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1. RESUMEN
Actinobacillus seminis es una bacteria Gram-negativa perteneciente a la familia
Pasterurellaceae y se puede encontrar en la microbiota transitoria de ovinos asi como de
caprinos; se relaciona A. seminis con pérdidas econdmicas y disminucion en la tasa de
fertilidad, hay poco conocimiento sobre sus posibles factores de virulencia. ElI quorum
sensing es un mecanismo complejo, que diferentes microorganismos emplean con la
finalidad de comunicarse entre si, y les permite a través de la deteccion de moléculas
sefializadoras, conocer o detectar diversas condiciones ambientales. Las encargadas de
mediar este proceso son una serie de moléculas conocidas como autoinductores (Al), un
ejemplo de estas es un compuesto aromatico conocido como Al-3, el receptor que capta este
autoinductor también puede interactuar con las catecolaminas. En este grupo de hormonas se
encuentran la Dopamina (DA), la Epinefrina (E) y la Norepinefrina (NE) que cumplen con
importantes funciones fisiologicas. Las catecolaminas afectan también la patogenicidad de
diversas bacterias; es por ello, que los objetivos del presente trabajo fueron determinar el
impacto NE y E en el crecimiento poblacional, la expresion de proteinas, la actividad
proteolitica; asi como en la formacion de biopeliculas en una cepa de coleccion (ATCC
15768) y dos aislados de campo (A4 y A8) de A. seminis. Los resultados preliminares sefialan
que ninguna de las cepas se vio afectada en su crecimiento, por la presencia de las hormonas,
pero los patrones de proteinas mostraron ciertas diferencias generadas por las hormonas, las
bandas de actividad proteolitica de alto peso molecular se observaron en zimogramas en las
cepas de A. seminis crecidas en presencia de hormonas. En los ensayos de Western Blot y
Far Western Blot se observaron diferencias en el reconocimiento producido por un suero de
borrego con epididimitis. La presencia de hormonas afectd la formacion de biopeliculas e
indujo la dispersion de las biopeliculas formadas; la E provocé una disminucion del 50% en
la formacion de la biopelicula de la cepa ATCC y un 40% en las cepas A4 y A8. El impacto
de estas hormonas en la expresion genética bacteriana ha sido relacionado con un tipo de

comunicacion interreino, el cual puede estar también presente en A. seminis.
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2. INTRODUCCION
2.1. Sistema inmune y estrés

Los organismos vivientes tienen mecanismos de adaptacion fisioldgica para poder responder
a diversos estimulos para su supervivencia, estos pueden ser de muchos tipos, asi como de
unaduracion variable, cualquier estimulo que se perciba como una amenaza para el equilibrio
homeostatico se le conoce como estrés. Entre los principales factores estresores que afectan
la produccién de animales se encuentran los ambientales, la alimentacion, el espacio, su
manejo, enfermedades y algun dafio fisico (Odeon y Romera 2017).

El estrés tiene la capacidad de activar multiples efectos relacionados con respuestas
conductuales y fisiolégicas de tal manera que el organismo pueda responder al estimulo
estresor. Estas estrategias por las cuales el organismo reacciona ante una posible amenaza
se dividen en tres etapas: en la primera el hipotalamo estimula las glandulas suprarrenales
que a su vez secretan adrenalina, la cual provee de energia de emergencia. Esta hormona
desencadena una serie de reacciones tales como un aumento en la frecuencia cardiaca,
vasodilatacion y un estado de alerta. La segunda etapa, también llamada fase de resistencia,
consiste en la liberacién del cortisol por parte de las glandulas suprarrenales, la funcion de
dicha hormona ayuda a mantener de manera constante los niveles de glucosa para irrigar de
energia a érganos como el cerebro, el corazon y los musculos. La Gltima fase es también
conocida como etapa de decaimiento, debido a que surge una alteracién por deficiencias en
la secrecion de hormonas asi como en la acumulacién de estas en el torrente sanguineo, lo
que podria tener efectos negativos. Periodos prolongados de esta condicion puede tener un
efecto contraproducente en la respuesta inmune tanto humoral como celular (Duval et al.,
2010; Padgett y Glaser, 2003).

Existe una regulacion reciproca entre el sistema nervioso y el sistema inmune, debido a que
hay una comunicacion entre ambos, el sistema inmune lo hace mediante polipéptidos
producidos por las células y el sistema nervioso lo hace por via hormonal y neuronal. La
principal via hormonal es el eje hipotadlamo-pituitario-adrenal (HPA) a través de las
hormonas de la respuesta neuroendocrina del estrés (Sanchez et al., 2007). Se han realizado
estudios del efecto del estrés en la respuesta inmune, demostrando que las hormonas

relacionadas con el eje simpatico-adrenal, es decir catecolaminas y glucocorticoides, tienen
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acciones inmunosupresoras asi como un aumento en la produccién de estos dos grupos de
hormonas en casos de estrés cronico (Figura 1) (Lopéz-Calderén, 2005; Escrivé et al., 2002).
Un ejemplo del efecto de este proceso consiste en la supresion de la respuesta inmune de los
linfocitos asi como en su proliferacion, esto se debe a que los linfocitos poseen receptores
para diversas hormonas, entre ellas las catecolaminas y los glucocorticoides. Otros efectos
podrian ser la supresion de la respuesta a mitdgenos por parte de las células T, la actividad
de las células Natural killer (NK), la produccion de interleucina 2 e Interferon y la expresion

del receptor de IL-2 (Sepulveda y Puente, 2000).
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Figura 1. a) Interaccion entre el eje hipotalamo-hipo6fisosuprarrenal, b) Comunicacion bidireccional

entre los sistemas neuroendocrino e inmunitario (Modificado de Lopéz-Calderon, 2005).

2.2. Catecolaminas
Las hormonas son mensajeros quimicos que se sintetizan por una célula o un conjunto de
estas, que a su vez generan efectos fisioldgicos sobre otras células del organismo. La accion
ejercida por estas sustancias tiene el objetivo de dar una respuesta a sefiales bioguimicas
generadas por algun tejido. El tipo de sefializacién, asi como la composicion quimica del
mensajero se puede clasificar en diversos grupos, por una parte el tipo de sefializacion
depende de la distancia que el mensajero recorre, siendo endocrina aquella que actua sobre
células lejanas, paracrina para cuyas células dianas son aledafas a la emisora y autocrina en

donde el mensajero es producido y recibido por la misma célula (Nelson y Cox, 2009).
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A la par de las hormonas, su composicion quimica es amplia, por ejemplo, hormonas
peptidicas como la insulina, derivados del colesterol como el estradiol y derivados de la
tirosina tal como las catecolaminas. Las catecolaminas son un grupo de hormonas
constituidas por una cadena lateral con un grupo amino y un grupo catecol
(ortodihidroxibenzeno), este grupo a su vez es un anillo bencénico con dos sustituyentes
hidroxilo en su molécula (Weil, 2013).

Las catecolaminas de importancia por su funcion fisiologia son la Dopamina (DA), la
Epinefrina (E) y la Norepinefrina (NE), la sintesis de estas hormonas tienen como precursor
a la tirosina, la que es hidoxilada a L-dihidroxifenilalanina (DOPA) por una enzima llamada
tirosina hidroxilasa, posteriormente la L-aminoécidos-aromaticos descarboxilasa acta sobre
DOPA para formar dopamina, por ultimo la enzima dopamina B-hidroxilasa y la feniletano
lamina-N-metiltransferasa catalizan la conversion a NE y E, respectivamente (Figura 2)
(Taira et al., 2013).

