de RNA S0 en el control sin

10 PGEM |ribosomal 16S de Nocardia 1138 1138 98% 0 100% * hormona 24 horas Ea8-Es7 Sintesis de proteinas
brasiliensis
Proteina hipotética O31_026050

12 PGEM |[Nocardia brasiliensis ATCC 95.1 95.1 97% le-26 98% T Normal y 10X 24 horas Ea8-Es7 Desconocida

700358]
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8.7 Analisis del cambio de expresion de genes especificos, inducido por P4y
DHT
En esta parte experimental se buscé algin cambio de expresion probablemente influenciado

por el efecto hormonal, en cuatro genes especificos:

e Superdxido dismutasa
e Tiorredoxina reductasa
e Ciclopropano &cido graso sintasa

e Ribonucleosido difosfato reductasa subunidad o

Se utiliz6 como control interno, la expresion de un segmento del gen del rRNA 168S.

8.8 Estandarizacion de las condiciones de amplificacion
Se extrajo DNA de N. brasiliensis, el cual se utilizé para estandarizar las condiciones de

amplificacion para cada par de oligonucledtidos disefiados. La figura 13 muestra un gel de

agarosa al 0.8% donde se visualiza el DNA obtenido después de la extraccion.

23130pb

2322pb
2027pb

Figura 13. DNA purificado de N. brasiliensis. Gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio. 1. Elucién con
50uL de buffer TE. 2. Elucion con 100uL de buffer TE. MPM. Marcador de peso molecular.

Una vez extraido y visualizado, el DNA se cuantific6 y 100ng se usaron para los

experimentos de estandarizacion.



8.8.1 Gen de la superdxido dismutasa
Para amplificar el segmento del gen de la enzima superdxido dismutasa, se utilizé el DNA

extraido, y las condiciones reportadas en un estudio realizado en 2006 por Révol y cols. Sin
embargo, las concentraciones de MgCl,, las unidades de Taq polimerasa y las temperaturas
de alineamiento utilizadas fueron ajustadas hasta obtener una amplificacion dptima. La
figura 13 y 14 muestran los resultados obtenidos en esta parte experimental: en la figura 14,
se muestra, que con una cantidad de 2.5 U de Taqg polimerasa (Fermentas) se obtuvo
amplificacion. La concentracion final de MgCl, utilizada en ese experimento fue de 1.5mM
y la temperatura de alineamiento usada fue de 58°C. La concentracion final de ANTP’s fue
de 0.2mM, oligonucleétidos forward y reverse 0.5uM de cada uno, y el volumen final de la

mezcla de reaccion fue de 25uL.

Unidades de Taq
Polimerasa

630pb

Figura 14. Amplificacion del gen de superéxido dismutasa con 2.0y 2.5 U de Taqg. Gel de agarosa al 1.5% tefiido
con bromuro de etidio. MPM=marcador de peso molecular; 2.0=Taq polimerasa 2 U; C-=control negativo;
2.5=Taq polimerasa 2.5 U.

En la figura 15, se muestra el resultado de una PCR donde se probaron varias temperaturas
de alineamiento y dos concentraciones de MgCl, para observar si habia cambio o0 mejora en
la amplificacion de dicho segmento del gen; sin embargo, no hubieron grandes cambios,
por lo que se decidi6 trabajar con una concentracion final de MgCl, de 1.5mM, 2.5 U de

Taq polimerasa y la temperatura de alineamiento recomendada por el articulo (77).

72



1.51mM MgCl, 2.01mM

MPM 55° 56° 57° 58° 59° C- 55° 56° 57° 58° 59° C- MPM

630pb ewveew w wew o o

e

e

Figura 15. Curva de temperaturas de alineamiento y concentraciéon de MgCI2 para la amplificacion del gen de la
superdxido dismutasa. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio. MPM=marcador de peso molecular; C-
=control negativo. *Los nimeros se refieren a las temperaturas de alineamiento probadas.

Para los siguientes experimentos de estandarizacion se utilizd una concentracion final de
MgCl; igual a 1.5mM y 2.5 U de Taq polimerasa. Asimismo, se utilizaron concentraciones
finales de dNTP's de 0.2mM y de oligonucle6tidos 0.5uM de cada uno. Sélo se realizaron
curvas de temperaturas de alineamiento para encontrar la mejor condicion de amplificacion

para cada par de oligonucledtidos.

8.8.2 Gen de la tiorredoxina reductasa
La figura 16 muestra la curva de temperatura obtenida para el gen que codifica la enzima

tiorredoxina reductasa. En todas las temperaturas probadas se obtuvo amplificacion; sin
embargo, a 55°C se observa una buena intensidad de la banda y ningin resto de

oligonucledtidos, por lo cual ésa temperatura se seleccion6 como 6ptima.

MPM 55° 56° 57° 58°. 59° C-

301pb

Figura 16. Curva de temperaturas para el gen de tiorredoxina reductasa. Gel de agarosa al 1.5%. MPM=marcador de
peso molecular; C-=control negativo. *Los nimeros se refieren a las temperaturas de alineamiento probadas.
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8.8.3 Gen de la ribonucleosido difosfato reductasa subunidad a
La figura 17 muestra la curva de temperatura para el gen de la subunidad a de la enzima

ribonucleosido difosfato reductasa. En este caso, la temperatura a la cual se obtuvo mejor
amplificacion fue 57°C.

5 %
MPM 55° 56° 57° 58 59° €~

528pb

Figura 17. Curva de temperatura para el gen de ribonucleosido difosfato reductasa subunidad a. Gel de agarosa al
1.5%. MPM=marcador de peso molecular; C-=control negativo. . *Los nimeros se refieren a las temperaturas de
alineamiento probadas.

8.8.4 Gen de la ciclopropano acido graso sintasa
La figura 18 muestra la curva de temperaturas del gen de la enzima ciclopropano acido

graso sintasa. La temperatura 6ptima de alineamiento para la amplificacion de este gen fue
55°C.

