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Resumen

Gallibacterium anatis es una bacteria patégena, perteneciente a la familia
Pasteurellaceae, causante de diversas lesiones en aves, por ejemplo:
septicemia, peritonitis, atrofia folicular, alteraciones en la formacion, tamano y
produccion de huevos, entre otras. G. anatis cuenta con diversos factores de
virulencia, destacando la produccion de toxinas, proteasas y la capacidad de
formar biopeliculas. La regulacion de los factores de virulencia se da mediante
un proceso de comunicacion celular denominado Quorum sensing o percepcion
del quorum, este proceso se lleva a cabo cuando se producen, secretan y
posteriormente se detectan moléculas sefalizadoras (autoinductores). En el
presente estudio se realizdé la caracterizacion parcial del sistema de dos
componentes QseC, sistema capaz de detectar al autoinductor 3, epinefrina (E)
y norepinefrina (N), usando la cepa 12656-12 de G. anatis y su mutante en el
gen gseC. Al evaluar el crecimiento de G. anatis se observo que la presencia
de E o N no muestra diferencias significativas en ambas cepas, en la cepa
mutante el crecimiento se ve favorecido al anadir N+FeCl;. Observando los
patrones de proteinas e Inmunoreconocimientos de las diferentes fracciones
evaluadas, el FeCls, E, N y sus respectivas combinaciones provocan cambios
en la expresion proteica de ambas cepas. Adicionando FeCl;, E, E+FeCl; se
favorece la actividad proteolitica de la cepa silvestre, en el caso de la mutante
la N es la que causa este efecto. En la cepa 12656-12 la formacién de
biopelicula es menor al agregar FeCl; o N+FeCl;, pero si se afiade N esta
produccion incrementa, mientras que, en la cepa mutante la E y su
combinacién con FeCl; favorecen la produccion de la biopelicula. Los cambios
provocados en G. anatis sugieren que QseC cumple una importante funcién en
la percepcion y respuesta de estimulos, participando en la regulacion de
proteasas y formacién de biopeliculas. Se sugiere que las catecolaminas

evaluadas podrian actuar como moléculas sefalizadoras y como sideréforos.




Introducciéon

Familia Pasteurellaceae

La familia Pasteurellaceae incluye 38 especies propiamente clasificadas en
adicién a otras 24 que aun no han sido clasificadas correctamente. Muchas
especies de la familia Pasteurellaceae son de gran importancia econdmica
debido al impacto comercial dado que se consideran como patégenos

potenciales, primarios o comensales (Christensen & Bisgaard, 2008).

Género Gallibacterium

Kjos-Hansen en 1950 aislé una bacteria de la cloaca de pollos sanos, por sus
similitudes al género Pasteurella fue inicialmente nombrada Pasteurella anatis.
A partir de una reclasificacion tomando en cuenta las secuencias 16s de ARNr
Bisgaard en 1982 nombro por primera vez a Gallibacterium como un nuevo
género en la familia (Singh, et al., 2016). En este género se agrupan las
especies bacterianas: G. anatis biovar hemolitico y anatis, G. melopsittaci, G.
salpingitidis, G. trehalosifermentans y las genomospecies 1, 2 y 3 (Martinez,
2013).

Gallibacterium anatis

Gallibacterium anatis puede ocasionar pérdidas econdémicas a la industria
avicola debido a que es causante de diversas afecciones en aves entre las que
encontramos: lesiones como atrofia folicular, ooforitis, septicemia, foliculos
deformes, peritonitis, enteritis, edema en el tracto respiratorio, salpingitis,
agrandamiento en los rifiones, ademas de alteracién en la formacién del
cascarén, tamafio y disminucién en la produccién de huevo (Osuna, et al.,
2017).




Factores de virulencia reportados en G. anatis

Se han reportado diversos factores de virulencia en G. anatis como: las
vesiculas de membrana externa, la capsula, los elementos conjugativos e
integrativos (ICEs), las pequefias colonias variantes (SCVs), las fimbrias (F17),
las metaloproteasas capaces de degradar IgG aviar, las toxinas RTX y GtxA
responsables de la actividad B-hemolitica y de la evasién de la respuesta
inmune respectivamente ademas de la capacidad de formar las biopeliculas
(Persson & Bojesen, 2015).

» Vesiculas de membrana externa (OMVs): virtualmente se presentan en
todas las bacterias Gram negativas, son estructuras complejas con gran
cantidad de funciones, en G. anatis se ha demostrado que la produccion
de OMVs in vitro se ve altamente influenciada por las condiciones de
crecimiento (Bager, et al, 2013). Las OMVs tienen diversas funciones en
las bacterias, se encargan de diseminar los productos bacterianos e
interactuar con el ambiente, en bacterias patégenas, las OMVs pueden
participar en la adherencia, en la adquisicion de nutrientes e inclusive
participar en la eliminacién de agentes que dafien a la bacteria (Kulp &
Kuehn, 2010).

» Pequefas colonias variantes (SCVs por sus siglas en inglés): Han sido
reportadas en varios géneros de bacterias, como su nombre lo indica las
SCVs se caracterizan por ser hasta diez veces mas pequefas, se cree
que las SCVs pueden ser causantes de infecciones persistentes, causar
la resistencia contra antibidticos e inclusive ser participes en el
transporte de electrones (Proctor, et al, 2006). En G. anatis se ha
reportado la presencia de SCVs principalmente en cultivos primarios
(Persson & Bojesen, 2015).

> Fimbrias: G. anatis F149" es capaz de expresar fimbrias, las cuales

contribuyen a la adhesién y pueden ser importantes para la colonizacion




del tracto respiratorio, los genes encargados de codificar fimbrias
también se pueden encontrar en el genoma de la cepa 12656-12 (Lucio,
et al, 2012). En la cepa 12656-12 de G. anatis se han caracterizado
fimbrias expuestas a la superficie compuestas de la proteina FIfA, estas

fimbrias son similares a las F17 (Bager, et al, 2013).

» Metaloproteasas capaces de degradar IgG aviar: G. anatis puede
secretar proteasas, una de ellas con un peso molecular aproximado de
100 kDa, la cual es capaz de degradar IgG de pollo después de ser
incubada por 24h (Garcia-Gdémez, et al, 2005).

» Toxinas: El biovar hemolitico de G. anatis produce la citotoxina GtxA,
perteneciente a la familia de toxinas RTX, la cual es responsable de la

actividad hemolitica y leucotoxica (Kristensen & Bojesen, 2011).

Biopeliculas

Las biopeliculas son comunidades de microorganismos que crecen agregados
y se rodean por una matriz extracelular compuesta por proteinas, ADN
extracelular y exopolisacaridos. La matriz extracelular otorga a los
microorganismos embebidos en ella la capacidad de evadir la respuesta
inmune del huésped, asi como inducir la respuesta inflamatoria crénica

(Ortega-Pena & Hernandez-Zamora, 2018).

La biopelicula ademas de proporcionar proteccion les permite a las bacterias
tener un "sistema circulatorio primitivo", es decir, posee un sistema de canales
que sirven como vinculo con el medio exterior para realizar intercambios de

nutrientes y eliminacién de metabolitos de desecho (Betancourth, et al, 2004).
El proceso de formacion de biopeliculas se puede dividir en 3 fases:

1. Adhesion: la bacteria utiliza Pili o flagelos y adhesinas para llegar a una
superficie adecuada, donde se llevara a cabo la adsorcién reversible y

posteriormente la adhesion irreversible. Los sustratos con superficies




asperas, hidrofébicas, con temperatura adecuada y concentraciones de
nutrientes necesarios para la bacteria facilitan la adhesion (Nazar, 2007).

