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1. RESUMEN

La epididimitis ovina es una enfermedad infecciosa que ocasiona atrofias en los testiculos y el
epididimo de carneros. Es causada por Brucella ovis, Histophilus somni o Actinobacillus
seminis. Provoca una disminucion de la fertilidad y/o esterilidad de los animales, y por
consiguiente, pérdidas econémicas en el sector ganadero. En particular, los mecanismos de
virulencia utilizados por A. seminis son desconocidos. En el presente trabajo se estudi6 la
respuesta de A. seminis al crecer en un medio con baja concentracién de hierro. La adicién del
agente quelante de hierro 2,2-dipiridil al medio de cultivo provocé una disminuciéon de
aproximadamente el 40% del crecimiento de A. seminis en comparacion con el cultivo control.
La adicion de 2'2-dipiridil a cultivos de A. seminis indujo la expresion de al menos 3 proteinas
de 75, 50 y 25 kDa, las cuales al ser analizadas por espectrometria de masas presentan
identidad con diferentes proteinas involucradas en la sintesis de sideroforos y otras funciones

relacionadas con virulencia.

La reactividad cruzada de estas proteinas y otras méas con diversos antisueros y hemoglobina o
lactoferrina biotiniladas sugiere varios mecanismos de adquisicion de hierro por A. seminis. El
conocimiento de los mecanismos de captacion de hierro y la identidad de las proteinas

involucradas en ellos, ayudara a entender los mecanismos patogénicos de A. seminis.



2. INTRODUCCION
2.1. Epididimitis ovina

La epididimitis es una enfermedad caracterizada principalmente por la inflamacién del epididimo
y la degeneracion de los testiculos en carneros, es considerada importante por sus efectos

negativos sobre la fertilidad del rebafio (Gutiérrez et al., 2015).

Entre los agentes relacionados con el desarrollo de esta enfermedad ademas de Actinobacillus
seminis, se encuentran varias especies de bacterias, tales como Brucella ovis, Pasteurella

haemolytica, Pasteurella multocida e Histophilus somni (Genetzky, 1995).

Estd documentado que la epididimitis ovina debida a A. seminis es una de las principales
causas de pérdidas econdémicas dentro de la industria ovina, ya que interfiere con la fertilidad de
los animales infectados (Dos santos et al., 2014). Por lo general, la ruta de entrada de este
microorganismo es una herida en la mucosa genital; sin embargo, la ruta no ha sido investigada

adecuadamente (Nufiez-del-Arco et al., 2006).

Se ha sugerido que A. seminis es un microorganismo oportunista presente en la cavidad
prepucial, capaz de colonizar las partes profundas del tracto genital. Se ha observado que la
lesién traumatica del epididimo, la subsiguiente liberacion de histamina y la coleccion de
pequefias cantidades de fluidos ricos en proteinas, favorecen la colonizacion por esta bacteria
(Acosta et al., 2006).

El primer aislamiento de A. seminis fue reportado por Baynes y Simmons (1960) en Australia.
Posteriormente la bacteria se aisl6 en varias ocasiones en diferentes paises; en México, el
primer caso de epididimitis causada por esta bacteria se notific6 en 1979, en animales
importados de Nueva Zelanda (Pérez et al., 1979). Desde entonces siguen los reportes de
aislados de esta bacteria a partir de semen de ovejas que presentaban signos de epididimitis

clinica (Aguilar-Romero et al., 1999; Gutiérrez et al., 2015).
2.2. Descripcion del microorganismo

A. seminis es una bacteria Gram-negativa perteneciente a la familia Pasteurellaceae (Koneman
et al., 2006). Es considerada parte de la microbiota permanente o transitoria del tracto
reproductivo de los ovinos, aunque también causa infecciones ascendentes en diferentes
organos del tracto genitourinario, afectando la vejiga urinaria, el conducto deferente, las

glandulas bulbouretrales, las vesiculas seminales y el epididimo (Moustacas et al., 2014),
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causando asi el desarrollo de enfermedades como la epididimitis, particularmente en ovejas

jovenes (Acosta et al., 2006).

A. seminis es una bacteria pleomérfica, no movil, no esporulada. Es anaerobia facultativa con
metabolismo fermentativo y crece 6ptimamente en medios enriquecidos con sangre o0 suero y
atmaosfera con 10% de CO, a una temperatura de 37°C. Forma colonias pequefias de color gris
tenue después de 24 horas de incubacion. Después de 48 horas de incubaciéon sus colonias
son blancas y grandes (1 a 2 mm de didmetro), pasadas las 72 horas, la forma de las colonias
se vuelve irregular (Koneman et al., 2006; Nufiez-del-Arco et al., 2006).

Bioguimicamente A. seminis se caracteriza por ser oxidasa, catalasa y reaccion de ornitina
descarboxilasa positivas, reduce nitrato, no hidroliza urea y es fosfatasa negativa. Produce
acido a partir de glucosa, maltosa, manitol, arabinosa, galactosa e inositol, pero no a partir de
sacarosa, lactosa, xilosa, trehalosa y sorbitol. No crece en agar McConkey y no produce indol
(Appuhamy et al., 1997; Koneman et al., 2006). Se ha observado que algunas cepas son
sensibles a la penicilina, estreptomicina, cloranfenicol, aureomicina, tetraciclinas, eritromicina,
sulfonamidas y novobiocina pero resistentes a la bacitracina y a la heomicina (De Wet et al.,
1982).

2.3. Factores de virulencia

Existen diferentes factores de virulencia involucrados en los mecanismos de patogenicidad
durante los procesos de una infeccidn bacteriana, algunos de estos participan en la adherencia,
la movilidad, la evasidon de la respuesta inmune, la secrecion de proteasas, entre otros
(Cardenas-Perea et al., 2014; Byarugaba et al., 2007).