MPM 55° 56° 57° 58° 59° C-

281pb

Figura 18. Curva de temperatura para el gen de la enzima ciclopropano &cido graso sintasa. Gel de agarosa al 1.5%.
MPM=marcador de peso molecular; C-=control negativo.

74



8.9 RT-PCR
Una vez estandarizadas las condiciones de amplificacion de cada uno de los cuatro genes

relacionados con virulencia, se procedio a realizar RT-PCR de un solo paso para conocer si
existfa algtn cambio en la expresién de estos genes después del tratamiento con P,% 0 DHT.

La figura 19 muestra los resultados obtenidos después de la amplificacion de un segmento
de 603 pb del gen de rRNA 16S utilizado como control, después del tratamiento con Py.

Asimismo, se muestran los resultados del analisis densitométrico respectivo.

A

2h 8h 24h

603 pb

6,00

5,00

4,00

3,00

2,00

1,00

C-2h N-2h 10-2h C-8h N-8h C-24h N-24h 10-24h
Identificacion de la muestra

0,00

Concentracién de la banda en pg/10pL

7C-2h ®N-2h ®m10-2h #~C-8h ®N-8h 7% C-24h mN-24h ®™10-24h

Figura 19. Amplificacion de un segmento de 603 pb del rRNA 16S de N. brasiliensis cultivada con P,. A. Gel de
agarosa al 1.5% que muestra los resultados de amplificacion después del tratamiento con P,. B. Anélisis densitométricos
del gel. C=control sin hormona, N=concentracién de hormona equivalente a CSHN, 10=concentracién de hormona
equivalente a 10 veces la CSHN.

2S6lo se muestran los resultados obtenidos del control sin hormona y del tubo tratado con P, a una
concentracion equivalente a la CSHN a las 8 horas de incubacion.
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La figura 20 muestra los resultados obtenidos de la amplificacion del segmento del gen de
rRNA 16S después del tratamiento con DHT, en conjunto con los resultados del anélisis

densitométrico de ese gel.

603 pb

4,50

4,00

3,50

3,00

2,50

2,00

1,50

1,00

Concentracién de la banda en pg/10pL

0,50

N N N

C-2h N-2h 10-2h C-8h N-8h 10-8h C-24h N-24h 10-24h
Identificacién de las muestras

0,00

7#C2h mN-2h m10-2h ~C8h mN-8h w10-8h #C-24h mN-24h m10-24h

Figura 20. Amplificacion de un segmento de 603 pb del rRNA 16S de N. brasiliensis cultivada con DHT. A. Gel de
agarosa al 1.5% que muestra los resultados de amplificacion después del tratamiento con DHT. B. Andlisis densitométrico
del gel. C=control sin hormona, N=concentracién de hormona equivalente a CSHN, 10=concentracion de hormona
equivalente a 10 veces la CSHN.

Las figuras 19 y 20, mostraron que la cantidad agregada de RNA fue aproximadamente la
misma y por lo tanto, los cambios visualizados en la expresion de los genes de interés, no
se deben a cambios en la cantidad de material genético utilizado. Sin embargo, se efectud

una correccion sobre los valores densitométricos de los geles correspondientes a los genes
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relacionados con virulencia, para eliminar cualquier sesgo en la interpretacion del

resultado.

La figura 21A, muestra los resultados obtenidos después de amplificar un segmento de
630pb del gen de la enzima superdxido dismutasa después de incubar la bacteria con P,4. Se
observa una ligera disminucion de la expresion a las 2 y 8 horas despueés de la adicion de la
hormona, la cual es proporcional a la concentracion de hormona agregada. En contraste, a
las 24 horas se observa un ligero aumento en la expresion después de la adicion de la
hormona. El analisis densitométrico (figura 21B), muestra la misma relacion de aumento y

disminucion de la expresion, observada en el gel.

A.
2h 8h 24h
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§ C-2h N-2h 10-2h C-8h N-8h C-24h N-24h 10-24h
§ Identificacion de las muestras
%#C2h ®WN-2h ®m10-2h #C8h mN-8h #C-24h mN-24h m10-24h

Figura 21. Amplificacion de un segmento de 630pb del gen de la enzima superoéxido dismutasa de N. brasiliensis
cultivada con P,. A. Gel de agarosa al 1.5% que muestra los resultados de amplificacién después del tratamiento con P,
B. Anadlisis densitométrico del gel. C=control sin hormona, N=concentracién de hormona equivalente a CSHN,
10=concentracién de hormona equivalente a 10 veces la CSHN.

77



Por otra parte, se observan ligeros cambios en la expresion del gen de superdoxido
dismutasa, en el caso del RNA obtenido de la bacteria incubada con DHT (figura 22A). La
figura 22B muestra los resultados obtenidos del analisis densitométrico, en el cual se
pueden apreciar ligeras disminuciones de la expresion del gen, con respecto al control sin

hormona, en todos los tiempos de incubacion; excepto, con respecto al control a las 8 horas.

A

630pb

7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00

1,00

Concentracion de la banda en pg/f10puL
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Figura 22. Amplificacion de un segmento de 630pb del gen de la enzima superoéxido dismutasa de N. brasiliensis
cultivada con DHT. A. Gel de agarosa al 1.5% que muestra los resultados de amplificacion después del tratamiento con
DHT. B. Andlisis densitométrico del gel. C=control sin hormona, N=concentracioén de hormona equivalente a CSHN,
10=concentracién de hormona equivalente a 10 veces la CSHN.