2. Crecimiento: después de la adhesioén se lleva a cabo la multiplicacion
celular, extendiéndose alrededor del sitio de union, se comienza a
formar una microcolonia, cuando las células superan el umbral de
concentracion, las bacterias comienzan a secretar un exopolisacarido
que constituira la matriz de la biopelicula y formara estructuras parecidas
a setas donde se pueden apreciar canales. La composiciéon del
exopolisacarido es variable entre los microorganismos, por ejemplo,
alginato (Pseudomonas aeruginosa), celulosa (Salmonella typhimurium),
poly-N-acetilglucosamina (Staphylococcus aureus) y exopolisacaridos
ricos en glucosa y galactosa (Vibrio cholerae). Ademas, la composicion
del exopolisacarido se ve influenciada por las condiciones ambientales
en las que se encuentre la bacteria (Lasa, et al, 2005).

3. Separacion o dispersion: Esta estrategia permite a la bacteria escapar y
colonizar nuevos nichos cuando los nutrientes, entre otros recursos
esenciales, se vuelven limitados o cuando los productos de desecho se
acumulan. Existen diferentes mecanismos para que una biopelicula se
disperse, por mencionar algunos: detener la sintesis de los componentes
de la matriz, degradar la matriz e interrumpir las interacciones entre sus

componentes (Solano, et al, 2014).

Regulacion de la expresion génica

Las bacterias Gram negativas se comunican a través de las moléculas
autoproducidas (autoinductores), las cuales son secretadas al ambiente y su
concentracion es dependiente de la densidad poblacional. A este proceso de

comunicacion se le conoce como Quorum sensing (QS) (Badia, 2011).

El QS regula diversos procesos fisioldgicos incluidos la transformacién
genética, la esporulacidn y la bioluminiscencia, entre otros, ademas de la
expresion de factores de virulencia tales como: los factores de adherencia, la

produccion de toxinas, los sistemas de secrecidon y la formacién de




biopeliculas. Este proceso se realiza mediante la produccion, la secrecién y
posteriormente la deteccion de moléculas autoinductoras las cuales se
difunden y entran con facilidad a las membranas celulares, las células que
reaccionan a estas sefiales poseen reguladores transcripcionales que modulan

la expresion genética (Plottinger, et al, 2017).

Moléculas autoinductoras

Existen 3 tipos de moléculas autoinductoras; en las bacterias Gram negativas
las homoserina lactonas (HSLs) son producidas por las Luxl sintetasas. En las
bacterias Gram positivas los oligopéptidos requieren para su sintesis la
expresion de genes codificantes de péptidos precursores, estos son
procesados, modificados y exportados mediante sistemas de flujo de tipo ABC.
Para la comunicacién entre bacterias Gram positivas y Gram negativas intra e
inter-especies tenemos al furanosil borato diéster mejor conocido como Al-2,

cuya sintesis requiere de la proteina LuxS (Barreto & Retamal, 2016).

Los criterios que deben cumplir estas moléculas son: a) acumularse en el
ambiente extracelular y ser reconocidas por moléculas receptoras en la
superficie celular, b) su produccién se debe llevar a cabo durante etapas
especificas de crecimiento o en respuesta a cambios en el ambiente, c) su
acumulacion por encima del umbral de concentracion debe provocar una
respuesta celular mas allda de los cambios fisiolégicos necesarios para

metabolizar o detoxificar la molécula (March & Eiros, 2013).

Clasificacion de los sistemas de quorum sensing

Usando las moléculas autoinductoras como base de los sistemas de QS se

pueden clasificar en:

e Sistemas de QS con un autoinductor: son sistemas sencillos y los
primeros en ser estudiados, cuyo modelo mas representativo es la
bioluminiscencia en Vibrio fischeri.

e Sistemas de QS con dos o mas autoinductores: son los mas frecuentes,

donde encontramos dos tipos de funcionamiento que son los sistemas




cooperativos, en los cuales la accion de distintas moléculas tiene una
accién positiva sobre los mismos y los sistemas competitivos donde las
moléculas autoinductoras tienen efectos antagénicos en el proceso que
es regulado, estos ultimos regulan las rutas alternas en el organismo
(Diaz & Sen, 2010).

Catecolaminas como moléculas senalizadoras

Las catecolaminas se derivan de la tirosina, generalmente se encuentran como
transmisores sinapticos tanto en vertebrados como en invertebrados. 3
catecolaminas también funcionan como hormonas en vertebrados: epinefrina
(E) conocida como adrenalina, norepinefrina (N) también llamada noradrenalina
y dopamina (Hill, et al, 2012).
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Fig. 1 Biosintesis de catecolaminas a partir de tirosina (Weil, 2013).




La epinefrina es sinterizada por las células cromafines de la medula suprarrenal
y constituye alrededor del 80% de las catecolaminas presentes, mientras que la
mayoria de la norepinefrina presente en 6rganos inervados por nervios
simpaticos se sintetiza in situ; ambas pueden ser producidas y almacenadas en
diferentes células en la medula suprarrenal y en tejidos cromafines (Weil,
2013).

En afos recientes se ha descubierto que algunas bacterias patdégenas son
capaces de detectar y responder a hormonas liberadas por el hospedero
incluyendo catecolaminas que son neurotransmisores y juegan un rol
importante en la respuesta al estrés, por ejemplo, la epinefrina y la

norepinefrina (Intarak, et al, 2014).

Sistemas de dos componentes (SDC)

Los sistemas de 2 componentes (SDC) se encuentran en las bacterias, las
arqueas, los hongos, los mohos mucilaginosos y las plantas. En estos sistemas
se involucran las histidinas quinasas, que pueden presentar proteinas

transportadoras de fosforo, y un regulador de respuesta (Binder, et al, 2018).

Histidina quinasa (HK)

Las HKs poseen 3 dominios que cumplen diferentes funciones.

El dominio sensor donde se encuentra un dominio N-terminal expuesto al
periplasma que detecta estimulos ambientales. EI dominio de dimerizacion
donde se fosforila un residuo de histidina conservando un grupo fosfato y el
dominio catalitico (dominio catalitico de unién a ATP) es un nucleo catalitico
citoplasmatico de quinasa fundamental para la actividad enzimatica (Galicia-
Jiménez, et al, 2017).




Proteina reguladora de respuesta (RR)

La proteina reguladora de respuesta posee 2 dominios:

El dominio receptor que contiene un residuo de aspartato conservado, que
recibira el grupo fosfato proveniente de la histidina quinasa y el dominio efector,
generalmente asociado a un factor transcripcional, que al activarse induce o

reprime la expresion genética (Alvarez & Georgellis, 2016).

cS -4'II!II.L--J‘HIE'L-'RR

DT DR DE

Fig. 2 Esquema tipico de una histidina quinasa, CS (quinasa sensora) DT.
(dominio transmisor) con un residuo de histidina (H), caja G importante para la
unién del ATP (G) y su proteina reguladora de respuesta (RR), DR (dominio
receptor) con un residuo de aspartato (D) y DE (dominio efector) con un sitio de
unién al ADN (HVH) (Barba-Ostria, 2014).