El estudio de los factores de virulencia expresados por A. seminis ha sido escaso, Schaller et
al., 2000, reportaron la expresion de proteinas de menor masa molecular a las asociadas a una
probable toxina de tipo RTX, sin embargo ésta no ha sido caracterizada. En microvesiculas de
esta bacteria se ha identificado una proteina con un peso molecular de 75 KDa, misma que
demostré ser inmundgenica y aparentemente especifica de especie (Nufiez-del-Arco et al.,
2006). Por otra parte Jiménez-Pacheco y colaboradores en 2008, en un estudio con cepas de
A. seminis, reportaron una proteina de un peso molecular de 59 KDa con actividad proteolitica
presente en microvesiculas. A su vez, De la cruz en 2015, identific6 una metaloproteasa de un

peso molecular de 75-100 KDa secretada por A. seminis ATCC 15768, la cual fue capaz de



degradar 1gG y fibrinbgeno de ovino, razones por las cuales estas proteasas podrian ser

importantes en la patogénesis de A. seminis.
2.4. Importancia del hierro

El hierro constituye un componente esencial para el crecimiento de las bacterias, es un factor
importante para llevar a cabo los procesos metabdlicos basicos debido a que forma parte de
algunas proteinas que participan en la sintesis de pirimidinas y aminoacidos; en la cadena
respiratoria es un cofactor importante debido a su potencial redox; ademas, en ciertos casos,
determina la capacidad de una bacteria de establecerse en el hospedero (Ratledge y Dover,
2000).

El hierro tiene dos estados de oxidacién conocidos como ion ferroso (Fe?) y férrico (Fe®). La
conversion reversible del Fe® a Fe? asi como su facultad de integrarse como ligando en
complejos coordinados, hacen del hierro un elemento ideal en las reacciones de transporte
electrénico acopladas a la generacion de energia y a la replicacién del ADN; sin embargo, la
elevada concentracion de estos iones puede tener efectos toxicos o letales en las células, por
inhibicién de procesos metabdlicos (por ejemplo, la respiracion anaerébica) o por acumulacion
de radicales libres generados en los procesos de reduccion quimica (Reyes et al.,, 2005;
Chantes et al., 2012).

Las bacterias necesitan de una concentracion de hierro comprendida entre 10° y 10°® M, lo cual
significa que una célula requiere del orden de 10° a 10° iones de hierro por generacion para
poder crecer (Pradel et al., 2000; Wandersman y Stojiljikovic, 2000). En condiciones aerobias el
hierro se encuentra en su forma reducida Fe?, que es lo suficientemente soluble como para que
pueda ser capturado por las bacterias sin necesidad de mecanismos especializados (Braun y
Killmann, 1999), de igual forma el Fe? es soluble a pH fisioldgico y las células lo obtienen sin
mucha dificultad a partir del medio externo. En condiciones de acidez (pH 3), la concentracion
de Fe? soluble es de 10® M, suficiente para cubrir las necesidades de las bacterias acidofilas
(Chantes et al., 2012).

Sin embargo, en las mucosas y tejidos de los organismos superiores la concentracion de hierro
libre es de alrededor de 10*® M (Ratledge y Dover, 2000). Esta baja concentracién y la
limitacion de la disponibilidad de hierro afectan al crecimiento de practicamente cualquier
especie microbiana. Los organismos superiores disponen de mecanismos encargados de

mantener un bajo nivel extracelular de hierro, basados en ciertas proteinas que secuestran los



iones de hierro, como transferrinas, hemoglobina, hemopexina, ferritina y albumina (Garrido,
2005; Monter, 2010).

Varias de estas proteinas se encuentran en el plasma vy liquido linfatico; existen tres tipos de
transferrinas: la serotransferrina, que se encuentra en la sangre y la linfa, la lactoferritina, que
se localiza en el interior de neutrdfilos y en la mayoria de fluidos corporales: seminales,
intestinales, saliva, leche, etcétera; la ovotransferrina, que se halla en la albimina de los huevos
(Ratledge y Dover, 2000). La hemoglobina es una proteina encargada del transporte de oxigeno
en los glébulos rojos; cuando hay recambio de estos o hemdlisis, el hemo se une a una proteina
denominada hemopexina; una parte pequefia de las moléculas de hemo se desintegra en
protoporfirina y hierro, éste Ultimo se une a la transferrina y se almacena en la ferritina. La
ferritina es la principal proteina de almacenamiento de hierro, se encuentra localizada en la
mayoria de los tejidos animales y es abundante en el higado. La albiumina es una proteina del
plasma sanguineo que puede unir hasta diez atomos de hierro, es una proteina globular que
constituye aproximadamente el 60% de las proteinas totales del plasma (Otto et al., 1992;
Genco y Dixon, 2001).

Se sabe que durante el proceso de infeccion por algin patégeno bacteriano, éste puede
adquirir directamente todos los nutrientes que necesita del huésped que infecta, a excepcion del
hierro (Ratledge y Dover, 2000), la adquisicion de hierro es uno de los principales pasos en su
desarrollo dentro del huésped ya que determinard su supervivencia. Como respuesta a la baja
disponibilidad de hierro, las bacterias utilizan varias estrategias para adquirir competitivamente
el hierro del ambiente interno del hospedero, a través de la expresion de distintos factores de

virulencia (Chantes et al., 2012).
2.5. Mecanismos bacterianos de captacion de hierro

Los sistemas de captacion de hierro por parte de las bacterias patégenas, tanto Gram negativas
como Gram positivas, pueden agruparse en dos mecanismos: los de interaccion directa con los
iones de Fe? o con las proteinas que lo acomplejan y lo transportan (transferrina, lactoferrina,
hemoglobina) y los de interaccion indirecta, que implican la sintesis y liberacion de moléculas de
bajo peso molecular llamadas sider6foros que son agentes quelantes de hierro (Ratledge y
Dover, 2000). Ademas de estos mecanismos, algunas bacterias producen enzimas
extracelulares que incrementan la eficacia de estos sistemas debido a que sintetizan proteasas
con la capacidad de degradar las proteinas transportadoras de hierro del hospedero (Genco y
Dixon, 2001).
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2.6. Mecanismos directos de captura de hierro

Debido a la alta solubilidad de los iones de Fe? bajo condiciones anaerobias o reductoras y en
pH acidos, las bacterias pueden disponer directamente de ellos a través de la libre difusion,
mediante porinas presentes en bacterias Gram negativas, hacia el espacio periplasmisco. El
transporte de Fe® del espacio periplasmico hacia el citosol se encuentra mediado por el
complejo de membrana ABC (ATP binding cassette) (Andrews et al., 2003; Wandersman y
Delepelaire, 2004).