La adrenalina o epinefrina es sintetizada y almacenada en la meédula suprarrenal para ser
liberada hacia el sistema circulatorio. La noradrenalina o norepinefrina y la dopamina son
sintetizadas no solamente en la médula suprarrenal sino también en los nervios simpaticos
periféricos (Brandan et al., 2010). En animales como los ovinos, el almacenamiento de
epinefrina se encuentra en la periferia de la médula suprarrenal y estan asociados a un

complejo de senos venosos de la corteza adyacente (Blaschko et al., 1972).
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Figura 2. Biosintesis de catecolaminas (Modificado de Murray et al., 2013).
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La comunicacion entre bacterias es vital para el entendimiento del entorno y la supervivencia
de los organismos, sin embargo este proceso no se ve limitado por el reino, actualmente se
sabe que la sefializacion puede ocurrir entre bacterias y sus hospederos eucarioticos, esta
comunicacion se puede dar por reconocimiento de sefiales bacterianas por parte del
hospedero y por la recepcion de sefiales producidas por el huésped, en este caso, las hormonas
tienen un papel importante debido a que los sensores bacterianos son capaces de percibir
estas sefiales y producir un cambio en la expresion genética de los microorganismos (Pierson
et al., 2009).

El efecto de estas hormonas en las bacterias es muy variado, en algunos casos pueden actuar
como siderdforos, asi como modificar la expresion de proteinas de la superficie externa y la
actividad citotoxica, a su vez, se ha observado que estas pueden generar cambios en la
expresion génica, adquisicion de hierro y la formacion de biopeliculas (Figura 3). Diversos
autores han sefialado que epinefrina y norepinefrina mejoran el crecimiento de bacterias
Gram negativas tales como Pseudomonas aeuruginosa, Escherichia coli, diversas especies

de Salmonella y bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus (Boyanova, 2017).
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Figura 3. Posibles efectos de la E y la NE en bacterias anaerobias (Modificado de Boyanova, 2017).
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2.3. Comunicacion celular

El quérum sensing es un mecanismo por el cual diversos organismos como las bacterias son
capaces de informarse sobre las condiciones ambientales y disponibilidad de nutrientes a
través de la produccion y deteccion de moléculas sefializadoras. La “comunicacion” se
encuentra mediada por una serie de moléculas Ilamadas autoinductores que cumplen con
ciertas caracteristicas tales como: la produccion de estas moléculas ocurre en una etapa
especifica del crecimiento, los autoinductores pueden ser percibidos por el resto de la
poblacion y la acumulacion de los mismos genera una respuesta en las bacterias. La
percepcion de los autoinductores produce cambios en la expresion de diversos genes,
induciendo asi una respuesta que les permite responder a los cambios ambientales detectados
(Figura 4) (Martinez-Antonio y Soberdn-Chavez, 2002, March y Eiros, 2013).

En el propio mecanismo del quorum sensing existen diversas formas por las cuales las
bacterias se comunican, estas formas se agrupan con base en el nimero de autoinductores
participantes, en donde encontramos los sistemas cooperativos, que a su vez se subdividen
en los circuitos en paralelo, donde las moléculas autoinductoras se producen de forma
simultanea, y los circuitos en serie, donde las sintesis de los autoinductores es de forma
secuencial. Por otro lado, existen los sistemas competitivos, es decir, las moléculas
mensajeras tienen efectos negativos o antagonicos sobre la regulacion propia del sistema.
(Marquina y Santos, 2010).
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Figura 4. La regulacion de la bioluminiscencia en Vibrio. fischeri (Modificado de Whitehead et
al., 2001).
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La composicién quimica de los mensajeros es muy variada; en las bacterias Gram positivas
la comunicacion es mediada por oligopéptidos muy especificos, estos se sintetizan dentro de
las células como pro-AlP (Péptidos Autoinductores), los cuales son modificados dentro o
fuera de la misma y requieren proteinas para su transporte. En bacterias Gram negativas se
han descrito tres diversas moléculas: el autoinductor de tipo 1 (Al-1) que es acil homoserina
lactonas, el cual tiene un anillo conservado de homoserina lactona conectado a traves de un
enlace amida a una cadena de acilo variable que puede ser de cadena corta, y se difunde a
través de membranas; asi como de cadena larga, que se transporta activamente. EI Al-2 es un
diéster de borato de furanosilo que tiene como precursor a 4,5 - dihidroxi - 2,3 - pentanodiona
(DPD) y se encuentra involucrado en la sefalizacion entre especies y géneros (Miller y
Bassler, 2001; Whitehead et al., 2001; Vadakkan et al., 2018).

Por ultimo, Al-3 es un compuesto aromatico que no contiene un esqueleto de aztcar como el
AI-2 sintetizado por el gen luxS, el cual también se encarga de sintetizar el Al-2. Diversos
autores han reportado que Al-3 tiene la capacidad de generar comunicacion interdominios,
ya que ciertas hormonas producidas por mamiferos inducen una sefializacion cruzada con
este autoinductor. Diversas especies de bacterias poseen histidina quinasas de membrana
QseC y QseE como sensores del Al-3, a su vez se ha sefialado que estos sensores pueden
detectar e interaccionar con las catecolaminas (E y NE) producidas por el hospedero (Kendall
y Sperandio, 2016; Walters et al, 2006; Walters y Sperandio, 2006, Clarke et al., 2006).

El quorum sensing permite a diversos microorganismos una interaccion con organismos
superiores en procesos simbidticos o patogénicos. La patogenicidad de un organismo es
considerada como un mecanismo de adaptacion debido a que le permite la supervivencia y
el desarrollo en un nuevo nicho (Gospodareke et al., 2009; Kendall y Sperandio, 2016). Los
atributos del hospedero como factores inmunoldgicos, genéticos, fisiologicos, edad, entre
otros, pueden desencadenar en los patdgenos la expresion de numerosos factores de
virulencia que les permita adecuarse al medio. Es por ello que este mecanismo se encuentra
relacionado con adquisicion de nutrientes, produccion de los factores de virulencia,
colonizacidn, produccion y resistencia a antibiéticos, motilidad, esporulacion, formacion de

biofilm, entre otros. (Cardenas-Perea et al, 2014).
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2.4. La infertilidad ovina y Actinobacillus seminis

La infertilidad ovina es causada por mdaltiples factores, en los que se encuentran, una
alimentacion de baja calidad, cambios de la temperatura y/o enfermedades tales como
orquitis, hipoplasia, criptorquidia, hernia, varicocele, asi como epididimitis (Craig, 1964). La
epididimitis es una inflamacién aguda o cronica en el conducto que esta adherido a la cara
posterior lateral del testiculo, en esta enfermedad se pueden observar cambios en la
temperatura base del testiculo, la abundancia de tejido fibroso, la presencia de granulomas
espermaticos, asi como atrofia testicular. En la epididimitis encontramos lesiones en la cola
del epididimo que se asocian con espermatoceles. Debido a que este drgano es un conducto
enrollado, cualquier lesién a lo largo de su longitud genera la obstruccion del flujo y afecta
la formacidn de espermatozoides (Foster 2017).