Mecanismo de accion de las HKs

La sefalizacion de los sistemas de dos componentes consiste en general de 4
pasos, inicialmente la histidina censora quinasa se autofosforila por medio del
residuo de histidina en el dominio transmisor, el grupo fosfato es transmitido a
un aspartato en el regulador de respuesta, después el regulador de respuesta

fosforilado interactua con genes o proteinas desencadenando la respuesta




celular, finalmente el regulador de respuesta es desfosforilado por medio de la

actividad autofosfatasa intrinseca o inducida por la HK (Casino, et al, 2009).

Importancia de los sistemas de dos componentes

Se ha reportado que los SDC participan en la virulencia de un gran numero de
bacterias, siendo afectados por sefales o condiciones ambientales como
pueden ser la concentraciéon de iones, pH, osmolalidad, disponibilidad de

oxigeno y sales biliares, entre muchos otros (Calva & Oropeza, 2006).

Se han identificado alrededor de 4000 SDC en 145 genomas bacterianos y se
descubrié que mientras mayor sea el genoma existe mayor numero de SDC.
Se sugiere que las bacterias cuyo metabolismo es mas versatil suelen
presentar mas SDC, probablemente por la adaptacién que tuvieron como
patdgenos, y bacterias simbidticas en nichos dentro de un huésped humano o
animal. La sefializacion en estos sistemas exige diferentes niveles de
complejidad, por ejemplo, cuando varios sistemas integran una misma red de
regulacion. En Salmonella y Staphylococcus la participaciéon de los SDC ha
sido eficazmente caracterizada, se sabe que existe una sofisticada interaccién
de SDC y otros mecanismos adicionales para el control de la expresion de los
factores de virulencia en las diferentes etapas de infeccion (Beier & Gross,
2006).

En el cuadro 1 se pueden observar algunos ejemplos de SDC, los estimulos

que reciben y las funciones en las que participan.

10



Mar¥/NarlL Respiracion de nitritos y nitratos Nitrato, nitrito
CheA/CheY Quimiotaxis Quimioatrayentes, serinay aspartato

LovK/LovR Fijacién de las células bacterianas Luz azul

NErB/NtrC Utilizacién de nitrogeno 2-cetoglutarato, glutamina

| WADMKGpE  Sumktrodepobs Pk
VanS/VanR Antibidticos Vancomicina

CEMZOmR  Osmdaided oz
KinB/Spo0F Esporulacion ATP como sefial secundaria

e s
LuxQ/LuxO Quorum sensing Autoinductor 2

Cuadro 1. Sistemas de dos componentes, sus respectivas las funciones y las

moléculas sefializadoras (Krell, et al, 2010).

QseC

En mamiferos, la E y la N, son reconocidas por receptores adrenérgicos, los
cuales son parte de la familia de receptores acoplados a proteina G. En
bacterias existen analogos usualmente anclados a la membrana pertenecientes

a la familia de las histidinas quinasas (Moreira & Sperandio, 2016).

QseBC es un sistema de 2 componentes que se basa en QS, es decir, censa
sefales del Al-3 e incluso es capaz de captar hormonas como epinefrina y
norepinefrina. QseC es wuna proteina transmembranal crucial para la
sefnalizacion entre diferentes reinos que fosforila a su regulador de respuesta
QseB, el cual, se encarga de controlar la expresion de genes asociados a

virulencia (He, et al, 2018).

En Escherichia coli enterohemorragica la sefializacion inicia cuando se percibe
un estimulo, ya sea E, N o el autoinductor 3, por medio de QseC provocando
su autofosforilacion y la comunicacion con su regulador de respuesta QseB,
aunque también puede fosforilar QseF (que es el RR de QseE y participa en la
polimerizacién de la actina y formacién de lesiones de union y rasurado), KdpE
(importante en la regulacion de potasio y osmolaridad) y stx2A (encargada de
regular la toxina Shiga) (Hughes, et al, 2009).
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Al-3

s0; PO} Epinefrina
Norepinefrina

Epinefrina

QseE e RIS

i)
i

| Regulacion de
| Flagelos

Figura 3. Cascada de sefalizacion en E. coli enterohemorragica iniciada por la
percepcion de estimulos en histidina quinasas (QseE y QseC), las flechas
indican las interacciones que pueden ocurrir, destacando los reguladores de

respuesta (QseF y QseB respectivamente) (Hughes, et al, 2009).

Importancia del hierro en las bacterias

El hierro es el 4° elemento mas abundante en la tierra y es necesario para la
mayoria de los organismos, siendo el hierro ferroso Fe*? y el hierro férrico Fe*3
los estados en los que este se presenta; el hierro férrico es el predominante en
ambientes oxigenados, mientras que el hierro ferroso es el dominante en

ambientes carentes de oxigeno (Zughaier & Cornelis, 2018).

A pesar de ser un elemento abundante, su disponibilidad es escaza, la
presencia de moléculas como transferrina y lactoferrina, que poseen una alta
afinidad al hierro, mantienen regulada la disponibilidad de hierro libre en el
organismo, se ha reportado que estas moléculas pueden disminuir el
crecimiento bacteriano (Bullen, et al, 1978). La presencia de ferritina no es

exclusiva de animales, tanto plantas, hongos y bacterias sintetizan sus propias
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ferritinas que difieren en cuanto a su estructura quimica, pero cumplen
funciones similares. Ademas, las bacterias sintetizan compuestos altamente
afines al hierro, estos compuestos son conocidos como sideréforos y se
encargan de tomar el hierro de proteinas como la transferrina y la ferritina
(Ratledge & Dover, 2000).

El hierro es un nutriente esencial para la proliferacion y metabolismo de casi
todos los microorganismos ademas puede actuar como cofactor de diversos
procesos metabdlicos y enzimaticos. La capacidad de un microorganismo para
captar hierro es indispensable para sobrevivir y provocar enfermedades, por
ejemplo, Listeria monocytogenes en presencia de altas concentraciones de

hierro aumenta la predisposicion a ser infecciosa (Carroll & Hobden, 2016).
Antecedentes

1. En 2013 Martinez evalu6 el efecto de adicionar sobrenadantes libres de
células, E, N y medio DMEM condicionado (en contacto con células
MCF7 durante 24h) en la formacion de biopelicula, crecimiento y
expresion proteica de G. anatis cepas F149" (no hemolitica) y 12656/12
(hemolitica). Encontrando una disminuciéon en crecimiento y formacién
de biopelicula cuando se afaden los distintos sobrenadantes y el medio
condicionado en ambas cepas, por otra parte, la adicion de E o N
incrementa el crecimiento solo en la cepa 12656/12; la formacion de
biopelicula se vio favorecida en las 2 cepas en presencia de ambas
hormonas. De igual manera, la presencia de hormonas afecta la
expresion proteica. Ademas, determino la presencia del gen luxS en
ambas cepas, responsable de producir un Al y probablemente implicado
en la regulacién del crecimiento, expresion de factores de virulencia y

formacion de biopelicula.

2. Lépez-Ochoa y col. en 2019, generaron un vector de integracion para G.
anatis a partir de los plasmidos pOV de Pasteurella multocida vy
pBluescript Il KS(-). Este vector permite la generacion de mutantes en
genes especificos de G. anatis, interrumpidos por un cartucho de

resistencia a estreptomicina, proveniente del plasmido pOV, a través de
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una recombinacion homologa. Mediante la amplificacion por PCR
inverso, se amplificaron los genes gseC y /luxS clonados en el plasmido
pBluescript Il KS(-). Los genes gseC y luxS fueron interrumpidos ligando
el cartucho de resistencia a estreptomicina; esta construccion fue

utilizada para genera asi mutantes por recombinacion homologa.