Los receptores de moléculas que transportan el hierro (transferrina, lactoferrina) se encuentran
en la membrana externa de las bacterias Gram negativas o en la pared celular de las Gram
positivas, como en el caso de Staphylococcus epidermitis y S. aureus, quienes expresan
receptores de transferrina en su pared celular (Modun y Williams, 1999). En muchas bacterias
patdégenas pertenecientes a las familias Neisseriaceae y Pasteurellaceae se han descrito dos
proteinas muy conservadas y especificas que reconocen Unicamente las transferrinas o
lactoferrinas de su hospedero habitual. Dichas proteinas se denominan TbpA y TbpB si
reconocen la transferrina y LpbA y LpbB si reconocen la lactoferrina (Morton y Williams, 1989;
Fuller et al., 1998).

La proteina TbpA es un receptor de membrana externa dependiente de TonB. Presenta la
misma afinidad por las transferrinas cargadas con moléculas de hierro como por las
apotransferrinas. La proteina TbpB es una lipoproteina que produce un aumento de la eficacia
de captacion de hierro. EI mecanismo de accion de estas proteinas consiste en que inicialmente
la proteina TbpB reconoce la transferrina cargada con moléculas de hierro, luego la presenta a
un dimero formado por dos proteinas, la TbpA, integral y anclada en la membrana, y la TbpB,
unida a la membrana, pero proyectada hacia el exterior, el hierro es liberado de la transferrina y
la proteina TbpA introduce el hierro al periplasma, utilizando la energia proporcionada por el
sistema ExbB-ExbD-TonB. Desde el periplasma pasa al citoplasma mediante un sistema de
transporte de tipo ABC que viene dado por las proteinas Fbp (Fe® Binding Protein) (Schryvers y
Stojiljkovic, 1999; Khun et al., 1998).

En cuanto a la captacion de hemoproteinas (hemoglobina, hemopexina y haptoglobina) se ha
descrito un mecanismo que consiste en la union directa del grupo hemo y/o hemoproteinas
mediante receptores de membrana. Los receptores remueven el grupo hemo de las
hemoproteinas y permiten su transporte activo a través de la membrana externa hacia el

periplasma mediante el complejo TonB. El grupo hemo presente en el espacio periplasmico es
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transportado en contra de un gradiente hacia el citosol mediante el complejo ABC, donde sera
degradado por una hemoxigenasa permitiendo la liberacion del Fe?. El transporte del hemo
hacia el citosol no requiere proteinas periplasmicas, como ocurre con el Fe® y sider6foros
(Schryvers y Stojilikovic, 1999; Andrews et al., 2003).

Ademas de estos mecanismos, algunos patdgenos producen enzimas extracelulares que
aumentan la eficacia de estos sistemas, sintetizando proteasas extracelulares que degradan a
las proteinas transportadoras de hierro del huésped, un ejemplo de esto es Porphyromonas
gingivalis, que sintetiza la proteinasa Kgp, que se une a hemoglobina, hemopexina y
transferrina y las degrada, generando por tanto hemoglobina libre (Genco y Dixon, 2001).
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Figura 1. Esquema de la disposicion hipotética de las proteinas que intervienen en la captacion
de hierro en bacterias Gram negativas, tomado de Faraldo y Sansom, 2003.

2.7. Mecanismos indirectos de captura de hierro

Los sideréforos son moléculas de bajo peso molecular, con una elevada afinidad por hierro Fe®,
gue son secretadas al medio y son capaces de extraer las moléculas de este elemento
presentes en las proteinas transportadoras del hospedador o en el medio ambiente. Una vez
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que han captado el hierro, son reconocidos por unos receptores especificos de la membrana
bacteriana y en la mayoria de los casos penetran hacia el interior de la célula donde liberan la
molécula de hierro. El sideréforo, tras este proceso, puede ser secretado otra vez al medio para
la captura de una nueva molécula de hierro. De este modo, los sider6foros actian como

agentes quelantes de hierro (Ratledge y Dover, 2000).
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Figura 2. Esquema de la asimilacién del hierro a través de los sideréforos en las bacterias Gram
negativas (A) y Gram positivas (B), tomado de Andrews et al., 2003.

3. ANTECEDENTES

Todos estos sistemas de captacion y asimilacion de hierro actian frecuentemente como
factores de virulencia en las bacterias patégenas, pues les permiten disminuir la deficiencia de
hierro libre presente en el hospedero (Litwin y Calderwood, 1993). Por ello diversas
investigaciones se han enfocado al estudio de estos factores de virulencia expresados por
bacterias pertenecientes a la familia Pasteurellaceae. Por ejemplo, Schryvers y Gonzales en
1990 demostraron que Actinobacillus pleuropneumoniae era capaz de captar transferrina
porcina, mediante la expresién de dos proteinas de membrana externa, designadas inicialmente
Tbply Thp2 y mas tarde, ThpA 'y TbhpB.

En 1992, Ogunariwo y Schryvers, trabajando con cepas de Avibacterium paragallinarum y A.
avium encontraron que las cepas de A. paragallinarum expresaban cuatro proteinas de
membrana externa reguladas por hierro, con un peso de 53, 62, 66 y 94 kDa y que las proteinas
de 94 y 53 kDa eran receptores de ovotransferrinas, las cuales podrian estar implicadas en la

adquisicién de hierro en esta bacteria.
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Borkowska y Kedrak, en 2002, trabajaron con cepas de Pasteurella multocida serotipo B2, y
reportaron un aumento en la expresion de una proteina de membrana de un peso de 84 kDa y
la expresion de dos proteinas adicionales con pesos de 102 y 110 kDa en los cultivos
adicionados con el quelante 2,2-dipiridil.

Por otra parte, Del Rio en 2004 demostro la existencia de sistemas de captacion de hierro
mediada por proteinas de unién a transferrina en Haemophilus parasuis y que estas estaban
reguladas positivamente en funcion de la concentracion de hierro presente en el medio de
cultivo. Ademas también demostro la presencia de genes que intervienen en la captacion de

hierro mediada por proteinas de union a sideréforos de tipo hidroxamato.

Garrido en 2005 identific el gen hbpA de P. multocida, que codifica una proteina de 60 kDa,
cuya expresion se induce en presencia de cationes divalentes y presenta un mecanismo de
regulacion distinto al utilizado por otras bacterias, ya que es independiente del sistema Fur,

asimismo determiné que la proteina es capaz de unir hemina y hemoglobina.