La epididimitis ovina tiene como causa principal la infeccion por diversos organismos
patégenos tales como Brucella ovis, B. melitensis, Histophilus ovis, Haemophilus spp.,
Corynebacterium pseudotuberculosis ovis, Chlamydophila abortus y Actinobacillus seminis.
A. seminis es miembro de la familia Pasteurellaceae, la cual esta constituida por diversos
géneros incluido Actinobacillus spp., esta bacteria se caracteriza por bastones pleomorficos
incapaces de crecer en agar MacConkey, produce p-galactosidasa y fermenta carbohidratos
sin produccién de gas (Figura 5). Las colonias al crecer en agar sangre son pequefias,
redondas, bajas, convexas, exhiben una coloracion gris blanquecina, asi como una textura
pegajosa, crece en ambientes aerdbicos y microaerdfilos. Se ha descrito que este organismo
es sensible a la penicilina, estreptomicina, cloranfenicol, tetraciclinas, eritromicina,
sulfonamidas asi como a la albamicina pero presenta resistencia a la bacitracina y a la
neomicina (Sneath y Stevens, 1990; Hajtds et al., 1987).

Uno de los primeros aislamientos fue realizado por Baynes y Simmons en Australia en el afio
1960, estos investigadores reportaron gque esta bacteria se encontraba en el semen de carneros,
posteriormente este microorganismo fue reportado en diferentes paises tales como: Estados
Unidos, Sudéfrica, Hungria, Kenia, Reino Unido, Espafia, Turquia y México (Rycroft y
Garside; 2000). A. seminis se puede encontrar temporalmente en las cavidades prepuciales y
como parte de la flora transitoria de la vagina, se ha aislado en carneros que estan en el

periodo prepuberal. Estas bacterias actian como patdgenos oportunistas por infeccion
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durante la pubertad, debido a que hay elevados niveles de hormonas liberadoras de
gonadotropina (GnRH) (Foster, 2015).

Catalasa + Hidrélisis de la esculina + (-8)
Oxidasa + Satelitismo (S. aureus) -
O/F Fermentativa Ribitol -
Indol - Arabinosa +
Ureasa - Dulcitol -
Nitrato + Fructosa +(-1)
H2s (TSl) - Galactosa + (-5)
H2S (Acetato de plomo) + Glucosa +
Rojo de Metilo - Inulina -
Voges-Poskauser - Lactosa -
Ornitina descarboxilasa + Maltosa + (-1}
Lisina descarboxilasa - Manitol + (-8)
Arginina dihidrolasa - Manosa -
Fenilalanina desaminasa - Rafinosa -
Triptéfano daminasa - Sorbitol - (+6)
Fosfatasa - Sacarosa -
Beta-galactosidasa (ONGP) - Trehalosa -
Citrato - Xilosa +

Figura 5. Caracteristicas bioquimicas de Actinobacillus seminis (Modificado de Hajtés et al.,
1987).

2.5. Factores de virulencia

Las condiciones ambientales se encuentran en constante cambio, es por ello que los
organismos deben ser capaces de adecuarse a las mismas; las bacterias son un buen ejemplo
de esta adaptacion, ya que los sistemas que poseen les permiten responder a estos cambios
de su entorno lo que favorece su supervivencia. Si bien las bacterias ejercen multiples
funciones en un entorno y participan en diversos procesos bioquimicos tales como la fijacion
de nitrogeno, ciclo del carbono, fosforo, y azufre, también son conocidas por ser patdgenas.
Un patdgeno es un microbio con la capacidad de generar dafio a su hospedante, ya sea por
accion directa sobre el huésped o por la respuesta inmune del hospedante (Casadevall y
Pirofski, 1999).

Los factores de virulencia son estrategias por las cuales un huésped puede prevalecer,
replicarse y proliferar dentro de un hospedero (Cross, 2008). Estas estrategias se clasifican
en tempranas y tardias; los factores de virulencia tempranos estan asociados al movimiento,
fijacion y colonizacion; mientras que los tardios se relacionan con la supervivencia

intracelular y la evasion del sistema inmune (Céardenas-Perea et al., 2014).
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Aunque existe poco conocimiento acerca de los factores de virulencia expresados por A.
seminis, Nufiez del arco y colaboradores en el 2006 identificaron una proteina con una masa
molecular de 75 kDa en el sobrenadante de cultivo que resulto ser especifica para este
organismo, los autores sefialan que esta podria ser usada por el microorganismo para causar
dafio tisular. Después, Jiménez-Pacheco y colaboradores en 2008 observaron la presencia de
5 bandas de actividad proteolitica de 79.5, 59, 40, 27, 13.5 kDa en microvesiculas obtenidas

del sobrenadante (Figura 6).

200 nm

Figura 6. Microvesiculas de Actinobacillus seminis en microscopia electrénica de transmision

(Jiménez-Pacheco et al., 2008).

Posteriormente De la Cruz, en el 2015, caracterizd una metaloproteasa secretada que puede
degradar IgG y fibrin6geno de ovino. En el 2018 Montes-Garcia y colaboradores
identificaron dos proteinas con pesos moleculares de 25 y 40 kDa, las cuales se identificaron
por medio de espectrofotometria de masas como una fosfoglicerato mutasa y un factor de
elongacion termoinestable (EF-Tu) con funcion de adhesinas. A su vez Reyes en el 2018
sometio a esta bacteria a un estrés ferrico con lo cual identifico 3 proteinas de 75, 50 y 25
kDa las cuales estan relacionadas en la sintesis de sider6foros y otras funciones como el
aprovechamiento del hierro. Por ultimo Montes-Garcia y colaboradores en el 2019
identificaron y purificaron una proteina de 63 kDa la cual fue identificada como
hemaglutinina por ensayos de aglutinacién de eritrocitos de conejo e caracterizada como
homologa a GroEL por espectrometria de masas, a su vez los autores sefialaron que esta
proteina podria ser una subunidad de una proteina de 150 kDa.

Se ha demostrado que A. seminis tiene la capacidad de formar biopelicula o biofilm (Montes

Garcia et al., 2020), el cual se define como comunidades de bacterias que crecen embebidas
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en una matriz y adheridas a una superficie inerte o un tejido vivo. Estas estructuras estan
compuestas por una matriz extracelular con gran cantidad de agua, espacios intracelulares,
una masa microbiana, productos de la lisis bacteriana, asi como cristales de sal y sedimentos,
entre otros, todo esto dependiendo del sustrato en el que se haya fijado. Estos consorcios
confieren multiples ventajas a sus habitantes como la proteccion contra agentes adversos,
evita la deshidratacion, incrementa la disponibilidad de nutrientes y facilita la transferencia
de material genético.

La formacion de una biopelicula comienza cuando las bacterias planctonicas identifican una
estructura o sustrato, las bacterias comienzan la fijacion mediante uniones por medio de
filamentos u apéndices tales como fimbrias o pili, una vez adheridas a una superficie, da
inicio la fase de crecimiento, en la cual las células bacterianas se dividen y se propagan
alrededor del sustrato, a la par que secretan su matriz que las recubre y la cual adquiere una
forma similar a los cuerpos fructiferos de las setas. Finalmente, las células se liberan para
colonizar nuevas superficies ya sea de forma individual o en conglomerados, esta liberacion
puede ocurrir por dos vias; la primera consiste en algun dafio fisico que genere el
desprendimiento de partes de la biopelicula, y la segunda, es la dispersion del propio biofilm
mediante una serie de sefializaciones por la cual se generan diferentes procesos para degradar
la matriz y se diseminan las bacterias (Figura 7) (Petrova y Sauer, 2016; Nazar 2007; Lasa et
al., 2005).