Estudios previos han demostrado que la presencia de epinefrina y norepinefrina

pueden ser un factor importante en la regulacion de los factores de virulencia y

de crecimiento. Se han realizado diversos estudios relacionados con QseC,

teniendo como modelo Escherichia coli.

3.

4.

Rooks y colaboradores en 2017 obtuvieron una mutacion en QseC de
E. coli (LF82) observando una disminucion en la expresion de genes en
el reguldn flagelar (lhDC) asi como genes implicados en el ensamblaje y
motilidad (fliA, fliC y motB) causando una reduccion o una completa
perdida de los flagelos en AgseC. También evaluaron el efecto de la N en
la expresion flagelar dando como resultado que al agregar N se
incrementa la produccion de flagelos en la cepa silvestre, pero no en la
mutante. Por ultimo, se demostré que gseC interviene en la expresion
del sensor gseE (una via alterna para la captacion de N) que se ve

reducida en la mutante AgseC aun en presencia de N.

Weigel y col. en 2015 utilizaron como modelo de estudio Aggregatibacter
actinomycetemcomitans para evaluar el efecto de catecolaminas (E o N
[50uM]), hierro (FeCls o FeCl2 [100uM]) y sus combinaciones en la
inducciéon de ygiW-qseBC (estos genes se expresan de manera
conjunta). La bacteria fue crecida en medio quimicamente definido
(CDM). La adicion de hormonas con hierro aumento casi 5 veces la
actividad de /acZ (B-galactosidasa) en comparacién al control. Ademas,
reportaron que QseC estimula la expresion de genes involucrados en el
metabolismo anaerobio permitiendo que el organismo pueda crecer en
ambientes anaerobios del hospedero e inclusive QseBC facilita la

adquisicion de hierro a partir de la lactoferrina.
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La caracterizacion de la cepa de G. anatis mutante en el gen gseC no ha sido

realizada

Justificacion

En la actualidad la resistencia que presentan las bacterias a antimicrobianos es
uno de los principales problemas en cuestiones de salud, por lo cual, diversas
investigaciones se han centrado en conocer los mecanismos y causas que

hacen posible esta resistencia (Serra, 2017).

Uno de estos mecanismos es la regulacion de los factores de resistencia a
antimicrobianos mediante SDC. Por ejemplo, la resistencia a vancomicina en
Enterococcus faecium (VanS/VanR), E. coli (VanSa/VanRa) y S. aureus
(VraR/VraS). La resistencia a penicilina y cefotaxima en Streptococcus
pneumoniae es mediada por CiaH/CiaR. En S. typhimurium el sistema
PhoQ/PhoP interviene en la resistencia a polimixina B (Matsushita & Janda,
2002).

En afos recientes la inhibiciéon del quorum (Quorum quenching) ha sido motivo
de controversia como una de las posibles alternativas a usar en el futuro, los
inhibidores de QS usados tratan de atenuar la virulencia bacteriana mediante
diversos blancos de accién, HSLs en células Gram negativas y diversos
péptidos autoinductores en Gram positivas (Cardenas, et al, 2018), en ambos
casos, el uso de estos inhibidores genera discusion, por lo cual, la investigacion

debe ampliarse para ser considerados como métodos efectivos y seguros.

La especificidad de los SDC es uno de los factores mas atractivos para lograr
la inhibicion del QS, el presente estudio podria permitir el conocer la regulacién
de diversos factores de virulencia asociados a QseC en G. anatis y la inhibicion
de QseC podria permitirnos entender su participacion en la patogénesis de G.

anatis.
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Objetivos

Objetivo general

e Determinar los efectos de catecolaminas y FeCl; en G. anatis 12656-12
y 12656-12 QqgseC

Objetivos particulares

e Evaluar el crecimiento de G. anatis 12656-12 y 12656-12 QqgseC en
presencia de E o N y sus combinaciones con FeCl;

e Obtener patrones de proteinas de G. anatis 12656-12 y 12656-12
QqseC en presencia de E o N y sus combinaciones con FeCl;

e Observar la actividad proteolitica de G. anatis 12656-12 y 12656-12
QqseC en presencia de E o N y sus combinaciones con FeCl;

e Obtener pruebas inmunogénicas de los patrones de proteinas de G.
anatis 12656-12 y 12656-12 QgseC en presencia de E o N y sus
combinaciones con FeCl;

e Determinar la formacion de biopelicula de G. anatis 12656-12 y 12656-

12 QqgseC en presencia de E o N y sus combinaciones con FeCl;
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Materiales y métodos

Cepas

En el presente estudio se utilizaron las cepas del biovar hemolitico (12656-12)
y su mutante en el gen gseC (12656-12 QqgseC), para su conservacion se
utilizaron placas de agar infusion cerebro corazon (BHI) adicionado con sangre

de borrego al 5%.

Tratamientos

Control (Sin adiciones)
FeCls
Epinefrina (E)

Las concentraciones utilizadas fueron:
Ey N (50 uM)

Epinefrina + FeCl;
FeCl; (100 uM)

Norepinefrina (N)

2B o

Norepinefrina + FeCl;

Efecto de catecolaminas y sus combinaciones con FeCls en el crecimiento
de G. anatis

Para evaluar los efectos en el crecimiento de G. anatis en presencia de
catecolaminas y FeCl; ambas cepas se crecieron en tubos con 3mL de caldo
soya tripticaseina (TSB) en agitacién a 180 rpm durante 24h a 37°C. Este
precultivo se uso para inocular tubos con 3mL de caldo TSB al 1%; al alcanzar
la densidad optica de 0.1 se afadian FeCl;, E, N y sus combinaciones para
volverlas a incubar, cada hora se realizaron lecturas de densidad O6ptica a
600nm.
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Obtencion de proteinas de membrana externa (OMP’s) y extractos totales
(ET)

Para la obtencion de las muestras se realizé un precultivo de ambas cepas
crecidas en caldo TSB por 24h a 37°C, posteriormente con este precultivo se
inocularon al 1% matraces con 100mL de caldo TSB, cuando estos alcanzaban
una densidad 6ptica de 0.1 se les afnadié FeCls, E, N y sus combinaciones para

después incubarlos en agitacion durante 24h a 37°C.

Los cultivos celulares fueron centrifugados a 10500 rpm durante 25 min, la
pastilla celular se resuspendi6 en HEPES-lisozima 10mM pH 7.4 y se dejo
incubar 1h a 37°C, luego de ser incubadas las células se rompieron por
sonicacién durante 4 min en ciclos de 15 seg y 10 seg de descanso, a
continuacion, las células se centrifugaban por 3 min a 13000 rpm. Las células
no lisadas se desechaban y 100 pyL del sobrenadante se guardaban (fraccion
de extractos totales), el resto del sobrenadante se centrifugo 30 min a 13000

rpm.

La pastilla fue resuspendida en HEPES 10mM pH 7.4 y HEPES 10 mM pH 7.4
con 2% de tritbn X-100 y se dejaron en incubacion por 1h, después se
centrifugo 30 min y se separaron las fracciones en proteinas solubles en tritdn
(sobrenadante) y OMP's (pastilla), estas ultimas se resuspendieron en PBS.