En la figura 23A se muestra el gel obtenido después de realizar la RT-PCR, en el cual se
amplificd un segmento del gen que codifica para la enzima tiorredoxina reductasa, a partir
del RNA tratado con P,. Se observa una ligera disminucién en la expresién a las 2 y 8
horas, mientras que a las 24 horas de incubacidn hay un aumento de la expresion conforme
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aumenta la concentracion de hormona. La figura 23B muestra los anlisis densitométricos

del gel.
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Figura 23. Amplificaciéon de un segmento de 301pb del gen de la enzima tiorredoxina reductasa de N. brasiliensis
cultivada con P,4. A. Gel de agarosa al 1.5% que muestra los resultados de amplificacion después del tratamiento con P,.
B. Andlisis densitométrico del gel. C=control sin hormona, N=concentracion de hormona equivalente a CSHN,
10=concentracién de hormona equivalente a 10 veces la CSHN.

Por el contrario, en el gel del RNA tratado con DHT, no se observan cambios en la
expresion del gen de tiorredoxina reductasa, después de la adicion de la hormona (figura
24A). El andlisis densitométrico mostrado en la figura 24B, confirma que no hay cambios

en la expresion de este gen después del tratamiento hormonal.
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Figura 24. Amplificacion de un segmento de 301pb del gen de la enzima tiorredoxina reductasa de N. brasiliensis
cultivada con DHT. A. Gel de agarosa al 1.5% que muestra los resultados de amplificacion después del tratamiento con
DHT. B. Anélisis densitométrico del gel. C=control sin hormona, N=concentracién de hormona equivalente a CSHN,

10=concentracion de hormona equivalente a 10 veces la CSHN.

Los resultados de la amplificacion del gen que codifica para la enzima ciclopropano acido

graso sintasa, mostraron ligeros cambios en la expresion después de la adicion de P4 (figura

25). Aunque los cambios no fueron muy evidentes en el gel (Figura 25A), después de

realizar el andlisis densitométrico del mismo (figura 25B), se puede apreciar un ligero

aumento de la expresion, después del tratamiento hormonal, en todos los tiempos de

incubacion.
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Figura 25. Amplificacion de un segmento de 281pb del gen de la enzima ciclopropano acido graso sintasa de N.
brasiliensis cultivada con P,. A. Gel de agarosa al 1.5% que muestra los resultados de amplificacion después del
tratamiento con P,4. B. Analisis densitométrico del gel. C=control sin hormona, N=concentracion de hormona equivalente
a CSHN, 10=concentracién de hormona equivalente a 10 veces la CSHN.

La figura 26, muestra los resultados de la amplificacion del gen que codifica para la enzima
ciclopropano &cido graso sintasa, a partir del RNA tratado con DHT. No se observaron
grandes cambios en la expresion de este gen después del tratamiento hormonal. El analisis
densitométrico (figura 26B), demuestra que las concentraciones de cada banda son

similares, en todos los tiempos de incubacion.
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Figura 26. Amplificacion de un segmento de 281pb del gen de la enzima ciclopropano acido graso sintasa de N.
brasiliensis cultivada con DHT. A. Gel de agarosa al 1.5% que muestra los resultados de amplificacion después del
tratamiento con DHT. B. Andlisis densitométrico del gel. C=control sin hormona, N=concentracion de hormona
equivalente a CSHN, 10=concentracion de hormona equivalente a 10 veces la CSHN.

En la figura 27 se observan los resultados obtenidos después de realizar la RT-PCR para el
gen que codifica la enzima ribonucleosido difosfato reductasa subunidad a, del RNA de la
bacteria incubada con P,4. Se observa muy poca amplificacion a las 2 horas en el control sin
hormona, y en los carriles correspondientes a la CSHN y 10x CSHN no se observa ningun
rastro de amplificacion. A las 8 horas, se observa un aumento de la expresion después de
adicionar la hormona a una CSHN comparado con el control, y lo mismo sucede a las 24
horas, a una CSHN y 10x CSHN aumenta la expresion (figura 27A). La figura 27B,
muestra el analisis densitométrico de este gel.
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Figura 27. Amplificacion de un segmento de 528pb del gen de la enzima ribonucleosido difosfato reductasa
subunidad a de N. brasiliensis cultivada con P,. A. Gel de agarosa al 1.5% que muestra los resultados de amplificacion
después del tratamiento con DHT. B. Andlisis densitométrico del gel. C=control sin hormona, N=concentracion de
hormona equivalente a CSHN, 10=concentracion de hormona equivalente a 10 veces la CSHN.

La figura 28 muestras los resultados de la amplificacion del gen de ribonucleosido difosfato
reductasa subunidad a, a partir del RNA tratado con DHT. Se observa una disminucion de
la expresion del gen conforme aumenta el tiempo de incubacién (figura 28A). Sin embargo,
a las 8 horas de incubacioén en la concentracion de hormona correspondiente a 10x CSHN,
hay un marcado aumento de expresion. La figura 28B muestra los resultados de la

densitometria del gel.
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Figura 28. Amplificacion de un segmento de 528pb del gen de la enzima ribonucleosido difosfato reductasa
subunidad a de N. brasiliensis cultivada con DHT. A. Gel de agarosa al 1.5% que muestra los resultados de
amplificacion después del tratamiento con DHT. B. Andlisis densitométrico del gel. C=control sin hormona,
N=concentracién de hormona equivalente a CSHN, 10=concentracién de hormona equivalente a 10 veces la CSHN.

Para confirmar el hallazgo del cambio de expresion de la enzima rRNA adenina (N6)
metiltransferasa, encontrado en los resultados obtenidos del despliegue diferencial con
primers aleatorios, después del tratamiento con P, (tabla 8), se disefiaron oligonucleétidos

especificos para el gen, se estandarizaron las condiciones de amplificacion y se realizé una
RT-PCR.
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Las condiciones bajo las cuales se realizé la RT-PCR fueron las siguientes®:

30 Ciclos
9a°c | 9a°c
8min | 1min 72°¢ | 72°C
55°C 55°C imin | 7min
30min Imin 4°C

La tabla 10 muestra los oligonucledtidos utilizados y la figura 29, los resultados obtenidos.