Desprendimiento

Modo

Plancténico de S 74

Crecimiento AN i ;{
N . 5 =_N=
esorcion N \
" P
~ -

Fijacién Fijacion

Reversible Irreversible < ‘%;§ \\ 4

> - y 7.
Dispersion k s{ e~ ?

Figura 7. Modelo de las fases de formacion de una biopelicula (Modificado de Petrova y
Sauer, 2016).

Maduracién
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3. ANTECEDENTES
Belay y Sonnenfeld en el 2002, realizaron un estudio del efecto de diversas catecolaminas
sobre el crecimiento de patdgenos bacterianos de los cuales tres eran Gram-negativos y uno
Gram positivo. Los resultados obtenidos demostraron que la NE, E, dopamina e isoproterenol
favorecieron el crecimiento de las bacterias, siendo méas evidente este efecto en organismos
Gram negativos.
Bansal y colaboradores en el 2007 analizaron el efecto de E, NE e indol sobre la quimiotaxis,
colonizacion y expresion génica de Escherichia coli, encontrando que la E y la NE aumentan
la adherencia a células epiteliales mientras que el indol la disminuye. A su vez, laE y la NE
aumentan la formacion de biofilm.
Li y colaboradores en el 2012 analizaron el efecto de NE y E sobre la produccion de biofilm
y la produccién de sustancias citotoxicas en A. pleuropneumoniae. La actividad citotoxica
fue potenciada por E, pero la produccion de biofilm no se vio afectada por ninguna de las dos
hormonas; a su vez, los autores sugieren que A. pleuropneumoniae puede tener multiples
sistemas de respuesta para las dos catecolaminas.
Martinez-Gonzélez en el 2013 probd el efecto de NE y E sobre el crecimiento, la formacion
de biopelicula y la expresion de patrones en proteinas de membrana externa (OMPS) en dos
cepas de Gallibacterium anatis (12656/12 y F149"). La autora sefiala que la NE fue la que
generd mas cambios en las cepas, cabe sefialar que el efecto de esta hormona fue distinto en
las dos cepas debido a que en la cepa 12656/12 incremento su densidad poblacional mientras
que en la F1497 la disminuyo. También se encontr6 que ambas hormonas favorecieron la
formacion de biofilm en ambas cepas, aunque la E fue la que tuvo mayor efecto.
Graziano y colaboradores en el 2013 evaluaron los efectos de la E y la NE sobre el
crecimiento, la susceptibilidad antimicrobiana y la expresion génica en Porphyromonas
gingivalis. Se demostré una estimulacion en la expresion de genes relacionados con la
adquisicion de hierro, el estrés oxidativo y la patogenesis por exposicion a E 'y NE.
Pillai y colaboradores en el 2018 probaron el efecto de la E, la NE y la sustancia P sobre la
formacion de biopelicula en Mannheimia haemolytica demostrando que las hormonas vy el
neurotransmisor disminuyeron la produccion de la biopelicula con respecto al control, siendo

la E quien tuvo un mayor efecto.
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4. JUSTIFICACION
La epinefrina y norepinefrina son expresadas por diversos hospedadores como consecuencia
del estrés. Estas hormonas pueden favorecer el crecimiento y la expresion genética de
diversos microorganismos.
Existe poco conocimiento de los factores de virulencia producidos por A. seminis; la adicion
E o NE a cultivos de A. seminis podria generar diferencias en los patrones de proteinas y

verse afectado su crecimiento.

5. HIPOTESIS
@ Si la expresion genética puede ser regulada por el Quérum sensing, entonces la
adicién de E o NE al medio de crecimiento inducird cambios en la expresion de

proteinas y afectar la tasa de crecimiento de A. seminis.

6. OBJETIVOS
6.1. Objetivo general
® Determinar el efecto de la Epinefrina (E) o Norepinefrina (NE) sobre el crecimiento y la

expresion de proteinas de A. seminis.

6.2. Objetivos particulares
<& Determinar el efecto de la adicion de E o NE sobre el crecimiento de A. seminis.
<& Establecer patrones de proteinas e inmunoreconocimiento de A. seminis crecida
en presencia y ausencia de E o NE.
<& Observar el efecto de las catecolaminas sobre la actividad proteolitica de A.
seminis.
<& Determinar el efecto de E o NE en la formacién de biopeliculas.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Cepas bacterianas y mantenimiento de cultivo
Para la realizacion de este trabajo se utilizaron dos aislados de campo (A4 y A8), asi como
una cepa de referencia (ATCC 15768). El mantenimiento de las cepas fue realizado en placas
de agar sangre (Infusion de cerebro y corazon (BHI por sus siglas en inglés) con 5% de sangre
de ovino) y se incubaron a 37°C en una atmosfera con 10% de CO- durante 24h.

7.2. Cinética de crecimiento
Para determinar el efecto de las hormonas en el crecimiento de A. seminis se cultivaron las
tres cepas en 3 mL de caldo Soya tripticaseina (TSB) o Luria Bertani (LB), una alicuota de
este cultivo se diluyé en 3 mL de caldo para llevarlo a una concentracion del 10% y se
incubaron en agitacion hasta alcanzar una densidad Optica de 0.1. En ese momento se
afiadieron 50 uM de E o NE y como control se emple6 medio sin hormonas. Se realizaron
mediciones cada hora durante 6 h a 600 nm, la Gltima medicion fue leida a las 24 h.

7.3. Obtencion de proteinas totales y secretadas.
Se realizaron cultivos en 100 mL de medio con las cepas ATCC 15768, A4 y A8. Una vez
alcanzada la densidad Optica de 0.1 a 600 nm se afiadieron 50 UM de E o NE, estos cultivos
se incubaron a 37° 0 35°C por 24 h en agitacion constante. Los cultivos se centrifugaron a
10500 rpm durante 25 minutos a 8°C, el sobrenadante de cultivo fue precipitado con
(NH4)2SO4 al 60% para recuperar las proteinas secretadas. La pastilla celular fue
resuspendida con una solucion de HEPES 10 mM pH 7.8 con lisozima (1mg/mL) y se incubd
en agitacion a 150 rpm a 37°C durante 1 hora, posteriormente las células se sonicaron 10
ciclos (15 segundos de sonicacion por 10 segundos de descanso) en hielo. Las muestras se
centrifugaron a 13000 rpm durante 3 minutos para separar las células enteras, se recupero el
sobrenadante (proteinas totales).