Las muestras se conservaron en refrigeracion.

Obtencion de proteinas secretadas (PS)

El sobrenadante libre de células fue precipitado con sulfato de amonio al 60%
de saturacién toda la noche en refrigeracion, las proteinas precipitadas se
recuperaron por centrifugacion a 10500rpm por 25 min, la pastilla se

resuspendio en PBS y las muestras se mantuvieron en refrigeracion.
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Electroforesis (SDS-PAGE)

Para observar los efectos de las catecolaminas y FeCl; en la expresion proteica
de G. anatis de las fracciones antes mencionadas, a las que se les anadi6
Buffer de muestra 6X y [p-mercaptoretanol al 5%, fueron separadas
electroforéticamente en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) al 10% a 90V durante 100 min. Los geles se tifieron en una
solucion de azul de coomassie 0.1%, metanol 40% y acido acético 10% y se

destifieron en acido acético al 10%.

Inmunoreconocimiento (Western Blotting)

Con el fin de determinar si los cambios en los patrones de proteinas también
representaban cambios en patrones de inmunoreconocimiento, se hicieron
separaciones electroforéticas de las muestras en geles de poliacrilamida al 10
% para después transferirlos a una membrana de nitrocelulosa (300 mA
durante 70 min). La membrana se bloque6 con caseina (1%) y PBS-TWEEN
(0.5%) por 1h en agitacion a 37°C, se le dieron 3 lavados (10 min cada uno)
con PBS-TWEEN (0.5%), al terminar los lavados se colocaron en agitacion
durante 4h con un anticuerpo primario (suero de aves infectadas con G. anatis
1:500), se volvieron a realizar 3 lavados y se le afiadio anticuerpo secundario
(IgG de cabra anti-pollo marcado con peroxidasa) dejandolo en refrigeracion 1
noche. Se le dieron 3 lavados mas con PBS-TWEEN (0.5%) y se puso a
interaccionar con una solucion de acido fosférico 10 mM pH 7.4 que contenia
Diaminobenzidina, cloruro de niquel, cloruro de cobalto y 30 uL de peréxido de

hidrégeno.

Actividad proteolitica

A las muestras de OMP's y ET se les afadio buffer de muestra 6X y fueron

separadas electroforéticamente en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al
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10% co-polimerizado con gelatina porcina al 0.1%. Al terminar la separacion, el
gel se incubo con Tritdn X-100 al 2.5% por 1h y posteriormente en buffer de
activacion (Tris 20 mM, CaCl2 10mM. pH 7) durante 1 noche. El gel fue tefido
con azul de coomassie y el exceso de colorante fue eliminado por incubacién

con acido acético al 10%.

Formacioén de biopelicula

Se realizaron pre-cultivos de ambas cepa con las condiciones ya mencionadas,
con ellos se inocularon tubos con 3mL de medio TSB al 10% afiadiendo FeCls,
E, N y sus combinaciones, después se colocaron 200 yL de ambas cepas con
su respectivo tratamiento en placas de poliestireno de 96 pozos, se incubaron a
37°C por 24h. Posteriormente, el medio de cultivo fue eliminado tratando de no
retirar la biopelicula, a continuacion, la biopelicula se fij6 con metanol por 15
min, el metanol fue retirado y la biopelicula fue tefida con cristal violeta al 0.1%
por 15 min; el exceso de colorante fue eliminado con agua corriente. Después
de secar la placa, se afadié acido acético al 30% y el colorante previamente
captado por la biopelicula fue disuelto y recuperado para su cuantificacion por

espectrofotometria en un lector ELISA a 630nm. Previa dilucién 1:5
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Resultados

Efecto de catecolaminas y sus combinaciones con FeCls en el crecimiento
de G. anatis 12656-12 y 12656-12 QgseC

El crecimiento de ambas cepas no es afectado por la presencia de hormonas, como
se observa en la Fig. 4, pero, se puede observar que la cepa mutante tiene un

crecimiento menor a la cepa silvestre.

Cinetica de crecimiento adicionando hormonas
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12656-12QqseC —@—12656-12QqseC+ E —@—12656-12QqseC+ N

Fig. 4 La cinética de crecimiento de las cepas 12656-12 y 12656-12 QqseC de

G. anatis en presencia de E o N.

En la Fig. 5 podemos observar que ambas cepas tienen un crecimiento similar al
afadir FeCls, la cepa silvestre disminuye su crecimiento al combinar FeCls;+ E o N,
en la cepa mutante el crecimiento disminuye al adicionar E+FeCl;, pero se observa

un incremento al anadir N+FeCls.

En la Fig. 5 podemos observar que la densidad 6ptica (DO) de la cepa 12656-12 +
FeCl; es menor (aproximadamente un 18%) a la observada en el grupo control de la

misma cepa (Fig. 4) especialmente cuando se combina E o N + FeCl; donde la
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reduccion en el crecimiento es mayor al 20% en ambos casos. En cuanto a la cepa
mutante se puede observar algo similar, exceptuando la combinacién de N + FeCl;

donde el crecimiento es parecido al observado en la Fig. 4.

Cinetica de crecimiento adicionando FeCl; y hormonas
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Fig. 5 La cinética de crecimiento de las cepas 12656-12 y 12656-12 QqseC de

G. anatis en presencia de FeCl; combinado con E o N.

Patrones de proteinas, actividad proteolitica y patrones de
inmunoreconocimiento de G. anatis 12656-12 y 12656-12 QgseC
adicionando E, N, FeCls y sus combinaciones

En la fraccién de ET (Fig. 6 y cuadro 2) los cambios observados en el patrén de
proteinas (A) muestran una reduccion en la expresiéon proteica, resaltando que la
cepa mutante es la mas afectada cuando se agrega FeCl; solo o combinado. En el
gel de actividad proteolitica (B) se observan cambios en la cepa silvestre cuando se
agrega FeCls, E, E+FeCl; y N, al igual que en el grupo control, con respecto a la
cepa mutante los cambios se observan al afadir N. Por ultimo, la cepa silvestre

muestra cambios en el grupo control y en presencia de N+FeCl;, en la cepa
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mutante los cambios se observan tanto en el control como en presencia de E, E +
FeCls;, Ny N+FeCls.

A)  12656-12 12656-12 QgseC B)  12656-12 12656-12 QgseC

C) 12656-12 12656-12 QgseC

Fig. 6 Extractos totales. A) Patrén de proteinas B) Gel de actividad proteolitica C)
Inmunoreconocimiento. Las flechas rojas indican una disminucion o ausencia de

bandas, las flechas negras indican la aparicion o incremento de bandas.
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A)Patron de proteinas B) Gel de actividad proteolitica C) Patrén de inmunoreconacimiento
Peso molecular Cepa Condicién Efecto Peso molecular Cepa Condicién Efecto Peso molecular Cepa Condicién Efecto
E+FeCls o, FeCls Menor
176 kDa 12656-12 gseC N+EaCl Disminucion £ Favorece la C interaccion
et - 154 kDa 12656-12 Erpac] actividad 12656-12 ”
) " E—— a - ayor
74.6kDa 12656-12 N+FeCls | Disminucion £ proteolitica N+FeClh | ' "
FeCls N interaccion
61 kDa 12656-12 QgseC | E+FeCl; | Disminucidn 74 kDa 12656-12 QgseC N Disminucion 70 kDa C Menor
N+feCls c isminucia E interaccién
53 kDa 12656-12 (0gseC | FeCls Ausencia 12656-12 E+Fecl, | DiMinucion 12656-12 (1gseC | N+FeCls
12656-12 N+FeCl: | Disminucidn 40 kDa Favorece la N Mayor
49.6 kDa Fecls 12656-12 OgseC N actividad interaccién
’ i i Mayar
12656-12 QgseC | E+FeCly Ausencia proteolitica 28 kDa 12656-12 OgseC N ) y r
N+FeCly interaccién
A -+ ismi i6 N Mayaor
27.2kDa 12656-12 N+FeCl; | Disminucién 24 kDa 12656-12 OgseC ) Y r
E MN+FeCly interaccion
12656-12 Ausencia
25.2kDa N+FeCls E+FeCly Mayor
j 20 kDa 12656-12 QqseC N
12656-12 QgseC FeCls Ausencia g: interaccion
N+FeCly

Cuadro 2. Cambios observados en la fraccidon de extractos totales.