Tabla 10. Secuencia de oligonucle6tidos especificos para el gen de la enzima rRNA adenina (N6) metiltransferasa

Nombre del Secuencia (5'-3") Producto
oligonucleétido esperado
M|
MetilT-F TCCGAGCCGATTTCACCAAA 437
MetilT-R GGTGATGCCTGTGACGTGTA

Figura 29. Amplificacion del gen de la enzima rRNA adenina (N6) metiltransfersa y del gen control (rRNA 16S). A.
Gel de agarosa al 1.5% que muestra la amplificacién por RT-PCR de un segmento de 437 pb del gen de la enzima rRNA
adenina (N6) metiltransfersa a partir de RNA tratado con P, a las 8 horas de incubacion. (B) Amplificacion del control
interno de expresion. Segmento de 603 pb del gen de rRNA 16S.

% La mezcla de reaccion utilizada para la RT-PCR son las mismas que las descritas en materiales y métodos.
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Como se observa en la figura 29A, por este método se confirmd que s6lo hubo expresion
del gen de la rRNA adenina (N6) metiltransferasa, cuando la concentracion de progesterona
fue equivalente a 10 veces la CSHN, a las 8 horas de incubacion; corroborando el hallazgo
encontrado en los experimentos de despliegue diferencial con primers aleatorios,

especificamente con la combinacién Ea8-Es5 mostrados en la figura 9C (banda 11).

La figura 29B, muestra la existencia de RNA en todos los tubos (correspondientes a control
sin hormona, con P, a concentracién normal y P, 10x), lo cual permite afirmar que la
ausencia de amplificacion no se debe a la falta de material genético, sino a la ausencia de

expresion del gen bajo ésas condiciones de crecimiento.
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9 DISCUSION

Varios estudios han mostrado que los hombres son mas susceptibles que las mujeres a
contraer infecciones producidas por paréasitos, virus, hongos y bacterias, y tal diferencia se
atribuye en parte al efecto que tienen las hormonas sexuales sobre la regulacion de la
respuesta inmune, y por lo tanto éstas influyen en la susceptibilidad o resistencia del
huésped (32, 79).

Entre las infecciones bacterianas se encuentra el actinomicetoma, que es una enfermedad
inflamatoria cronica frecuente en Meéxico, y que descrita en diversos estudios
epidemioldgicos es predominante en hombres (3, 19, 80). En México, Nocardia brasiliensis
es el principal agente causal del actinomicetoma (3, 81). Se caracteriza por ser una bacteria
filamentosa Gram positiva, con un genoma de 9.436.348 pb, en donde la mayor parte de las
secuencias codificantes identificadas, codifican para proteinas hipotéticas (5745/8414) (7).

La explicacion del predominio del actinomicetoma en hombres no es muy clara. Sin
embargo, ha sido comdnmente atribuida a la mayor exposicion de los hombres a la fuente
de infeccion (generalmente el suelo) durante el desarrollo de sus actividades en el campo.
En contraste, se ha observado que en areas en las cuales el micetoma es muy frecuente
como Sudan, en donde no existe diferencia de exposicion al microorganismo entre mujeres
y hombres, la mayor incidencia sigue siendo en hombres (19). Lo anterior, conduce a
suponer que las mujeres tienen una resistencia natural a la infeccion, tal vez, debido a las
diferencias en lo niveles de hormonas sexuales que pueden regular la respuesta inmune y el
comportamiento del agente infectante (66). También se han reportado algunos casos en los
cuales durante el embarazo, el desarrollo del micetoma tiende a exacerbarse, lo cual puede
explicarse parcialmente por la condicién de inmunosupresion propia de las mujeres en este

estado y que pudiera deberse a la accion de la progesterona (19, 32, 82).

Por otro lado, se ha observado que las hormonas sexuales pueden modificar la expresion de
genes de varios microorganismos (33). Un estudio reciente mostro el cambio en la

expresion de genes de Chlamydia trachomatis después del tratamiento con estrogenos y
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progesterona. A traves del uso de microarreglos se encontrd que estas hormonas
modificaron la expresion de aproximadamente el 25% de los genes de la bacteria (59).

Asimismo, se han hecho reportes de la presencia de proteinas de unién a hormonas sexuales
en procariotas como S. hydrogenans y P. aeruginosa, que podrian contribuir al
entendimiento del mecanismo de accion de las hormonas en estos microorganismos (62-
64).

A pesar de que varios reportes ponen en evidencia el efecto de las hormonas sobre diversas
bacterias, poco se ha estudiado en este ambito con N. brasiliensis. Un estudio realizado en
1995 mostro el efecto de las testosterona, progesterona y estrogenos sobre el crecimiento de

esta bacteria, y el desarrollo del actinomicetoma experimental (66).

El despliegue diferencial de genes es una técnica empleada para el estudio del cambio en la
expresion genética inducido bajo ciertas condiciones experimentales. Inicialmente fue
descrita por Liang y Pardee, para el estudio de la expresion diferencial en células eucariotas
(71). Sin embargo, la ausencia de poliadenilacion en las células procariotas dificulta este
procedimiento. La utilizacion de oligonucle6tidos aleatorios ofrece una alternativa para el
uso de esta metodologia en procariotas y ha facilitado en cierta medida el desarrollo de
estudios de expresion diferencial en este grupo de organismos (70). Actualmente, existen
técnicas como los microarreglos y la secuenciacion de siguiente generacion que permiten el
estudio de los cambios en la expresién genética en organismos cuyo genoma haya sido

secuenciado.

A pesar de que el despliegue diferencial es una técnica descrita hace varios afios, ofrece la
ventaja de dar una vision general y cualitativa de la expresion genética bajo diversas

condiciones experimentales.