7.4. Electroforesis y zimogramas
Para la observacion de posibles cambios en los patrones de proteinas y las posibles
diferencias de las muestras obtenidas con hormonas y el control, se realiz6 una separacion
electroforética en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 10%
cargando 20 ug de proteina por carril. Al término, se tifieron los geles con una solucién de
Azul de Comasie (R-250 0.1%, metanol 40% Yy acido acético 10%) y posteriormente se

empled una solucion de acido acético al 10% para quitar el exceso de colorante.
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Para observar la actividad proteolitica se realizaron zimogramas en geles SDS-PAGE al 10%
con 0.5% de caseina 0 0.1% de gelatina porcina (De la Cruz, 2015). Posterior a la separacion
electroforética, los geles de sustrato se incubaron en agitacion durante 1 h en una solucion de
triton X-100 al 2.5%. Enseguida, los geles fueron incubados en Tris 20 mM CaCl; 10 mM
toda la noche a 37°C para activar las posibles proteasas que degradarian el sustrato. Los geles
fueron tefiidos con azul de Coomassie y las actividades proteoliticas fueron observadas como
zonas blancas contra un fondo azul (Negrete-Abascal et al. 1999).
7.5. Inmunoreconocimiento (Western blot y Far-Western Blot)

Después de realizar la separacion electroforética, las proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa durante 70 min a 300 mA con voltaje constante. Una vez
finalizada la transferencia, la membrana se incub6 en una solucion de leche des cremada al
5% en PBS —Tween 0.05% por 1 hora y media, a 37° C, en agitacion constante, para bloquear
los lugares de union que han quedado después de la transferencia. Posteriormente se dieron
tres lavados de 10 minutos cada uno con PBS-Tween 0.05% para retirar el exceso de leche

descremada.

Tabla 1. Lista de anticuerpos utilizados en una concentracién 1:1000 (Reyes, 2018).

Anticuerpo primario y proteina Anticuerpo secundario
Suero de borrego con epididimitis Suero Anti-borrego
Fibrinectina de borrego biotinilada Avidina peroxidada

Lactoferrina bovina biotinilada Avidina peroxidada

La membrana se incub6 por dos horas con el anticuerpo primario o las proteinas biotiniladas,
diluidos 1:500 en PBS-Tween. Posteriormente el anticuerpo o las proteinas biotiniladas
fueron retirados y se dieron 3 lavados con PBS-Tween nuevamente, esta solucion fue
remplazada por el anticuerpo secundario o avidina peroxidada que se encontraban a una
concentracion de 1:1000, con los cuales se incub6 por dos horas. Se lavo la membrana 3
veces mas. Se prepard una solucion de HsPO4 (50mM, pH 7.4) con diaminobenzidina, CoCl»
y NiCly, posteriormente se afiadieron 30 puL de H.O> para revelar la reaccion y determinar la
interaccion (Negrete-Abascal et al., 1998, 1999).
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7.6. Formacién de biopelicula
Para evaluar el efecto de las hormonas en la formacion de biopelicula, se emplearon placas
de poliestireno estériles con 96 pozos (Sarsted, Barcelona, Espafia), cada uno de los cuales
fue llenado con 180 pL de medio TSB o LB e inoculados con 20 pL de células de las 3 cepas
empleadas, que previamente fueron ajustadas a una densidad Optica de 1 a 630 nm. Y se
utilizaron los medios sin inoculo como controles negativos. Para los tratamientos se adiciono
NE o E en una concentracion de 50 uM. La placa fue incubada durante 24 ha 37° C.
Después de la incubacidn, el medio fue retirado de los pozos, las células se fijaron con 200
pL de metanol por 15 min. Los pozos se dejaron secar para que se evaporara el metanol y se
tiflo cada pozo con 150 pL de cristal violeta Hucker’s al 1% por 15 minutos. Se retir6 el
colorante y la placa fue lavada con agua corriente para retirar los excesos de colorante.
Posteriormente se agregaron 150 puL de acido acético glacial al 30%, se dejo incubar la caja
con esta solucién por 30 min en agitacion contante para recuperar el colorante adsorbido por
las células tefiidas.
Por altimo en una caja nueva de microtitulacion, los pozos se llenaron con 160 pL de acido
acetico al 30% y 40 uL del contenido de la caja anterior. La densidad optica fue medida en
un lector de placas ELISA (Microplate Reader model 680; BioRad Laboratories Inc.,
Hercules, CA, USA). Cada ensayo se realiz6 por triplicado, los resultados se promediaron y
se graficaron (Fredheim et al., 2009).

7.6.1. Dispersion de la biopelicula.

Con el objetivo de determinar si las hormonas tenian un efecto dispersor sobre una
biopelicula ya formada, se indujo la formacion de la biopelicula a las mismas condiciones
como fue descrito previamente; como control negativo se utiliz6 medio sin células. La caja
se incubo por 24 h a 37° C, una vez formada la biopelicula, el medio de cultivo fue retirado
y sustituido por una solucién de agua estéril con 50 puL de E o NE dentro del campo estéril
para evitar contaminacion. Nuevamente la caja se incubd por 30 minutos a 37° C; el
procesamiento de la caja y la lectura se realizaron de igual forma que el procedimiento

anterior.
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8. RESULTADOS
8.1. Cinética de crecimiento
La adicion de E o NE (50 uM) a medios TSB o LB en donde crecia A. seminis no mostro
diferencias en la densidad dptica a 600 nm cuando estas lecturas se compararon con los
medios control sin adicion de hormonas. Unicamente se observo un mejor crecimiento de la

bacteria al crecerla en medio TSB (Figura 8) en comparacién con su crecimiento en LB

(Figura 9).
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Figura 8. Efecto de E o NE (50 uM) en el crecimiento de A. seminis: a) ATCC 15768, b) A4,y c)
A8 en medio TSB.
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Cinética de crecimiento de A.
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Figura 9. Efecto de E 0 NE (50 uM) en el crecimiento de A. seminis: a) ATCC 15768, b) A4, y ¢)
A8 en medio LB.
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8.2. Perfil de proteinas
Una vez que se determin6 que E o NE no tenian efecto en el crecimiento de A. seminis se
evalud la presencia y ausencia de las hormonas en los medios de cultivo TSB y LB a
temperaturas de incubacion de 35°C y 37°C para determinar si tenian efecto en los patrones

de proteinas.

8.2.1. Medio TSB
El crecimiento de la cepa de referencia en medio TSB adicionado con E permitio ver la
disminucion de una banda de proteina de aprox. 90 kDa, y el incremento de una banda de
aprox. 15 kDa en las muestras de proteinas totales. No se observaron cambios en este medio

suplementado con NE ni en los aislados de campo crecidos en medio TSB (Figura 10).

ATCC A4 A8
kDa C E NE C E NE C E NE
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Figura 10. Gel de poliacrilamida al 10% donde se muestra el patron de proteinas totales de A.
seminis crecido en medio TSB a 37° C: (C) en ausencia de hormonas, (E) epinefrinay (NE)

norepinefrina.
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En el caso de las proteinas secretadas, se observo el incremento de una proteina de aprox. 25
kDa en las muestras de la cepa de referencia crecida en presencia de NE; asi como la no
expresion de bandas de proteina de 30 y 37 kDa en muestras de la cepa A4 crecida en
presencia de la misma hormona. Los patrones de proteinas secretadas de la cepa A8 no
presentaron cambios con ninguna de las hormonas (Figura 11).
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Figura 11. Gel de poliacrilamida al 10% donde se muestra el patrén de proteinas secretadas de
A. seminis en medio TSB con una temperatura de incubacién de 37°C: (C) en ausencia de
hormonas, (E) epinefrina y (NE) norepinefrina.
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8.2.2. Medio LB
Con el fin de determinar si el crecimiento de A. seminis en un medio menos rico, en este caso
el medio LB, permitia observar mas diferencias en los patrones de proteinas, se evaluaron las
mismas variables probadas en los experimentos con medio TSB. En los patrones totales de
proteina se observaron incrementos en bandas de 60 y 37 kDa en las muestras de la cepa de
referencia crecidas en presencia de E asi como incrementos en bandas de 200 y 35 kDa en
presencia de ambas hormonas, para las muestras de la cepa A8. Sin embargo en las muestras