A su vez, Larios en 2006 identificG proteinas expresadas por A. paragallinarum crecida en
medios adicionados con el quelante de hierro 2,2-dipiridil, reportando la expresién diferencial

de proteinas de membrana externa bajo esta condicion.

Martinez en 2010 identific6 mediante SDS-PAGE las proteinas secretadas expresadas por A.
paragallinarum al ser crecida en un medio restringido de hierro, observando una expresion
diferencial de tres proteinas con un peso de 60, 70 y 75 kDa, cuyas bandas se incrementaron
después de crecer a A. paragallinarum en presencia del quelante de hierro 2,2-dipiridil
(0.25mM) y al identificar la proteina de 60 kDa obtuvo altos escores con secuencias de
aminoacidos presentes en un precursor de la proteina que une transferrina de A.

pleuropneumoniae serovar 3 cepa Ji03.

En 2010, Puchalski y colaboradores, trabajando con P. multocida serotipo A3, identificaron 16
nuevas proteinas de membrana con un peso desde 30 hasta 160 kDa, que fueron expresadas
por la bacteria en medios de cultivo suplementados con 2,2-dipiridil, reportando que su
induccién se produjo 30 minutos después de que se establecieran las condiciones de hierro

restringidas.

De igual forma, Rea en 2011 realizé un estudio con Gallibacterium anatis crecida en un medio
adicionado con el quelante de hierro 2,2-dipiridil 0.25 mM y observo la expresion diferencial de

proteinas de membrana, en particular una proteina de 70 kDa presento similitud con la proteina
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CirA expresada por Mannheimia succiniproducens involucrada en la adquisicion de hierro

debido a que funge como receptora de sideréforos.

Puchalski y colaboradores en 2013 llevaron a cabo el andlisis de proteinas de membrana
externa expresadas por M. haemolytica Al en cultivos con presencia del quelante de hierro 2,2-
dipiridil y mediante SDS-PAGE observaron una expresion significativamente mas alta de 2
proteinas con un peso de 71 y 100 kDa y la expresién de una proteina de 77 kDa que no se
observé en los cultivos control, ademas estas proteinas fueron capaces de inducir una

respuesta inmune protectora en terneros de 8 meses de edad.
4. JUSTIFICACION

Bajo este marco, resulta importante el conocimiento sobre los factores de virulencia, debido a
gque cuando se ignoran los mecanismos de adherencia, movilidad, secrecion de proteasas,
entre otros, entonces se desconoce la forma por la cual podemos combatir a las bacterias
(Cardenas-Perea et al., 2014), por esto, es necesario conocer los factores de virulencia
expresados por esta bacteria para asi; tener un panorama de los mecanismos involucrados en
la patogénesis y poder combatir esta enfermedad, por lo cual el objetivo de este trabajo fue

caracterizar la respuesta a estrés por hierro de A. seminis.
5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

e Caracterizar la respuesta a estrés por Fe en A. seminis.

5.2. Objetivos particulares

e Observar el efecto de la adicion de 2,2-dipiridil en los cultivos bacterianos.

o Observar las diferencias entre los patrones proteicos de los cultivos en condiciones
normales y cultivos con 2,2-dipiridil.

e Determinar la reactividad inmune cruzada de dichas proteinas con sueros inmunes
contra proteinas de estrés por hierro ya caracterizadas.

e Determinar la identidad de estas proteinas por espectrometria de masas.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Cultivos

Se cultivaron las cepas de A. seminis ATCC 15768 (referencia), A. seminis A4 y A. seminis A8
(previamente aisladas de ovejas infectadas) en agar BHI y se incubaron a 37°C en una
atmosfera con 10% de CO,, durante 24 horas. A partir de estas placas se inocularon tubos con

3 mL de medio TSB y se incubaron a 37°C en agitacion durante 24 horas.
6.2. Crecimiento a diferentes concentraciones de 2,2-dipiridil

Para determinar la concentracion 6ptima de 2,2-dipiridil que permitiera el crecimiento bajo
condiciones de estrés, se inocularon tubos con 3 mL de medio TSB con las cepas de A. seminis
ATCC 15768, A4 y A8 al 6%, utilizando como control cultivos a los que no se les adicion6 2,2-
dipiridil. Una vez alcanzada una Agypo = 0.1 se adicion6 a cada cultivo las siguientes
concentraciones de 2,2-dipiridil: 0.5 mM, 0.4 mM, 0.3 mM. 0.25 mM y 0.2 mM y se incubaron a
37°C en agitacién durante 24 horas. Se determinaron las densidades épticas de los cultivos a

las 2, 4, 8 y 24 horas de crecimiento.
6.3. Cinética de crecimiento bacteriano

Para observar el efecto de la adicién de 2,2-dipiridil en los cultivos bacterianos, se realizé una
cinética de crecimiento. Se inocularon tubos al 6% con las cepas de A. seminis ATCC 15768,
A4 y A8 a partir de un cultivo previo de toda la noche. Se obtuvieron las densidades Opticas
cada hora y una vez alcanzada una Agy = 0.1 se adicion6 a cada cultivo la concentraciéon de
0.25 mM del quelante de hierro 2,2-dipiridil. A partir de ese momento se realizaron mediciones
cada hora al menos durante 9 horas. También se obtuvo una ultima medicion a las 24 horas.

Cultivos a los que no se les agreg6 2,2-dipiridil se usaron como control.
6.4. Obtencion de proteinas de membrana externa (OMP’s)

Se realizaron cultivos de 100-250 mL de las cepas de A. seminis ATCC 15768, A4 y A8 en
caldo TSB. Una vez alcanzada una densidad Optica minima de 0.1 a 600 nm se agrego el
quelante de hierro 2,2-dipiridil a una concentracioén de 0.25 mM. Se incubaron durante 24 horas.
Los cultivos fueron centrifugados a 10 500 rpm durante 25 minutos, el sobrenadante se
recolectd para su posterior uso mientras que la pastilla celular fue suspendida en HEPES con
lisozima (1 mg/mL) y se incubd en agitaciéon a 150 rpm a 37.5 °C durante 30 minutos,

posteriormente las células se sonicaron 10 ciclos (15 segundos de sonicacion y 15 segundos de
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pausa) todo el tiempo en hielo. Después de la sonicacion, las muestras se centrifugaron a 13
400 rpm durante 2 minutos para desechar las células que no se rompieron. El sobrenadante se
centrifugd a 13 400 rpm durante 30 minutos y la pastilla se resuspendié en 200 pL de HEPES
més 200 pL de HEPES con 2% de Triton X-100, se dejaron en agitacién a 150 rpm durante 60
minutos, nuevamente se centrifugaron a 13400 rpm durante 30 minutos y se almacenaron
ambas fracciones (Blackall et al., 1990). La concentracion de proteinas se obtuvo mediante el
método de Bradford (Rivero-Garcia et al., 2005).