En la fraccion de proteinas solubles en triton (Fig. 7 cuadro 3) podemos observar en
el patron de proteinas que la mayoria de los cambios se da en la cepa mutante,
especialmente cuando se adiciona E y E+FeCl;. En el patrén de
inmunorreconocimiento la cepa 12656-12 presenta cambios en el grupo control y
cuando se afade E. Respecto a la cepa mutante la adicion de FeCls, E, E+FeCl; y
N, el ultimo carril correspondiente al tratamiento de N+FeCl; no se aprecia con

claridad por lo que no fue comparada con el resto.

A) 12656-12 12656-12 QqseC B) 12656-12 12656-12 0gseC
& FeCl, E  E+FeCl; N N+Fed; C Fedl, E  E+FeCl; N | N+FeCl

—

>
-
B3
) -—
-

Fig.7 Proteinas solubles en triton. A) Patrén de proteinas B) Inmunoreconocimiento
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A) Patron de proteinas B} Patron de inmunoreconocimiento
Peso molecular Cepa Condicién Efecto Peso molecular Cepa Condicién Efecto
Banda muy 12656-12 C Aumento
FeCl; , 70 kDa
175 kDa 12656-12 (2gseC . ligera 12656-12 QgseC E+FeCl; Aumento
aparece E Disminucion
L, 63 kD 12656-12 (AgseC
120 kDa 12656-12 E+FeCl; |Disminucidn @ 4 N Aumento
E+FeCl
Erfecl, | D2ndamuy 60kDa  |12656-12 OgseC P | Aumento
115 kDa 12656-12 (2gseC N ligera N
aparece 51 kDa 12656-12 QgseC N Aumento
82 kDa 12656-12 (2gseC| E+FeCl; |Disminucidn 46 kDa 12656-12 c Aumento
1265612 N+FeCl; |Disminucién ||— 2 kD3 12656-12 < Aumento
C
78.5 kDa E - isminucid
12656-12 (2gseC Disminucion 12656-12 E Disminucion
E+FeCl; 42 kDa
73 kDa 12656-12 (IgseC E Ausencia 12656-12 NgseC FeCls Disminucion
70 kDa 12656-12 (2gseC | E+FeCl; Ausencia £
12656-12 M+FeCl; Aumento Aparicion de
35 kDa 12656-12 QgseC c Banda 39 kDa 12656-12 NgseC |  FeCly una nueva
E aparece banda

Cuadro 3. Cambios observados en la fraccion de proteinas solubles en triton.

En la fraccion de OMP's (Fig. 8 cuadro 4) el patrén de proteinas (A) nos muestra

cambios unicamente en la cepa mutante, en el gel de actividad proteolitica (B)

podemos observar una reduccion en la actividad proteolitica en los grupos control,

FeCl;, E + FeCl; y N + FeCls;. En la prueba de inmunoreconocimiento (C) la cepa

silvestre muestra cambios en todos los tratamientos excepto en el control, en

cuanto a la cepa mutante se presentan 2 nuevas bandas de 110 y 39kDa, dichas

bandas no se aprecian en la cepa silvestre.
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A) 12656-12 12656-12 QqseC B) 12656-12 12656-12 QqseC

E E+FeCl; N N+FeCly C  FeCly E EsFeCly; N N+FeCly

C) 12656-12
» ,.%Q B w EWFeQ, N FEC, INCT JFEC TTET WI;W’" N#Fecl; £ *

150kD

» L" P L » P “100kC

g By g oot 75kD
p— R - oy *
W‘r‘b - "b', - p F » e
—
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— = 50kD

e S Sy el S .
25kD
20kD -
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Fig. 8 Proteinas de membrana externa (OMP’s). A) Patrén de proteinas B) Gel de

actividad proteolitica C) Inmunoreconocimiento

A)Patron de proteinas B) Gel de actividad proteclitica C) Patrén de inmunoreconocimiento
Peso molecular| Cepa Condicion Efecto Peso molecular| Cepa Condicidn Efecto Peso molecular| Cepa Condicidn Efecto
C C C
FeCl: FeClz FeClz Ligera
E Dismi . 54 kDa 12656-12 (2qseC E+Fec] Disminucidn 110 kDa 12656-12 (2gseC E+feCl int .
61.8 kDa 12656-12 DgseC isminucién eClz eClz interaccion
E+FeCl: N+FeClz N+FeClz
N No hay
12656-12 N R .
N+FeCls Aumento interaccion
103 kDa
FeCl: E No hay
58 kDa 12656-12 f1gseC Aumento 12656-12 (1gseC . .
N N interaccion
FeClz ;
Ligera
71kDa 12656-12 E . "
interaccion
E+FeCl:
Mayor
E+FeCls | ver.
interaccion
12656-12 -
M Ligera
N+FeCl: | interaccién
61 kDa
mayor
E+FeCls | X y
12656-12 gseC Interaceion
M Ligera
N+FeCl: | interaccién
Todas las Nueva
39 kDa 12656-12 (IgseC - . ~
condicicnes| interaccién

Cuadro 4. Cambios observados en la fraccion de OMP’s
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En la Fig. 9 y cuadro 5 podemos observar los cambios en la fraccién de proteinas
secretadas, el patron de proteinas nos muestra una disminucién en la expresion
proteica, resaltando ambos grupos control, en la cepa 12656-12 podemos ver una
aparicion de una banda de 96kDa la cual no se aprecia en el resto de las columnas,
de igual forma, se observa un incremento en una banda alrededor de los 35kDa
cuando se afade E+ FeCl;, en el caso de la cepa mutante el control presenta una

disminucion considerable en 3 bandas de 48, 39 y 21kDa.

Fig. 9 Patron de proteinas secretadas

Patron de proteinas
Peso molecular Cepa Condicion Efecto
96 kDa 12656-12 C Aumento
80 kDa 12656-12 C Disminucion
12656-12 MN+FeCl: |Disminucion
48 kDa c
12656-12 NgseC FeCls Disminucidn
E+FeCl:
39 kDa 12656-12 2gseC C Disminucion
35 kDa 12656-12 E+FeCls Aumento
E+FeCls L iy
21 kDa 12656-12 N Disminucion
126856-12 QqgseC C Disminucion

Cuadro 5. Cambios observados en la fraccion de proteinas secretadas
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Efecto de catecolaminas y FeCls en la formacion de biopelicula de G.
anatis

Como se puede observar en la Fig. 10, la formacion de biopelicula se ve afectada
en ambas cepas por los tratamientos aplicados, para comprobar diferencias
significativas se compararon los datos de los diferentes tratamientos con su

respectivo control usando la prueba Anova, obteniendo como resultado lo siguiente:

En la cepa 12656-12 los tratamientos de FeCl; y la combinacion N+FeCl; mostraron
tener un efecto adverso en la produccion de biopelicula disminuyendo su cantidad
con respecto al grupo control, mientras que la adicién de N favorece la produccién.
Al comparar unicamente los controles, la cepa 12656-12 produce mas biopelicula

que la cepa mutante.