de la cepa A4 no se observaron cambios (Figura 12).
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Figura 12. Gel de poliacrilamida al 10% donde se muestra el patron de proteinas totales de A.
seminis en medio LB con una temperatura de incubacion de 37°C: (C) en ausencia de

hormonas, (E) epinefrina'y (NE) norepinefrina.
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Con respecto a las proteinas secretadas, se pudo observar la expresion de bandas de 100 y
200 kDa en las muestras de la cepa de referencia crecida en presencia de E, asi como una
disminucion de una banda de aprox. 75 kDa en la muestra de la cepa A4 crecida en presencia
de NE. Los patrones de proteinas de la cepa A8 no pudieron ser evaluados pues presentaban

muchas variaciones (Figura 13).
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Figura 13. Gel de poliacrilamida al 10% donde se muestra el patron de proteinas secretadas de
A. seminis en medio LB con una temperatura de incubacion de 37°C: (C) en ausencia de

hormonas, (E) epinefrina, (NE) norepinefrina.
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El crecimiento de A. seminis a 35°C permiti6 observan la induccion de bandas de aprox. 70
kDa para la cepa de referencia en presencia de ambas hormonas. Un efecto similar fue
observado en bandas de 75 y 40 kDa de las muestras de la cepa A8 con ambas hormonas asi
como la desaparicion de bandas de 70 kDa. En las muestras de la cepa A4 no se observaron

cambios (Figura 14).
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Figura 14. Patron de proteinas totales de las cepas ATCC, A4y A8 de A. seminis en presencia

0 no de catecolaminas en medio LB con una temperatura de incubacion de 35°C: (C) en
ausencia de hormonas, (E) epinefrina'y (NE) norepinefrina.
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Los patrones de proteinas secretadas por A. seminis crecida a 35 °C en medio LB permitid
visualizar la aparicién de bandas de 120, 60 y 14 kD en presencia de hormonas de la cepa de
referencia, asi como la ausencia de una banda de aprox. 40 kDa. Con respecto a la cepa A8
se observa la expresion de bandas de aprox. 150, 100, 75 y 50 kDa en presencia de hormonas
y la omision de bandas de 120 y 35 kDa. En las muestras de la cepa A4 no se observaron

diferencias en estos patrones de proteinas (Figura 15).
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Figura 15. Patr6n de proteinas secretadas de las cepas ATCC, A4y A8 de A. seminis en
presencia o0 no de catecolaminas en medio LB con una temperatura de incubacion de 35°C: (C)

en ausencia de hormonas, (E) epinefrina y (NE) norepinefrina.
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8.3. Actividad proteolitica
Para determinar si la presencia de las hormonas inducia cambios en la actividad proteolitica

expresada por A. seminis se tomaron las muestras de proteinas totales obtenidas de los
cultivos en medio TSB a 37°C y fueron separadas electroforéticamente en zimogramas con
caseina o gelatina. En los patrones de proteinas totales se observé la omision de bandas de
actividad en el gel de gelatina porcina de aprox. 250 y 60 kDa en la cepa A8 en presencia de

hormonas (Figura 16).

ATCC A4 A8
kDa C E NE C E NE C E NE

o B

Figura 16. Zimograma en gelatina porcina de proteinas totales a 37° C de incubacion en medio
TSB de A. seminis.

En el patron de proteinas totales de A. seminis crecida a 37° C en medio LB permitio ver una
banda de actividad proteolitica de alrededor de 250 kDa en las muestras de la cepa de
referencia crecida con NE y en la muestra control de la cepa A4. El resto de las muestras no
presento actividad proteolitica en zimogramas con gelatina porcina (Figura 17). En
zimogramas con caseina, se observd actividad proteolitica en las muestras control de A4y E

de la cepa A8, en ambas a alto peso molecular (Figura 18).
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Figura 17. Zimograma en gelatina porcina de proteinas totales a 37° C de incubacion en

medio TSB de A. seminis.
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Figura 18. Zimograma en caseina de proteinas totales a 37° C de incubacion en medio
LB de A. seminis.
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8.4. Inmunoreconocimiento
Con el fin de determinar si las diferencias observadas en los patrones de proteinas también
se podian presentar en los patrones de reconocimiento, se utilizaron las muestras crecidas en
medio TSB para realizar western blot y far-western para interaccionar con moléculas
involucradas en la captacion o transporte de hierro o que funcionaran como adhesinas. Se
observé que aquellas bandas que presentaban cambios en intensidad, también presentaron
esos cambios en reconocimiento al usar suero de borrego con epididimitis (Figura 19). A su
vez, no se percibieron reconocimientos asociados a las diferencias observadas en las muestras

de proteinas secretadas (Figura 20).
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Figura 19. a) Patrdon de proteinas totales de la cepa ATCC, Westerns blot y Far W b) suero de
borrego c) fibrindgeno y d) lactoferrina bovina en presencia o no de catecolaminas en medio TSB
con una temperatura de crecimiento de 37°C: (C) en control, (E) epinefrina, (NE) norepinefrina.

akDa C E NE w®nkba C E NE okDa C E NE okDa C E NE
250 , o 250 o
» 150 ¢

L BB
|

e 50 ‘

&

25 &

. "n 10 B ] i 15 o
Figura 20. a) Patrdn de proteinas secretadas de la cepa ATCC, Westerns blot y Far W b) suero de
borrego c) fibrindgeno y d) lactoferrina bovina en presencia o no de catecolaminas en medio TSB
con una temperatura de crecimiento de 37°C: (C) en control, (E) epinefrina, (NE) norepinefrina.
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Los patrones de proteinas totales de la cepa de referencia crecida en LB a 37 °C se presentd
reconocimiento de bandas de 90 kDa aprox., con suero de borrego con epididimitis en
muestras en presencia de hormonas (Figura 21b). Se percibi6é una banda de alrededor de 45
kDa que interacciono con fibrindgeno sugiriendo posibles adhesinas (Figura 21c). A su vez,
en las interacciones con lactoferrina bovina no se observaron diferencias asociadas a las

bandas en los geles de poliacrilamida (Figura 21d).
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Figura 21. a) Patron de proteinas totales de la cepa ATCC, Westerns blot y Far W b) suero de
borrego c) fibrindgeno y d) lactoferrina bovina en presencia o no de catecolaminas en medio LB
con una temperatura de crecimiento de 37°C: (C) en control, (E) epinefrina y (NE) norepinefrina.
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En el caso de las muestras de proteinas totales de la cepa de referencia crecida en medio LB
se observaron variaciones en la intensidad de reconocimiento de bandas de 200 y 70 kDa en
muestras crecidas en presencia de NE que se incubaron con el suero de borrego con
epididimitis. En las pruebas de far WB con fibrindgeno o lactoferrina de borrego no se