6.5. Obtencion de proteinas secretadas

Para la obtencién de las proteinas secretadas, los cultivos fueron centrifugados a 10,500 rpm a
una temperatura de 4 °C durante 30 minutos. Se utilizé el sobrenadante libre de células y las
proteinas se precipitaron con (NH,),SO, al 60% a 4 °C, durante 24 horas. Posteriormente las
proteinas precipitadas se recuperaron por centrifugacion a 10,500 rpm, las proteinas fueron
resuspendidas en un volumen minimo de buffer PBS 1X y debidamente almacenadas. La
concentracion de proteinas se obtuvo mediante el método de Bradford (Rivero-Garcia et al.,
2005).

6.6. Electroforesis

Para visualizar las proteinas de membrana que se expresaron diferencialmente se realizaron
electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 10% bajo
condiciones desnaturalizantes. Al término de la electroforesis los geles se tifieron con una
solucion de Azul de Coomasie (R-250 0.1%, metanol 40% y acido acético 10%) hasta observar
una coloracién uniforme y consistente, posteriormente el exceso de colorante se elimin6

utilizando una solucién de acido acético al 10%.
6.7. Inmunoreconocimiento

Para determinar si las proteinas que se expresaron por estrés por hierro eran inmunogénicas,
estas se separaron electroforéticamente en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 10%. Se
transfirieron a diferentes membranas a 350 mA durante 75 minutos. Una vez transferidas, las
membranas se bloquearon con 5% de leche en PBS-Tween 0.5% durante 2 horas, a
temperatura ambiente, en agitacion, o se guardaron en refrigeracion a 4°C durante toda la
noche. Posteriormente las membranas se lavaron con PBS-Tween 0.5%, 3 veces durante 10
minutos, en agitacion. Después del lavado se incubaron con el antisuero primario o proteinas

biotiniladas (Cuadro 1) durante 2 horas en agitacion, enseguida se lavé la membrana de la
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misma manera con PBS-Tween 0.5%, y se agreg0 el anticuerpo secundario o avidina
peroxidada (Cuadro 1). Nuevamente se incubd durante 2 horas en agitacion o toda la noche en
refrigeracion a 4°C. La reaccion antigeno-anticuerpo se puso en evidencia usando una solucion
de 15 mL de &cido fosférico pH 7.4 con diamino benzidina, 500 pL de solucién cloruro de
niquel/cloruro de cobalto y 30 pL de H,O, (Towbin et al., 1979).

Cuadro 1.Lista de anticuerpos y proteinas utilizados a una concentracion de 1:1000.

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario marcado con peroxidasa
Anti-TbpB de A. paragallinarum (68 kDa) (Negrete Abascal Suero-anti-rata
et al., 2009).

Anti-TbpA de A. paragallinarum (93 kDa) (Negrete Abascal Suero-anti-rata
et al., 2009).

Anti-HA de G. anatis (Montes-Garcia et al., 2016). Suero-anti-conejo
Anti-proteasa de A. pleuropneumoniae (Negrete-Abascal et Suero-anti-conejo
al., 1998).

Suero de borrego infectado por A. seminis (Montes-Garcia Suero-anti-borrego
et al., en evaluacion).

Fibrindgeno de borrego biotinilado Avidina peroxidada
Hemoglobina de pollo biotinilada Avidina peroxidada
Lactoferrina bovina biotinilada Avidina peroxidada

6.8. Identificacion de proteinas mediante Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
(MALDITOF)

Para la identificacion de las proteinas que se expresaron diferencialmente se corrieron geles de
poliacrilamida SDS-PAGE al 10% y las bandas de interés fueron sometidas a analisis

MALDITOF en el Instituto Nacional de Medicina Genémica (Montes-Garcia et al., 2016).
7. RESULTADOS
Cinética de crecimiento bacteriano

Se realiz6 el crecimiento de las cepas de A. seminis ATCC 15768, A4 y A8 a diferentes
concentraciones de 2,2-dipiridil. Los cultivos suplementados con el gquelante mostraron una
disminuciéon de crecimiento en comparacion con los cultivos control, y para las 3 cepas,

concentraciones por encima de 0.3 mM del quelante tuvieron un efecto negativo sobre su
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crecimiento, alcanzando la fase estacionaria a partir de las 6 horas de incubacién. Se observé

una disminucién del crecimiento a partir de las 8 horas, mientras que los cultivos suplementados

con el quelante a una concentracién de 0.2 mM y 0.25 mM mostraron un mayor crecimiento

(ver figura 1a).

Con base en las curvas de crecimiento de A. seminis a diferentes concentraciones de 2,2-

dipiridil, se determind utilizar una concentracion de 0.25 mM del quelante de hierro para los
cultivos de A. seminis ATCC 15768, A4 y A8. En las tres cepas se observo una disminucién de

crecimiento en los cultivos adicionados con el quelante comparados con los cultivos control que

mostraron un 40%, 38% y 53% mas de crecimiento respectivamente, al cabo de 24 horas de

crecimiento (ver figura 1b).
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Figura 1. a: Cinética de crecimiento bacteriano de las cepas de A. seminis a diferentes

concentraciones del quelante de hierro 2’2-dipiridil y b: Cinética de crecimiento bacteriano de
las cepas de A. seminis en presencia del quelante de hierro 2,2-dipiridil 0.25mM.
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Proteinas de membrana externa (OMP’s)

En cuanto a los patrones de proteinas expresados por A. seminis ATCC 15768, A4 y A8 en
condiciones de crecimiento normal y en presencia de 2,2-dipiridil, se observaron diferencias en
la expresion de OMP’s, siendo las bandas de un peso molecular aproximado de 25, 50 y 75
kDa cuya expresion se intensifico en presencia de 2,2-dipiridil. La figura 3a muestra un patron

de proteinas representativo para las tres cepas.
Proteinas secretadas

En el caso de las proteinas secretadas, no se observaron diferencias en los patrones de
proteinas expresados en condiciones de crecimiento normal y con presencia de 2,2-dipiridil (ver
figura 3b).