En la cepa 12656-12 QqseC la produccion de biopelicula se ve favorecida cuando
se agrega E o E+FeCl;, en ambos casos la produccion de biopelicula fue

estadisticamente igual a la producida por la cepa 12656-12 sin adiciones.

Formacion de biopelicula

=
a3}

I
i

Absorbancia 630nm

© o o o =

o N H [e)] [o] = N
° I

> \> \> % \> 0
& Qe(’ b’\’ & b'\' & 0‘3 QQSJ &e & (je(’ &
N N ORI - Q)'Q/Q N S Ao
. J N y [ <
& Vs P S A & S
s ¥ N R VS V&
v & &
N Ny

Fig. 10. Efecto de catecolaminas y FeCl; en la formacién de biopelicula de G. anatis
(12656-12 y 12656-12 QqseC)
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Discusion

Como se menciond con anterioridad, el QS es reconocido como un mecanismo de
comunicacion entre comunidades bacterianas, estas comunidades modifican su
comportamiento conforme a su densidad poblacional y las condiciones ambientales
en el que se encuentran, este proceso se lleva a cabo cuando se detectan senales
quimicas tales como autoinductores, acidos grasos, cetonas, epinefrina,

norepinefrina o quinolonas (Munir, et al, 2020).

En el proceso de QS las bacterias coordinan la expresion de ciertos genes en
respuesta a los estimulos recibidos, detectando sefales por diversos mecanismos
que poseen, la deteccion de estas sefiales y la generacidén de una respuesta es una
pieza clave para la regulacién de factores de virulencia en bacterias patoégenas de

plantas, animales y humanos (Defoirdt, 2018).

Una de las vias de sefnalizacion mas abundantes en la naturaleza son los SDC,
compuestos por una HK y un RR, las HKs son capaces de detectar gran variedad
de estimulos incluidos pequefas moléculas, luz, turgencia, potencial redox vy
gradientes electroquimicos (Gao & Stock, 2009). La presencia de multiples SDC
para la deteccion de una o pocas sefiales otorga una ventaja adaptativa a diversos
ambientes debido a la especificidad que estos poseen, dichos sistemas por lo
general al percibir una sefal generan una respuesta cuyo resultado final es la
expresion genética diferencial (Teran-Melo, et al, 2019). Por ejemplo, algunas
bacterias patogenas, responden a estimulos especificos del hospedero muchas
veces por medio de SDC, en Bacillus subtilis la esporulacion se lleva a cabo
mediante la deteccion de sefales por medio de multiples HKs (Rosales-Hurtado, et
al, 2020).

El SDC motivo de este estudio es QseC, capaz de percibir y responder a estimulos
como el autoinductor 2, epinefrina o norepinefrina, diversos autores reportan que
este sistema tiene una participacion importante en la formacion de biopelicula y la

expresion de factores de virulencia.
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Como se observa en las fig. 4 y 5 la presencia de hormonas no afecta el
crecimiento de G. anatis de manera significativa, sin embargo, la adicion de FeCl; y
sus respectivas combinaciones provoca una reduccién del crecimiento, excluyendo

a la cepa mutante cuando se le agrega N+FeCls.

La adicion de hormonas tuvo resultados similares al estudio de Graziano y col. del
2014 donde evaluaron el efecto de E y N a [100pM] en el crecimiento de
Porphyromonas gingivalis usando medio SAPI y TBS, ambos se probaron con y sin
hemina y menadiona, los resultados no mostraron diferencias significativas en el
crecimiento. En este estudio se reportd que las catecolaminas promueven la
expresion de genes relacionados con la actividad hemolitica, el estrés oxidativo y la

adquisicién de hierro.

Existe una reduccion en el crecimiento, tal como se muestra en la Fig. 5, que puede
estar relacionado a la presencia de hierro, practicamente en todos los tratamientos
hubo una disminucion en la DO, sin embargo, en la cepa mutante la presencia de N
combinada con hierro causo un crecimiento similar al de los grupos control,
inclusive llegando a ser ligeramente mayor que estos, pero no de una manera

significativa.

En el estudio realizado por Li y col. en 2015 se usé como modelo de estudio
Actinobacillus pleuropneumoniae, miembro de la Fam. Pasteurellaceae, reportando
que la presencia de transferrina reduce el crecimiento de la bacteria cuando se usa
medio quimicamente definido (CDM), al agregar E, N o dopamina; este efecto
puede ser inhibido dado que las catecolaminas pueden regular la adquisicion de
hierro promoviendo asi el crecimiento de la bacteria, esto sin la intervencién de
QseC. En un estudio que realizaron previamente usando medio TSB no se
observaron diferencias significativas en el crecimiento, de igual forma se reporté
que QseC interviene en un gran numero de genes asociados a la infeccion vy

metabolismo de A. pleuropneumoniae.

En el presente estudio el uso de medio TSB pudo ser un factor importante en los

resultados obtenidos, de igual forma, no se obtuvo evidencia suficiente para
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garantizar que QseC interviene en el crecimiento de G. anatis. Jentsch, Marz &
Kriger en 2013 reportan que las condiciones de crecimiento pueden variar
dependiendo de la metodologia que se aplique, ellos realizaron un estudio
evaluando el crecimiento de Fusobacterium nucleatum, regulado por mecanismos
de QS, reportando un incremento en un medio solido adicionado con hormonas,
contrastando con los reportes previos en los que F. nucleatum no muestra un
crecimiento significativamente diferente cuando se utiliza un medio liquido (Roberts,
et al, 2002).

Otra alternativa que se ha tomado en cuenta es que los tratamientos aplicados no
influyen en el crecimiento de ambas cepas, mas bien los tratamientos podrian
causar cambios en la composicion de la membrana bacteriana. Resultados
preliminares sugieren que la presencia de hormonas influye en la composicion

lipidica de la membrana; estos resultados necesitan ser confirmados.

La gran mayoria de los cambios observados se presentd en la cepa mutante. La
presencia de hormonas y sus respectivas combinaciones parecen tener efectos en
la expresion de proteinas, por lo que se podria sugerir que QseC desempena una
funcién importante en la regulacion de proteinas, algunas de las cuales pueden ser
factores de virulencia, por ejemplo, los patrones de actividad proteolitica. Se sugiere
que QseC cumple funciones tanto de activador como de represor en la expresion
proteica dado que existieron diversas disminuciones e incluso hubo aumentos en la

intensidad de las bandas.