En el presente trabajo, se demostro mediante el uso de la técnica de despliegue diferencial
con primers aleatorios (RAP-PCR), que la progesterona y la dihidrotestosterona modifican
la expresidn de genes de N. brasiliensis. Un total de 25 fragmentos mostraron cambio en la
expresion genética. El tiempo en el cual se evidencié el cambio fue variable, pero en
general, con progesterona se observaron mayores cambios en las primeras horas del estudio

(2 y 8 horas), y con dihidrotestosterona a las 2 y a las 24 horas.
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De acuerdo con los resultados obtenidos de los alineamientos de las secuencias, la mayoria
correspondieron a proteinas hipotéticas; de los 25 fragmentos que mostraron cambios en la
expresion, 20 fueron exitosamente clonados y secuenciados, y 13 correspondieron a
proteinas hipotéticas. Por lo temprano de su expresion, estas proteinas podrian estar
participando en el metabolismo y/o virulencia de N. brasiliensis y por tanto estar
modulando el comportamiento del microorganismo en el transcurso de la infeccion. Sin
embargo, se requieren estudios adicionales para corroborar la funcién de estas proteinas y

asi poder asociarlas o no, con la fisiopatogenia de la enfermedad.

Por otro lado, se encontraron tres secuencias que presentaron homologia con una region del
rRNA 16S y cuya expresion fue modificada después del tratamiento con las dos hormonas.
El rRNA 16S desempefia un papel activo en la funcion de la subunidad 30s del ribosoma
(83), interactua con la subunidad 50s y es importante para el inicio de la traduccion, debido
a que en el extremo 3’ contiene la secuencia complementaria a la secuencia Shine-Delgarno
del mRNA (84). Esta modificacién de la expresion inducida por hormonas podria favorecer
0 no la sintesis proteica en alguna etapa del crecimiento bacteriano y, por lo tanto, podria

encontrarse una relacion con la fisiopatogenia de la enfermedad.

Asimismo, tres fragmentos que mostraron expresion diferencial después de la exposicion
bacteriana a las hormonas esteroides, presentan homologia con proteinas de las cuales se

conoce su funcién y se mencionan a continuacion:
rRNA adenina-N6 metiltransferasa

La rRNA adenina-N6 metiltransferasa es una enzima que cataliza la dimetilacién de un
residuo de adenina del rRNA 23S (85). Pertenece a una familia de metiltransferasas o
metilasas denominada Erm (metiltransferasas de resistencia a eritromicina), las cuales usan
S-adenosil metionina como donador de grupos metilo para modificar un residuo de adenina
(N6) en el rRNA 23S (86).

La metilacion del residuo de adenina en el rRNA 23S induce la resistencia frente al grupo
de antibioticos macrolidos y se ha observado el desarrollo de resistencia cruzada con las
lincosamidas y estreptograminas B (87). En E. coli, la metilacion modifica el residuo de
adenina 2058 (A2058) o su equivalente en otro grupo de bacterias, el cual se encuentra en
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una region conservada del rRNA 23S, implicada en la funcion de peptidil transferasa del

ribosoma.

Los macrdlidos son antibioticos bacteriostaticos que interfieren con la funcion de peptidil
transferasa del ribosoma inhibiendo la elongacion del péptido naciente durante la sintesis de
proteinas (88). Se ha sugerido que la metilacion del residuo de adenina en el rRNA 23S
induce un cambio conformacional en la subunidad 50S del ribosoma que evita la union del
antibiodtico a su sitio blanco (88). Las lincosamidas y estreptograminas B tienen sitios de
unién al ribosoma que se superponen con el sitio de union de los macrélidos, por lo que

dicho cambio conformacional resulta en una resistencia cruzada con estos antibiéticos (89).

Los genes que codifican las metiltransferasas de la familia Erm son inducibles (89). Otros
estudios han demostrado que las bacterias Gram positivas, bajo condiciones normales de
sensibilidad a antibidticos, carecen de residuos de adenina mono o dimetilados en su rRNA
23S (90). Cuando estas bacterias son cultivadas en presencia de eritromicina, aparece un
residuo de adenina dimetilado en el rRNA 23S; este cambio también es observado en los
aislamientos clinicos resistentes de bacterias como Staphylococcus aureus y Streptococcus
pyogenes (90). La naturaleza inducible de estos genes fue explicada por Gupta y cols,
quienes sugieren que la expresion de los mismos es energéticamente desfavorable para los

microorganismos y afecta la composicion del proteoma celular (89).

Por otro lado, se sabe que los microorganismos productores de antibi6ticos, como los
actinomicetos, tienen mecanismos que evitan el “suicidio”, es decir, la acciéon de los
antibidticos producidos por ellos mismos (86). Existen varios mecanismos que auto-
protegen a estos organismos de la accidn de los antibidticos: 1) la modificacion quimica de
los antibidticos, 2) bombas de eflujo que expulsan el antibidtico al exterior de la célula, y
por ultimo 3) la modificacion del sitio blanco de unidon del antibiético (91). Un ejemplo de
este Ultimo mecanismo sucede en Saccharopolyspora erythraea, el actinomiceto productor
de eritromicina, el cual mediante una rRNA metiltransferasa, dimetila un residuo de

adenina en el rRNA 23S, confiriendole resistencia al macrdlido (91).