b ATCC A8

Figura 3. SDS-PAGE al 10%. a: Patrén de proteinas de membrana de A. seminis (OMP’s), b:
Patron de proteinas secretadas. M: marcadores de peso molecular, 1: proteinas expresadas
bajo condiciones de crecimiento normal y 2: proteinas expresadas bajo condiciones de
crecimiento en presencia de 2,2-dipiridil.
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Inmunoreconocimiento de proteinas de membrana OMP’s

Con respecto a los ensayos de inmunoreconocimiento (Western Blot) se emplearon los sueros
Anti-TbpB y Anti-TbpA de A. paragallinarum, Anti-HA de G. anatis, Anti-proteasa de A.
pleuropneumoniae, suero de borrego infectado por A. seminis, fibrinbgeno de borrego,
hemoglobina de pollo y lactoferrina bovina biotiniladas contra las proteinas de membrana de A.
seminis ATCC 15768, A4 y A8. Se observé un inmunoreconocimiento tanto para las muestras
de proteinas bajo condiciones en presencia de 2,2-dipiridil como para las proteinas bajo
condiciones normales. Las figuras 4 y 5 muestran un patron de reconocimiento representativo
de la cepa A8. En el caso del suero Anti-ThpB (68 kDa) se observd un reconocimiento con las
proteinas de peso aproximado de 150, 100, 75, y proteinas menores a 50 kDa en ambas
condiciones; sin embargo, se observa un mayor reconocimiento de las proteinas de 100 y 75
kDa pertenecientes a las bacterias crecidas en presencia de 2,2-dipiridil. Para Anti-TbpA (93
kDa) hubo reconocimiento con proteinas de peso aproximado de 150,100, 75 y proteinas
menores a 50 kDa para la condicién de crecimiento en presencia de 2,2-dipiridil, mientras que

para la condicién normal solo se reconocieron proteinas menores a 75 kDa (ver figura 4).

68 93 Bl
1 2 1 2 kDa M

150-
<4 100-

20-

Figura 4. Western Blot de las OMP’s de A. seminis A8 utilizando diferentes sueros, M:
marcadores de peso molecular, 1: proteinas expresadas bajo condiciones de crecimiento
normal, 2: proteinas expresadas bajo condiciones de presencia de 2,2-dipiridil, 68: Anti-ThpB de
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A. paragallinarum (68 kDa), 93: Anti-TbpA de A. paragallinarum (93 kDa) y Bl: Suero de borrego

infectado con A. seminis.

De igual forma se obtuvo inmunoreconocimiento usando fibrindégeno de borrego biotinilado con
las proteinas de peso aproximado de 150, 50, 30 y 25 kDa obtenidas para ambas condiciones,
aunque las proteinas de 150 y 30 kDa, tuvieron una reaccion mas evidente para la condicion
con presencia de 2,2-dipiridil; en cuanto a la hemoglobina de pollo biotinilada ésta reconocio las
proteinas de un peso de 250, 100, 75 y 25 kDa para la condicién normal, mientras que para la
condicién con presencia de 2,2-dipiridil, fue més evidente el reconocimiento con proteinas de
peso aproximado de 250 y 25 kDa. Al utilizar lactoferrina bovina biotinilada, fueron reconocidas
proteinas de pesos moleculares aproximados a 150, 100, 75 y proteinas menores a 50 kDa en
muestras de cultivos incubados en presencia de 2,2-dipiridil, en tanto que en condiciones
normales, las proteinas reconocidas fueron las de un peso aproximado de 250, 100, 50 y

proteinas menores a 30 kDa (ver figura 5).
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Figura 5. Interaccion de OMP’s de A. seminis A8 con diferentes moléculas biotiniladas. M:
marcador de peso molecular. 1: proteinas expresadas bajo condiciones de presencia de 2,2-
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dipiridil, 2: proteinas expresadas bajo condiciones de crecimiento normal, F: fibrindbgeno de

borrego, H: hemoglobina de pollo y L: lactoferrina bovina.
Identificacién de las proteinas mediante MALDI-TOF

De acuerdo al analisis realizado mediante MALDI-TOF a las proteinas que se expresaron
diferencialmente en condiciones de cultivo con presencia de 2,2-dipiridil (ver figura 3a), se
obtuvo para la proteina de 75 kDa identidad con la proteina ornitina descarboxilasa; para la
proteina de 50 kDa se obtuvo una similitud con la proteina fosfoenolpiruvato carboxiquinasa,
mientras que la proteina de 25 kDa presento una similitud con la proteina malato

deshidrogenasa. Las tres identidades con un porcentaje de confianza del 66% (ver Cuadro 2).

Cuadro 2. Identificacién de proteinas mediante MALDI-TOF.

Proteina Identidad Especie % de % de # acceso UniProt
PM confianza cobertura
75 kDa ornitina Actinobacillus 66% 27.6 WP_094946073.1
descarboxilasa seminis
50 kDa fosfoenolpiruvato Actinobacillus 66% 54.1 WP_094946805.1
carboxiquinasa seminis
25 kDa malato Actinobacillus 66% 53.4 WP_094945414.1
deshidrogenasa seminis
8. DISCUSION