observaron diferencias (Figura 22).
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Figura 22. a) Patron de proteinas secretadas de la cepa ATCC, Westerns blot b) suero de borrego c)
fibrindgeno y d) lactoferrina bovina en presencia o no de catecolaminas en medio LB con una
temperatura de crecimiento de 37°: (C) en control, (E) epinefrinay (NE) norepinefrina.
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Con respecto a las muestras de proteinas de la cepa de referencia crecida a 35 °C se observo
una intensidad mayor en el reconocimiento de bandas de aprox. 90, 30 y 12 kDa en las
muestras de bacterias crecidas en presencia de hormonas ( Figura 23b). Estas diferencias no
se observaron cuando se utilizé fibrindgeno o lactoferrina de borrego (Figura 23c y d).
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Figura 23. a) Patron de proteinas totales de la cepa ATCC, Westerns blot b) suero de borrego ¢)
fibrindgeno y d) lactoferrina bovina en presencia o no de catecolaminas en medio LB con una
temperatura de crecimiento de 35°: (C) en control, (E) epinefrinay (NE) norepinefrina.
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De las proteinas secretadas de la misma cepa a 35° C se observo poca diferencia en los
patrones de reconocimiento (Figura 24b). Tampoco se observaron cambios en las muestras

incubadas con fibrindgeno o transferrina de borrego (Figura 24c y d).

vy kDaC E NE PkDaC E NE ©9kDa C E NE 9kbDa C E NE

I 250 250 250
150 SOREL 150
100 100 (R -
75 75

75

50 50

v vt 1) ol T BB S Vs

&
=
.
i
%
H

37 37

15
. " - “ 'ﬁ'; 108 10
Figura 24. a) Patrdn de proteinas secretadas de la cepa ATCC, Westerns blot b) suero de borrego c)

fibrinégeno y d) lactoferrina bovina en presencia o no de catecolaminas en medio LB con una
temperatura de crecimiento de 35°: (C) en control, (E) epinefrina'y (NE) norepinefrina.
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8.5. Formacion de biopelicula
La cantidad de biopelicula formada fue muy similar entre las bacterias crecidas en presencia
0 no de E, sin embargo la cantidad de biopelicula formada por la cepa A4 fue ligeramente
mayor con una diferencia significativa (Figura 25a). Por otro lado la adicion de NE afecto la

formacion en mayor cantidad a la cepa de referencia pero afecté en menor medida a las cepas

de campo (Figura 25b).

a) Formacion de Biopelicula de 4. seminis con b) Formacion de Biopelicula de 4. seminis con
Epinefrina Norepinefrina
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Figura 25. Formacion de biopelicula de las cepas de A. seminis en presencia o no de
catecolaminas a 37 ° C en medio TSB: a) con E, b) con NE.
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El efecto de las hormonas en biopeliculas ya formadas fue muy evidente. Cuando éstas se
incubaron con E todas presentaron una disminucion en su cantidad, siendo mas evidente en
la cepa de referencia (Figura 26a) con una disminucion de alrededor del 50%, mientras que
en las cepas de campo disminuyo alrededor del 40%. En el caso de la NE la dispersion fue

totalmente en la cepa de referencia mientras que disminuyo en aprox. un 35% en las cepas

de campo (Figura 26b).

a) Dispersion de Biopelicula de A. seminis con h) Dispersion de Biopelicula de A. seminis con
Epinefrina Norepinefrina
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Figura 26. Cuantificacion de la biopelicula formada de las cepas de A. seminis en presencia o no de
catecolaminas en medio TSB a 37 ° C: a) con E, b) con NE.
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9. DISCUSION
El Ganado ovino aporta el 40% de la produccion agricola mundial, siendo China quien cuenta
con la mayor cantidad de este recurso, a su vez que Australia y Nueva Zelanda son los
principales exportadores de carne y ganado en pie. México aporta el 0.57% de la produccion
mundial y este recurso pecuario ocupa el 4° lugar en valor de produccion, el estado de México
e Hidalgo son quienes cuenta con el mayor porcentaje del inventario ovino y si bien la
exportacion de carne es nula, paises como Ecuador, Panama, Guatemala y Belice importan
ganado Mexicano con fines reproductivos (Hérnandez-Marin 2017).
Actinobacillus seminis es una bacteria Gram negativa que se ha encontrado en la flora vaginal
y en cavidades prepuciales, este microorganismo se considera un patdégeno oportunista, es
conocido debido a su relacién con la epididimitis y la orquitis y aunque éste no es el principal
organismo causal si es una de las bacterias mas frecuentes en este tipo de padecimientos. La
epididimitis ha sido considerada como una causa importante de infertilidad en los carneros
durante muchos afios, siendo A. seminis causante de disminuir la tasa de fertilidad y generar
la pérdida del 10% (Cebra y Cebra, 2012; dos Santos et al. 2014).
Por otro lado A. seminis tiene diversos efectos negativos en ovinos, por ejemplo pérdida de
peso, contaminacién causada por productos bacterianos o células inflamatorias,
permeabilidad de los conductos genitales, la baja calidad del semen debido a los defectos que
este presenta tales como anormalidades en cabeza y cola, cambios cromosomicos y gotitas
citoplasmaticas. A su vez diversos estudios sefialan que también genera dafios a las hembras
como placentitis necrética o abortos (Burgess, 1982).
Actinobacillus seminis a pesar de ser reconocido por su papel en la epidimitis es un
microorganismo poco estudiado, la deteccidn de esta bacteria en los rebafios es complicada
debido a que los examenes patoldgicos no son plenamente confiables ya que sus
sintomatologia es similar a la de Brucella ovis. Otra forma para identificar a A. seminis es
mediante pruebas serologias aunque la prueba mas habitual es el ensayo de fijacion del
complemento sin embargo se sugiere que tiene limitaciones, como procedimiento de
diagnostico, ya que los animales pueden dar falsos negativos (Burgess, 1982; Baynes y
Simmons, 1960).
Las catecolaminas son hormonas de mucha importancia ya que estan involucradas en

diversas reacciones biologicas como la respuesta de “lucha o huida”, sin embargo el

34|Pagina



exceso 0 el contacto por un periodo prolongado con estas sustancias puede tener
repercusiones al generar deficiencias en el sistema inmune. La adicién de E o NE a los
medios de cultivo TSB o LB en donde crecia A. seminis no indujo diferencias en la densidad
poblacional, siendo esto contrastante con lo reportado con Belay y Sonnenfeld en el 2002; o
lo de Basal y colaboradores en el 2007 quienes demostraron que estas hormonas favorecian
el crecimiento de bacterias como P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, S. aureus o E. coli.
El efecto de estas catecolaminas es muy variado siendo capaz de aumentar, disminuir o tener
un nulo impacto en el crecimiento, un ejemplo de esto es el estudio realizado por Jentsch y
colaboradores en el 2013 donde probaron el efecto de estas mismas hormonas en
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella
forsythia y Eikenella corrodens, encontrando efectos variados; en F. nucleatum el
crecimiento se vio favorecido mientras que en P. intermedia y E. corrodens tuvo el efecto
contrario, en el caso de P. gingivalis las hormonas no tuvieron un efecto significativo. A su
vez, diversos trabajos sefialan que el efecto de estas hormonas en el crecimiento bacteriano
puede variar de acuerdo al método empleado asi como la concentracion empleada.