En el presente trabajo se evidencié un cambio en la expresion de la enzima rRNA adenina

N6 metiltransferasa de N. brasiliensis después del tratamiento con progesterona, a una
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concentracion equivalente a 10 veces la concentracion sérica humana normal en mujeres.
En el ensayo de confirmacion de la expresion de este gen, utilizando oligonucle6tidos
especificos, se corrobord que la expresion solo sucedia a esta concentracion y no en el
control sin hormona o con progesterona a la concentracion normal. Es posible que la
progesterona esté jugando un papel en la induccion del gen, el cual es de naturaleza
inducible ya que es energéticamente costoso expresarlo bajo condiciones que no lo
requieren. Existe un reporte en la literatura de N. brasiliensis como productora de
eritromicina (92), lo que sugiere que la expresion de esta enzima podria ser un mecanismo
de auto-proteccion frente al antibidtico. Sin embargo, como no existe evidencia de que la
bacteria estuviera produciendo eritromicina en el momento de la incubacion, es imposible
confirmar esta premisa. Lo que se podria sugerir es que la progesterona a ésa concentracion
y en ése tiempo de incubacion estuviera actuando similar al antibi6tico y conllevara a la
expresion de dicho gen; o que participe en los mecanismo de regulacién de la expresion del

gen.

Acil-CoA deshidrogenasa

La acil-CoA deshidrogenasa es una flavoproteina que participa en la deshidrogenacion de
los ésteres de acil-CoA durante el catabolismo de los &cidos grasos y aminoacidos (93).
Esta presente en humanos, plantas, bacterias, hongos y parasitos, o que pone en evidencia

su importancia para el metabolismo desde la vida temprana (94).

Aunque esta familia de enzimas y su importancia en humanos esta bien descrita (95), en
bacterias no es mucho lo que se ha explorado. Un estudio realizado en 1969 muestra la
participacion de esta enzima en el control del metabolismo de los acidos grasos en E. coli.
Se exploro el crecimiento de la bacteria en medios que contenian palmitato como fuente de
carbono, y se observo que su presencia en el medio inducia las enzimas necesarias para
llevar a cabo la B-oxidacion de acidos grasos (incluyendo la acil-CoA deshidrogenasa) y

para la obtencion de energia (96).

Un estudio realizado con Streptomyces coelicolor y Streptomyces avermitilis demostro el

papel de la acil-CoA deshidrogenasa en el metabolismo de aminoacidos de cadena
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ramificada como leucina, valina e isoleucina. En este estudio, una cepa de S. avermitilis
mutante para un gen de la acil-CoA deshidrogenasa fue incapaz de crecer en un medio
solido minimo que contenia valina, leucina o isoleucina como Unica fuente de carbono;
estos resultados sugieren que la acil-CoA deshidrogenasa en estos microorganismos tiene
una amplia especificidad por el sustrato (diferente a lo que sucede en humanos cuyas
deshidrogenasas son especificas de un sustrato) y que participa en el catabolismo de esos
tres aminoacidos (97). En este estudio también mencionan que en trabajos previos han
observado una relacion entre el catabolismo de aminoacidos de cadena ramificada y la
produccion de antibidticos: la via de degradacion de los aminoacidos provee de algunos
sustratos acil-CoA que son utilizados para la sintesis del esqueleto de carbono del
antibiotico (97).

Desde hace varios afios se sabe que las actinobacterias tienen la habilidad de metabolizar
esteroles (98). M. tuberculosis cataboliza el colesterol para obtener energia y algunos
intermediarios para la sintesis de lipidos, proceso importante en la virulencia (99). El
genoma de M. tuberculosis contiene genes que codifican para diversas enzimas que
participan en el metabolismo de lipidos (100). Recientemente, fue descrita una familia de
acil-CoA deshidrogenasas que podria participar en la degradacion de la cadena lateral del
colesterol (101). A diferencia de otras acil-CoA deshidrogenasas que se caracterizan por
tener una estructura homotetramérica u homodimérica, las acil-CoA deshidrogenasas de M.
tuberculosis que participan en el catabolismo del colesterol, son heterotetraméricas y su

expresion es regulada por colesterol in vitro (101).

Nocardia brasiliensis, como otros actinomicetos se caracteriza por tener una gran cantidad
de enzimas involucradas en el metabolismo de lipidos. En su genoma se han identificado
genes que codifican para dichas enzimas, incluyendo aquéllas que participan en la B-
oxidacion como las acil-CoA deshidrogenasas (7). En el presente trabajo, se encontrd que
la progesterona aumentd la expresiébn de un gen que codifica para una acil-CoA
deshidrogenasa de N. brasiliensis. Este cambio de expresion podria ser debido a que la
progesterona al ser un derivado del colesterol y tener una estructura quimica similar

estuviera favoreciendo la expresion de ése gen.
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Subunidad E1 de la piruvato deshidrogenasa

La piruvato deshidrogenasa es un complejo multienzimatico que cataliza la
descarboxilacion oxidativa del piruvato a acetil-CoA, CO, y NADH. El complejo esta

compuesto por 3 subunidades (102, 103):

1. Subunidad E1: piruvato descarboxilasa
2. Subunidad E2: dihidrolipoamida acetiltransferasa

3. Subunidad E3: dihidrolipoamida deshidrogenasa

La subunidad E1 cataliza la descarboxilacion oxidativa del piruvato, seguida de la acilacion
de la lipoamida unida a la subunidad E2. La subunidad E2 transfiere del grupo acilo (unido
a la lipoamida) a la coenzima A, dando lugar a la formacion de la acetil-coA. Por dltimo la

subunidad E3 cataliza la oxidacion de la lipoamida con la formacién de NADH (102).

El piruvato es un intermediario del metabolismo central en organismos eucariotas y
procariotas. Bajo condiciones aerobias el piruvato es convertido a acetil-CoA a través del
complejo multienzimético piruvato deshidrogenasa; este Gltimo puede participar en la via
de los &cidos tricarboxilicos y servir como metabolito clave en diversas vias anabdlicas,

como la sintesis de aminoacidos y la sintesis de acidos grasos (104).

Estudios realizados con Corynebacterium glutamicum, una bacteria taxonémicamente
relacionada con N. brasiliensis, han demostrado la importancia del complejo piruvato
deshidrogenasa y particularmente de la subunidad E1 en el crecimiento bacteriano. Estudios
con mutantes para esta enzima demostraron que en condiciones de crecimiento donde la
glucosa, el piruvato o el lactato son la Unica fuente de energia, la piruvato deshidrogenasa

es la principal enzima responsable de proveer acetil-CoA durante el crecimiento (105).