En la fraccién de extractos totales es importante recalcar la expresion de proteasas
de 154kDa y de 40kDa en la cepa silvestre, en todas las condiciones muestran
actividad, mientras que en la cepa mutante la adicion de N es la que permite
visualizar la presencia de una banda de 40kDa. En estas mismas muestras, se
observa un incremento en el inmunoreconocimiento en bandas con un peso
molecular entre los 28kDa y 20kDa en presencia de N y su combinacion con FeCls.
Seria interesante el conocer la identidad de estas proteinas y su posible

participacion en la patogénesis.
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La mayoria de los cambios observados en la fraccion de proteinas solubles en triton
(Fig. 7), de la cepa mutante, se dio cuando adicionamos E y su combinacion con
FeCl;. Estos cambios son evidentes en el inmunoreconocimiento. Seria interesante

el continuar con esta caracterizacion.

En el patrén de proteinas y el gel de actividad proteolitica de OMP's (Fig. 8)
podemos observar que la cepa mutante muestra una disminucion en la expresion

proteica y en la actividad proteolitica.

En el caso de las proteinas secretadas (Fig. 9) los cambios en la cepa silvestre son
disminuciones en la expresion de proteinas en el grupo control, E+FeCl;, N vy
N+FeCls.

Boyanova en 2017 menciona que las catecolaminas no solo pueden intervenir en el
crecimiento y la regulacion genética bacteriana, también pueden actuar como
sideroforos, mecanismos de captacion de hierro, importantes para la expresion de
factores de virulencia. Bearson (2016) menciona que en bacterias como S.
typhimurium en presencia de N, se induce la expresion de genes asociados a
flagelos, y se incrementa el crecimiento debido a que N actia como un sideroforo
capaz de retirar el hierro de la transferrina. Respecto a la adicién de E menciona
que esta es importante para la invasion de células eucariotas y resistencia a
antimicrobianos. En el presente estudio al adicionar N+FeCl; el crecimiento de la
cepa mutante es favorecido, por lo cual es posible que en G. anatis las hormonas

puedan llegar a actuar como sideréforos.

Curtis y col. en 2014 reportaron que la inhibicion de QseC usando un profarmaco
(LED209) en S. typhimurium, provoca una disminucion en la expresién de genes
importantes para la motilidad flagelar, invasion de células epiteliales y supervivencia
en macrofagos. Clarke y col. en 2006 evaluaron los efectos de la delecién de QseC
en la virulencia de E. coli enteropatogénica, capaz de causar lesiones en células
intestinales y diarrea, usando un modelo in vivo en conejos, los resultados muestran
que la mutante de QseC no provoca diarrea en los conejos, mientras que, los

conejos inoculados con la cepa silvestre tuvieron casos de diarrea, por lo que se

32



concluyé que la mutacion de QseC causa una atenuacion en los factores de
virulencia. En el caso de G. anatis, seria interesante evaluar la virulencia de esta

bacteria y compararla con la de su mutante QseC en modelos animales.

En cuanto a la formacion de biopelicula de G. anatis (Fig. 10) los tratamientos
aplicados que muestran diferencias significativas son FeCl; o N+FeCl; en el caso
de la cepa silvestre donde se ve una disminucion en la cantidad producida con
respecto al grupo control, contrario a lo que ocurre cuando se adiciona N, donde la
produccion incrementa; en la cepa mutante los tratamientos que tuvieron efecto son
E o E+FeCl; los cuales causaron un aumento en la produccién de biopelicula. Al
comparar los grupos control de ambas cepas es evidente que la cepa mutante
produce menor cantidad de biopelicula. En G. anatis observamos que la presencia
de hierro es importante para la expresion de factores de virulencia, la N puede
actuar como un sider6foro en la cepa silvestre; QseC podria regular la deteccion de

E, por ende, al encontrarse inhibido la produccion de biopelicula aumenta.

Estudios como el de He y colaboradores (2018) en Haemophilus parasuis reportan
que QseC es capaz de responder a catecolaminas, involucrandose en la respuesta
al estrés osmotico, oxidativo, respuesta al choque térmico, regular mecanismos de
captacion de hierro y formacion de biopeliculas, la mutante que usaron mostré una

produccion de biopelicula menor a la cepa silvestre, similar al presente estudio.

En 2010 Novak y col. estudiaron el sistema QseBC de A. actinomycetemcomitans
demostrando que este sistema es capaz de percibir y responder al autoinductor 2,
ademas, realizaron pruebas de formacién de biopelicula con una mutante en QseC
la cual produjo menor cantidad de biopelicula comparandola con su respectiva cepa

silvestre.

Diversos autores reportan que la presencia de hormonas (E o N) puede ocasionar
cambios en la produccion de biopelicula. En 2020 Cambronel y col. realizaron un
estudio en 3 diferentes cepas de Enterococcus faecaelis donde los resultados
mostraron que la presencia de E puede modificar el biovolumen, talla y densidad de

la biopelicula provocando un incremento comparado con el grupo control, al evaluar
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el uso de N se demostré que tiene un menor efecto que la E. En esta bacteria la
percepcion de estimulos se da mediante VicK, que tiene una similitud del 46% a
QseC.

En 2014 Yang y colaboradores estudiaron la funcion de QseC en la motilidad y
formacion de biopelicula de E. coli, la adicion de E o N muestra un incremento en la
formacion de biopelicula de la cepa silvestre, la cepa mutante no pudo estimular la
formacion de biopelicula. Lo mismo ocurrié en las pruebas de motilidad, la mutante

en QseC mostro una reduccion y la cepa silvestre un incremento.

Pillay, Cha & Mosier en 2018 evaluaron el efecto de E o N en la formacion de
biopelicula de Mannheimia haemolytica, los resultados obtenidos mostraron que las
hormonas después de 72h de incubacion in vitro existe un efecto dispersor,
especialmente al adicionar E, reduciendo un 59% la biomasa de la biopelicula; en el

caso de la N la reduccién fue menor 32.7%.

En el presente estudio se realizaron pruebas de dispersion de biopelicula, sin
embargo, los datos obtenidos tenian una desviacién estandar considerable por lo
que se decidié descartarlos, se debe tomar en cuenta que las disminuciones en la

cantidad de biopelicula pueden ser por un efecto dispersor de estas hormonas.
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Conclusiones

El crecimiento de G. anatis (12656-12 y 12656-12QqgseC) no muestra
diferencias significativas al anadir FeCl;, E, N y sus respectivas

combinaciones.

La presencia de hormonas, FeCl; y sus combinaciones provocan cambios en

la expresion proteica en las diferentes fracciones evaluadas.

La presencia de FeCls, E, E+FeCl; y N favorece la actividad proteolitica de la

cepa 12656-12 a los 154kDa en la fraccion de extractos totales.

En la fraccion de extractos totales podemos observar que la adicién de N en
la cepa mutante disminuye la actividad proteolitica a los 74kDa, pero se ve

favorecida a los 40kDa.

En las proteinas de membrana externa se aprecia actividad proteolitica en
ambas cepas a los 54kDa, la actividad proteolitica de la cepa mutante

disminuye en el grupo control y al adicionar FeCl; con o sin hormonas.

La presencia de FeCl; o N+FeCl; tiene efectos adversos en la produccion de

biopelicula en la cepa 12656-12.

La formacién de biopelicula en la cepa 12656-12 se incrementa al adicionar
N.

La adicion de E o E+FeCl; aumenta la produccion de biopelicula en la cepa
12656-12QqseC.

35



Perspectivas

Usar un medio minimo para evaluar el crecimiento de G. anatis (12656-12 y

su mutante en QseC).

Identificar posibles factores de virulencia por espectrometria de masas y

caracterizarlos

Considerar el uso de algun inhibidor de QseC como agente terapéutico.
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