En el presente estudio se muestran los resultados preliminares en la expresion de proteinas
de A. seminis en presencia o no de las hormonas (E o NE) crecidas en dos medios diferentes
(TSB y LB) a dos temperaturas diferentes (35° y 37° C). Se observé que en el medio LB a
35 ° C fue donde se presentaron mas cambios. Sharaff en el 2012 observo diferencias en los
patrones de proteinas de P. aeruginosa en presencia de E y NE, encontrando 16 proteinas
que se expresaban en presencia de NE.

En los Zimogramas realizados se present6 actividad proteolitica en diferentes cepas; en el
zimograma con gelatina porcina con muestras crecidas en medio TSB, la actividad
proteolitica solo se observé en la muestra control de la cepa A8, mientras que en las muestras
obtenidas de LB se observd una banda de alto peso molecular en la muestra control de la
cepa A4, con ambos sustratos, sin embargo estos resultados no son concluyentes.

Para la deteccion inmune se utilizd el suero de borregos con epididimitis, con el fin de
determinar si las proteinas inducidas por la presencia de hormonas en los medios de cultivo
eran inmunogeénicas, es decir, se expresaban in vivo. Una de las proteinas reconocidas podria
tratarse de la proteina EF-Tu; a su vez, se uso fibronectina la cual es una proteina que se

encuentra en la matriz extracelular asociada a adhesion celular y lactoferrina que es una
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glicoproteina asociada al transporte de hierro (Rodriguez-Franco et al., 2005; Lucena et al.,
2007). En estas pruebas hubo diferencias reconocidas por el suero de borrego en casi todas
las condiciones. La funcién de EF-Tu es transportar los RNAt amionoacilados, sin embargo
se ha mencionado que pueden tener diversas funciones como la adhesion, en el caso de A.
seminis es reportada como una adhesina no fimbrial (Montes-Garcia, 2018, Harvey et al.
2019).

Es importante mencionar que se deben realizar mas ensayos para obtener patrones proteicos
mas definidos asi como bandas mas exactas que permitan identificar las proteinas que
presentan actividad proteolitica o reconocimiento por algun anticuerpo, aun asi es posible
observar que las hormonas tienen efecto en estos rubros.

Los efectos de las catecolaminas probadas en la formacion de biopeliculas fueron diversos,
en los cuales se observd que la presencia de la NE al inicio favorecio la formacién de
biopelicula en la cepa de referencia; por su parte, también podrian generar una posible
dispersion. Con respecto a este efecto, la E fue quien indujo una mayor disminucion de
biopelicula con 50% en la cepa ATCC y 40% en las cepas de campo, un efecto parecido a lo
reportado por Pillai y colaboradores en el 2018. En biopelicula formadas por Mannheimia
haemolytica, se demostrando que las hormonas disminuyeron la produccién de la biopelicula
con respecto al control, siendo la E quien tuvo un mayor efecto. La dispersion en las
biopeliculas es un proceso importante debido a que este permite la diseminacion de células
bacterianas al medio con la finalidad de colonizar otras locaciones (Petrova y Sauer, 2016).

Boyanova en su articulo de revision sefiala que el efecto de las catecolaminas se ve afectado
tanto por los métodos de evaluacion empleados asi como por la concentracion probada, a su
vez, en bacterias como E. coli, P. aeuruginosa y Salmonella enterica se ha visto que en
presencia de hormonas, el crecimiento poblacional y la virulencia se ven favorecidas. Aunque
también los resultados observados son variables como lo observado aqui, siendo en algunos
caso que la virulencia se ve afectada de forma positiva o negativa (Figura 27). Resultados
similares fueron reportados por Roberts y colaboradores en 2002, mostrando que entre cepas
del mismo organismo pueden verse efectos distintos. En el trabajo realizado por Graziano y
colaboradores en el 2013 quienes probaron una concentracion de 100 uM de E y NE en P.

gingivalis, las catecolaminas no afectaron en el crecimiento, sin embargo, la expresion de
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genes relacionados a la adquisicion de hierro, estrés oxidativo y patogenicidad se vieron

estimulados con la presencia de catecolaminas.

Bacterias Crecimiento . .
. . Virulencia
Patogenas bacteriano
Aeromonas hydrophila + -
Bordetellabronchiseptica, B. + -
pertussis
Brachyspira pilosicoli - +
Campylobacter jejuni + +
Clostridium perfringens - +
Escherichia coli (commensal and - -
pathogenic)
Klebsiellaoxytoca, K. pneumoniae + -
Listeria monocytogenes + -
Porphyromonas gingivalis - 3
Pseudomonas aeruginosa + +
Salmonella enterica + +
Salmonella typhimurium - +
Streptococcus pneumoniae + +
Vibrio parahaemolyticus, V. + +
mimicus, V. vulnificus
Yersinia enterocolitica + -

Figura 27. Bacterias sensibles al estrés hormonal (Sarkodie et al., 2019).

Las bacterias son capaces de captar sefiales producidas por otras células bacterianas de
diferentes especies mediante el quorum sensing, sin embargo se ha mencionado que estos
microrganismos son capaces de percibir las sefiales producidas por el hospedero como
las catecolaminas E y NE, las cuales son reconocidas por el receptor QseC que se
encuentra en la membrana, este sensor en particular participa en la recepcion del Al-3,
que es una histidina quinasa y se ha encontrado en Shigella sp., Salmonella sp., E. coli,
Erwinia carotovora, Chromobacterium violaceium, Rubrivivax gelatinosus, Thiobacillus
denitrificans, Ralstonia eutropa y Pshychrobacter sp., y en miembros de familia
Pasterullaceae como Pasteurella y Actinobacillus (Weigel y Demuth, 2016), pero no en
A. seminis (Montes Garcia et al, 2020). Por lo que otras proteinas podrian también

funcionar como receptores de estas moléculas.
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En el trabajo realizado por Clarke y colaboradores 2006 se reporta que QseC es un
receptor bacteriano que activa genes asociados a virulencia y a su vez permite la
comunicacion interespecie. Freestone en el 2013 sefiala que en las bacterias que ocupan
una variedad de nichos es comun que entren en contacto con las catecolaminas. Estas
hormonas se encuentran ampliamente dispersas en los reinos animal y vegetal, y si bien
no se han encontrado sensores de histidina quinasa en animales, si se presentan en otros
eucariotas como levaduras, hongos, plantas y protozoos. Es por ello que es posible que
las bacterias como A. seminis sean capaces de identificar e interactuar con el estrés de su
hospedero mediante la deteccion de las hormonas y de igual forma mediante el sensor
QseC u otra proteina receptora que pueda iniciar la expresion de genes involucrados en

procesos como fijacion o dispersion de biopeliculas.
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10. CONCLUSIONES

No se observaron efectos significativos en el crecimiento de A. seminis.

Se puede observar que A. seminis responde a la presencia de hormonas en los patrones

de proteinas, zimogramas e inmunoreconocimientos.

La NE tuvo efecto en la formacion de biopeliculas de A. seminis.

La presencia de hormonas indujo una dispersién de la biopelicula ya formada.

Debido a los cambios observados en la expresion de proteinas y de biopeliculas de A.

seminis en presencia de hormonas, esta bacteria podria tener mecanismos de

comunicacion similares a los presentados por otros microorganismos.
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11. PERSPECTIVAS

@ Determinar patrones de proteinas mas reproducibles.

@ Identificar las proteinas que inducen la dispersion de la biopelicula de A. seminis.
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