Otros estudios han demostrado la presencia de la subunidad E1 de la piruvato
deshidrogenasa en la membrana celular de algunos microorganismos, y se cree que podrian
participar activamente en la adhesion a los tejidos blanco del hospedero (106, 107). La
adhesion de las bacterias a los tejidos del hospedero es un paso esencial y previo a la
colonizacion y el desarrollo de infecciones. En general, se ha visto que las bacterias

patdgenas interactian con los componentes de la matriz extracelular del tejido huésped
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principalmente con la fibronectina, dando lugar al inicio y establecimiento de la infeccion.
Mycoplasma pneumoniae, una bacteria patégena para los humanos, media su adhesion a las
células blanco a través de proteinas de adhesion similares a las encontradas en las células
eucariotas. Sin embargo, recientemente se encontré que la subunidad E1 de la piruvato
deshidrogenasa, la cual se creia era solamente citoplasmica, se encuentra expresada en la
superficie del microorganismo y es capaz de unirse a la fibronectina. Por lo anterior, se cree
que podria estar involucrada en la adhesion celular y por tanto le permitiria a la bacteria

colonizar e invadir el tejido blanco (107).

Por otro lado, Lactobacillus plantarum, una especie con actividad probiética, también
expresa la subunidad E1(B) de la piruvato deshidrogenasa en su superficie celular. En el
mismo estudio se demostré que dicha proteina une a la fibronectina. También se observo
gue cepas mutantes para el gen que codifica la proteina fueron menos eficientes para
adherirse a pozos recubiertos con fibronectina, lo que demuestra su papel en la adhesion
celular (106).

Algunos estudios han mostrado que enzimas relacionadas con el ciclo de Krebs como la
malato deshidrogenasa pueden ser reguladas por hormonas. Por ejemplo, se sabe que en
mamiferos esta enzima puede ser regulada por hormonas tiroideas y esteroides, las cuales

incrementan la transcripcidn genética y aumentan la actividad de la enzima (108).

En el presente estudio se mostr6 que después del tratamiento de los cultivos de N.
brasiliensis con DHT, hubo un aumento en la expresion de la subunidad E1 de la piruvato
deshidrogenasa. Podria sugerirse una posible regulacion de la expresion del gen mediada
por esta hormona y, por tanto, una ventaja sobre el metabolismo energético y el crecimiento

bacteriano.

Analisis de la expresion de genes especificos

En general, no se observaron cambios después del tratamiento hormonal en la expresion de
los genes que codifican para la tiorredoxina reductasa y ciclopropano acido graso sintasa

después del tratamiento del cultivo con DHT.
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En contraste, el gen que codifica para la superdxido dismutasa mostré un ligero cambio en
la expresion despues del tratamiento de N. brasiliensis con progesterona a las 2 y 8 horas de
incubacion. Se observd que la expresion del gen disminuia conforme la concentracion de
hormona aumentaba. La superdxido dismutasa es una enzima que participa en la respuesta
al estrés oxidativo; es considerada un factor de virulencia porque permite a la bacteria
sobrevivir dentro de los macréfagos durante la infeccion (77). Un estudio previo sobre la
expresion del gen de la superdxido dismutasa durante la infeccion de macréfagos
peritoneales murinos con N. brasiliensis, mostré que la expresion de este gen en la primera
hora de la infeccion disminuy6, comparado con el nivel de expresion del gen hsp y del gen
del rRNA 16S. Los autores sugieren que en la primera hora de infeccion de los macrofagos,
N. brasiliensis desarrolla una respuesta adaptativa a las condiciones de estrés, la cual
induce un aumento en la expresion de genes “SOS” como hsp; sin embargo la transcripcion
del gen de SOD no se conserva y en cambio disminuye durante la primera hora de infeccién
(77). Con los resultados del presente trabajo, no es posible afirmar que la disminucion de la
expresion del gen de la superdxido dismutasa se deba a una condicién de adaptacion o sea
el resultado del tratamiento hormonal, por lo que se requieren estudios adicionales para

corroborar este hallazgo.

Por otra parte, el gen que codifica para la subunidad o de la ribonucleésido difosfato
reductasa mostré cambios en la expresion después del tratamiento del cultivo de N.
brasiliensis con progesterona y dihidrotestosterona. Esta enzima es la responsable de la
sintesis de deoxirribonucle6tidos en procariotas y eucariotas (109). Se han descrito varias
clases: la clase I (subdividida en la y Ib) constituidas por enzimas oxigeno-dependientes
que se encuentran en eucariotas, algunas bacterias y virus; la clase IlI, las cuales son
independientes de oxigeno y son encontradas en algunas bacterias, arqueas y organismos
unicelulares; y la clase 11, enzimas sensibles al oxigeno encontradas en anaerobios (110).
La clase la de estas enzimas consiste en dos homodimeros presentes en una estructura a,f,.
La subunidad a de la ribonucledsido difosfato reductasa es codificada por el gen nrdA y
contiene el sitio catalitico y sitios de union para efectores y reguladores alostéricos (111).
En un estudio se encontrd que en Streptomyces clavuligerus el gen nrdA es expresado en
etapas tempranas del crecimiento exponencial, pero su expresién cae en las etapas

posteriores del crecimiento (112). También se ha visto que la expresion de estas enzimas es
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regulada por mecanismos alostéricos y por proteinas como NrdA que regula la
transcripcion del gen (110, 113). Ademas el dafio del DNA también conduce al aumento en
la expresion del gen, ya que los precursores desoxirribonucleotidicos sintetizados por esta
enzima son necesarios para la reparacion del material genético (114). A pesar de que en
este estudio se noté un cambio en la expresion del gen nrdA después de cultivar a N.
brasiliensis en presencia de hormonas esteroides, no es posible atribuir tal cambio al efecto
hormonal. En el gel correspondiente al tratamiento de la bacteria con DHT se puede
observar una disminucion de la expresion del gen en el transcurso del tiempo en el cual fue
extraido el RNA; podria decirse que conforme aumenta el tiempo de incubacidn, las
bacterias que se encontraban en fase exponencial de crecimiento, empiezan a llegar a fase
estacionaria y por tanto la expresion del gen disminuye, tal y como lo reportaron Borovok y
cols en 2002, y no por el efecto que la hormona pudiera estar ejerciendo sobre la expresion
de ése gen. Igualmente, son necesarios estudios adicionales para definir si el cambio en la
expresion de este gen es el resultado del efecto hormonal o del tiempo de incubacion.
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10 CONCLUSIONES