Como ya se ha mencionado anteriormente, las bacterias patdgenas pueden adquirir
directamente todos los nutrientes que necesitan del huésped que infectan, a excepcion del
hierro (Ratledge y Dover, 2000). La limitaciéon del hierro como elemento esencial para el
crecimiento bacteriano estd mediado principalmente por su almacenamiento en glicoproteinas
que se unen al hierro, esto como primer linea de defensa del huésped contra los
microorganismos patdgenos causantes de enfermedades. Por ello, las bacterias utilizan varias
estrategias dirigidas a adquirir competitivamente el hierro del ambiente interno del hospedero, a
través de la expresion de distintos factores de virulencia (Litwin y Calderwood, 1993). Al crecer
a A. seminis (cepas ATCC 15768, A4 y A8) en condiciones de hierro limitadas, se observo una
disminucion en el crecimiento de las tres cepas a partir de las 2 horas de incubacién y al cabo

de 24 horas los cultivos control presentaban un 40% mas de crecimiento. En miembros de la
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familia Pasteurellaceae se ha observado este tipo de respuesta al estrés por déficit de hierro,
Rea en 2011, reportd que en G. anatis se observa una disminucion del crecimiento a partir de 1
hora después de adicionar el quelante 2,2-dipiridil y al paso de 24 horas, los cultivos control
presentaron un 75% mas de crecimiento, en comparacioén con los cultivos adicionados con el
quelante. Esta disminucion del crecimiento esta asociada a la respuesta al cambio en la
disponibilidad de los nutrientes, por la cual las bacterias se ven obligadas a desarrollar
mecanismos reguladores afinados con respecto a la captacién, el almacenamiento y el
consumo de hierro. En cepas de A. paragallinarum, Martinez en 2010, reportd que la expresion
diferencial de las proteinas pudo observarse a partir de las 5 horas de cultivo, mientras que en
cepas de P. multocida serotipo A3, Puchalski y colaboradores en 2011 reportaron la induccion
de 16 nuevas proteinas 30 minutos después de establecer condiciones restringidas de hierro,

las cuales patrticipan en el transporte de este ion.

Analizando los perfiles de proteinas de A. seminis se observé el cambio evidente en la
expresion de 3 OMP’s con pesos de 25, 50 y 75 kDa, las cuales intensificaron su expresién en
los cultivos adicionados con el quelante de hierro 2,2-dipiridil. Respuestas similares han sido
reportadas para miembros de la familia Pasteurellaceae, Martinez en 2010 reporté la
sobreexpresion de 3 proteinas de membrana de A. paragallinarum con un peso de 60, 70y 75
kDa en cultivos con presencia del quelante, encontrando que la proteina de 60 kDa presentaba
identidad con ThpB de A. pleuropneumoniae. De igual forma Rea en 2011, al crecer a G. anatis
en presencia de 2,2-dipiridil, observé el cambio en la expresion de proteinas de membrana con
un peso de 70, 37, 36, 25y 23 kDa y reportd que la proteina de 70 kDa presenté identidad con
un receptor de sideroforos. En cepas de M. haemolytica Al, Puchalski y colaboradores en 2013,
reportaron que al crecer esta bacteria en presencia de 2,2-dipiridil aumento la expresion de 2
proteinas con un peso de 71y 100 kDa y se indujo la expresién de una proteina de 77 kDa que
no estaba presente en los cultivos control. Aiswarya en 2015 al comparar los patrones de
proteinas expresados por cultivos de P. multocida en presencia de 2,2-dipiridil entre cepas de
referencia y aislados de campo, reportd la presencia de 2 bandas adicionales, de pesos
moleculares de 112 y 125 kDa. El suplemento de los cultivos con 2,2-dipiridil ha permitido
observar los cambios en la expresion de proteinas, tales como el aumento, supresion o la
aparicion de bandas de proteinas, que al ser analizadas se han relacionado con mecanismos
directos o indirectos para la captacion de hierro, por lo cual las proteinas expresadas por las
cepas de A. seminis también podrian estar relacionadas con algin mecanismo de captura de

hierro en condiciones de deficiencia.
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Al realizar los ensayos Western Blot se obtuvo un inmunoreconocimiento con el suero Anti-
TbpB de A. paragallinarum con proteinas de un peso aproximado de 150, 100, 75 y proteinas
menores a 50 kDa. Las proteinas de union a transferrina como ThpB se han reportado con un
peso de entre 60 a 85 kDa (Gonzales et al., 1995), en bacterias de la familia Pasteurellaceae
existen reportes de la expresion de estas proteinas bajo condiciones de estrés por hierro, tal es
el caso de A. pleuropneumoniae (Schryvers y Gonzales, 1990), Haemophilus influenzae
(Cornelissen, 2003), P. multocida (Garrido, 2005) y A. paragallinarum (Martinez, 2010), por lo
cual A. seminis podria presentar mecanismos homélogos, y la banda reconocida de 75 kDa
podria estar relacionada con esta proteina, debido a que el reconocimiento fue mas marcado
cuando las bacterias fueron crecidas en medios con deficiencia de hierro. Para ThpA, se han
reportado pesos moleculares de entre 90 a 100 kDa (Gonzales et al., 1995), el reconocimiento
utilizando este anti-suero se observé con proteinas de un peso de 150, 100 y proteinas
menores a 75 kDa para la condicién con deficiencia de hierro, mientras que en la condicion
normal solo se observéd reconocimiento con proteinas menores a 75 kDa. Como se mencioné
anteriormente, las bacterias poseen diversos mecanismos para adquirir hierro a pesar de la
deficiencia de hierro libre presente en el hospedero (Litwin y Calderwood, 1993) y esta
expresion de proteinas diferencial, detectada por el reconocimiento diferencial con anticuerpos,
podria ser resultado de la respuesta de la bacteria ante la deficiencia de hierro en el medio. Se
ha demostrado que estas proteinas son dependientes una de otra, ademas de formar parte de
un complejo sistema dependiente de TonB y un sistema de transporte de tipo ABC, ademas se
ha encontrado que son proteinas muy conservadas dentro de la familia Pasteurellaceae (Fuller
et al., 1998), lo que nos sugiere que en el reconocimiento observado con ambos sueros existe
la posible relacion con un mecanismo similar para captura de hierro en A. seminis. En cuanto a
la presencia de reconocimiento en distintas proteinas para ambos sueros, se puede relacionar

con el hecho de que estos sueros son policlonales.

Por otra parte, la interaccion de anti-Fibrindbgeno con proteinas de peso aproximado de 150 y 30
kDa de bacterias crecidas en medios con deficiencia de hierro puede indicar que posiblemente
estas proteinas tengan la capacidad de reconocer el fibrinbgeno, el cual funge como proteina
principal que da origen a la fibrina, participa como puente entre plaguetas y es un inhibidor de la
coagulacion de la sangre, por lo cual participa en procesos como la inflamacién, la hemostasia y

la cicatrizacion de las heridas entre otros (Vargas, 2016).
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La hemoglobina de pollo interaccion6 con proteinas de 250 y 25 kDa mientras que lactoferrina
bovina con proteinas de 150, 50 y 30 kDa. Si bien, la capacidad de A. seminis de utilizar estas
hemoproteinas para satisfacer sus necesidades de hierro no ha sido demostrada, esto podria
indicar que estas proteinas tienen la capacidad para reconocer hemoglobina de pollo y
lactoferrina bovina que son proteinas encargadas del secuestro de hierro en los organismos
superiores, como un mecanismo de defensa ante un proceso de infeccion, entre otros (Monter,
2010.)