En este trabajo se demostrd que la expresién genética de Nocardia brasiliensis es
modificada en presencia de progesterona y dihidrotestosterona.

La técnica de RAP-PCR mostré ser de utilidad para evidenciar cambios en la expresion
genética en presencia/ausencia de hormonas esteroides. Se lograron detectar 25
fragmentos expresados diferencialmente, de los cuales 20 fueron clonados y

secuenciados con éxito.

Las hormonas esteroides sexuales indujeron cambios en la expresién de genes
correspondientes, en su mayoria a proteinas hipotéticas (13/20). Asimismo, tres genes
mostraron homologia con la secuencia del rRNA 16S y cuatro genes con proteinas de
funcién conocida: un gen para la rRNA adenina-N6 metiltransferasa, un gen para la
acil-CoA deshidrogenasa y dos genes para la subunidad E1 de la piruvato

deshidrogenasa.

Aunque el cambio en la expresion de las proteinas mencionadas anteriormente pudiera
haber sido inducido por las hormonas, es necesario realizar experimentos adicionales
que nos permitan confirmar estos resultados, asi como dilucidar el papel de las
proteinas correspondientes en la fisiopatogenia de la enfermedad.

En el analisis del cambio de expresion de genes especificos relacionados con virulencia,
después de cultivar a N. brasiliensis en presencia de progesterona o dihidrotestosterona,
se observaron cambios en genes que codifican para la enzima superdxido dismutasa y la
subunidad a de la ribonucledsido difosfato reductasa. Sin embargo, por el momento, no
es posible atribuir el cambio en la expresion al efecto hormonal, por lo que se requieren

estudios adicionales para confirmar estos hallazgos.
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11 PERSPECTIVAS

Validar los resultados del presente trabajo mediante qPCR.

Determinar los mecanismos mediante los cuales las hormonas esteroides sexuales
actuan sobre Nocardia brasiliensis, a través de la busqueda de receptores y/o proteinas

de unién a hormonas.

Estudiar la expresion diferencial de proteinas después del estimulo hormonal, y hacer
una correlacion con los resultados de cambios en la expresion genética encontrados en

este estudio.

Determinar si los genes regulados por las hormonas sexuales son importantes para el
desarrollo del micetoma, y por lo tanto constituyen un blanco potencial para establecer

nuevas estrategias terapéuticas.
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Anexo 1. Cuantificacion de RNA total de N. brasiliensis cultivada con P, y DHT

CUANTIFICACION DE RNA TOTAL

13 ANEXOS

No. de
muestras
1

O 0 N O Ul » W N

Y S
O N U A WN RO

Descripcion Concentracion

C-2h
P4-N-2h
P4-10-2h
C-8h
P4-N-8h
P4-10-8h
C-24h
P4-N-24h
P4-10-24h
C-2h
DHT-N-2h
DHT-10-2h
C-8h
DHT-N-8h
DHT-10-8h
C-24h
DHT-N-24h
DHT-10-24h

(ng/ul)
3382,90

4591,00
454790
7848,90
4482,80
2545,60
2691,60
7977,90
9331,40
4352,98
3625,00
4234,26
4397,68
3516,40
3809,75
3318,35
4233,34
3149,80

A260

84,574
114,775
113,699
196,223
112,070

61,141

67,291
199,448
233,286
108,825

90,639
105,856
109,942

87,91

95,244

82,026
105,833

78,747

A280

42,545
59,958
61,027
98,551
58,815
31,809
35,473
100,460
118,183
103,161
52,706
67,922
99,765
48,416
55,158
43,866
66,878
42,300

260/280

1,99
1,91
1,86
1,99
191
1,92
1,90
1,99
1,97
1,05
1,72
1,56
1,10
1,82
1,73
1,87
1,58
1,86
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Anexo 2. Cuantificacion de DNA purificado-P,

No.dela Concentracion

banda (ng/pnL)
1 1,34
2 0,59
3 0,64
4 1,38
5 7,18
6 6,06
7 3,07
8 6,98
9 7,36
10 3,79
11 6,15
12 3,32
13 13,58

Anexo 3. Cuantificacion DNA purificado-DHT

No.dela Concentracion
banda (ng/ulL)

5,77
4,43
1,04
2,35
0,54
11,24
6,24
8,28
11,24
12,25
15,52
12,55

O© 00 N O U1 A~ W N

[
N R O
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Anexo 4. Tamafio esperado de la banda después de la clonacion

No. de la banda Tamafio aproximado Vector Tamaiio del vector = Tamafio aproximado esperado
(figura 7) de la banda purificada usado sin inserto (pb) después de la clonacion (pb)
(pb)
1 250 p-GEM-T 179 429
easy
2 130 p-GEM-T 179 309
easy
3 100 p-GEM-T 179 279
easy
4 520 p-GEM-T 179 699
easy
10 700 TOPO TA 2.1 202 902
11 650 TOPO TA 2.1 202 852
12 150 TOPO TA 2.1 202 352
13 120 TOPOTA 2.1 202 322
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