Los reconocimientos observados en condiciones de deficiencia de hierro con los distintos
antisueros nos indican que estas proteinas se sobre-expresan bajo esta condicion, mientras
gue en condiciones normales probablemente se encuentran reguladas. Como ya se ha
mencionado, estos anticuerpos se consideran policlonales, por lo cual reconocen mas de un
sitio de unién a la proteina; sin embargo, esto nos indica que A. seminis es capaz de

reconocer estas proteinas y tal vez de utilizarlas en situaciones de deficiencia de hierro.

El analisis de las proteinas mediante MALDI-TOF mostrdé que la proteina de 75 kDa que se
sobre-expresé en condiciones de deficiencia de hierro present6é identidad con la proteina
ornitina descarboxilasa. Brickman y Armstrong demostraron en 1995 la participacion de la
ornitina descarboxilasa como precursor en la biosintesis de sider6foros de tipo hidroxamato
mediante la producciéon de putrescina en Bordetella sp. En organismos superiores como
Aspergillus fumigatus, patégeno oportunista en personas con sistema inmune comprometido, se
ha visto que la ornitina descarboxilasa funge como precursor de poliaminas, las cuales
participan como intermediarios para la produccion de putrescina. Beckman y colaboradores
demostraron en 2013 que esta via para la produccion de sideroforos determina el
establecimiento del patdgeno en el hospedero, por lo cual la sintesis de estos sideréforos se
considera un factor de virulencia en esta especie. La sintesis de sideréforos no ha sido descrita
en A. seminis, lo cual significa que esta especie podria tener la capacidad de sintetizar
sider6foros o bien, utilizar estas moléculas afines al hierro para satisfacer sus necesidades

metabdlicas.

Se obtuvo una similitud de la proteina de 50 kDa con la proteina fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa. Wong y colaboradores en 1999, trabajando con Mycobacterium tuberculosis
crecida en medios de cultivo enriquecidos y deficientes de hierro, observaron la expresion
diferencial de 12 proteinas y al identificarlas mediante MALDI-TOF obtuvieron homologia de

una de ellas con la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, cuya sintesis se encontraba regulada por
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hierro. De acuerdo a sus resultados, esta proteina trabaja en conjunto con otras proteinas para
poder satisfacer las necesidades de hierro de la bacteria y mantener su homeostasis. Batista y
colaboradores también reportaron en 2007 la sobre-expresion de la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa al crecer a Trichomonas vaginalis en medios deficientes de hierro y la
relacionaron con la capacidad de este patdgeno para compensar la produccion deteriorada de
energia hidrogenosomal, ya que estas enzimas requieren de hierro tanto para su estructura
como para su actividad; ademas reportaron que los ambientes deficientes de hierro modulan la
expresion de factores de virulencia en este protozoo, debido a que el hierro juega un papel
critico en la interaccion huésped-parasito. Asimismo Tang y colaboradores en 2007 reportaron
gue la proteina fosfoenolpiruvato carboxiguinasa expresada por Geobacter metallireducens
esta implicada en el aprovechamiento del ion férrico, debido que al formar parte importante
dentro del ciclo de los acidos tricarboxilicos, es aprovechada para reducir Fe* a Fe? soluble
mediante el complejo metabolismo del carbén. La sobre-expresion de fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa por A. seminis en medios deficientes de hierro sugiere que esta proteina esta
implicada en el aprovechamiento del hierro en condiciones de deficiencia de este ion y podria

ser un factor importante que le facilite la colonizacion del hospedero.

La proteina de 25 kDa presentd una similitud con la proteina malato deshidrogenasa. Esta
proteina participa en el ciclo del acido carboxilico y en organismos patégenos de la familia
Pasteurellaceae como H. parasuis, Wise y colaboradores, reportaron en 1997 la importancia de
esta enzima, ya que al inhibirla se observé una disminucién del crecimiento de la bacteria. En
recombinantes de Escherichia coli sobreproductoras de malato deshidrogensas. Kwon y
colaboradores reportaron en 2009 que la sobre-expresion de esta enzima incrementd la sintesis
de un hemo microbiano por encima del grupo control. En el alga Prymnesium parvum, Rahman
y colaboradores en 2014 reportaron la expresion diferencial de la malato deshidrogenasa al
crecerla en medios de cultivo deficientes de hierro y mencionan que la importancia de esta
enzima radica en ser intermediaria para la produccién de energia en la célula. La respuesta al
estrés por deficiencia de hierro observada en A. seminis nos ayuda a comprender los
mecanismos dirigidos a la adquisiciébn del hierro por esta especie; ademas, nos ayuda a
estudiar como responden los organismos patdgenos a los cambios en el medio ambiente con el

fin de satisfacer sus necesidades metabdlicas para asegurar su sobrevivencia.
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9. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

A. seminis presenta una disminucion en su crecimiento de alrededor del 40% al crecer
en presencia del quelante de hierro 2,2-dipiridil.

La presencia de 2,2-dipiridil induce la expresion evidente de al menos tres proteinas (75,
50y 25 kDa) en A. seminis.

La identidad de la proteina de 75 kDa sugiere que A. seminis posee la capacidad de
expresar sideroforos.

La identidad de las proteinas de 50kDa y 25 kDa sugiere la presencia de otros
mecanismos de captacion de hierro o de adaptacion ante la baja concentracion de este
ion.

La interaccion de hemoglobina, lactoferrina y fibrin6geno con diversas proteinas de A.
seminis sugiere que esta bacteria tiene la capacidad de actuar con diversas fuentes de
hierro.

10. PERSPECTIVAS

Confirmar las interacciones proteicas entre hemoglobina y/o lactoferrina con proteinas de A.

seminis, asi como lograr su identificacion.

Confirmar la capacidad de A. seminis de expresar siderdforos e identificar su naturaleza.

Determinar la posible capacidad inmuno protectora de estas proteinas de A. seminis en

hospederos susceptibles de ser infectados por esta bacteria.
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