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1. RESUMEN

Actinobacillus seminis es una bacteria Gram negativa que por sus caracteristicas pertenece a la
Familia Pasteurellaceae, misma que habita de manera natural en el prepucio de bovinos, ovinos y
caprinos. Esta bacteria es causante comun de epididimitis ovina, infertilidad y esterilidad de
carneros en todo el mundo, patologia que se establece cuando los organismos alcanzan la
madurez sexual y hay un incremento en las concentraciones hormonales, especialmente
testosterona. Se ha reportado que las hormonas esteroideas sexuales participan en la
comunicacion entre microorganismos y sus hospedadores, lo cual puede ser ventajoso para
microorganismos patégenos como Escherichia coli 'y Pseudomonas aeruginosa. El objetivo del
presente trabajo fue determinar el efecto que tiene la testosterona (a 1, 2, 3, 4 y 5 ng/ml) en el
crecimiento y expresion de probables factores de virulencia en 4. seminis cepa de referencia
ATCC. Gracias a esta investigacion se logro determinar que la adicidon de testosterona al medio
de cultivo favorece, hasta en un 100%, el crecimiento de A. seminis con respecto al control.
Aunado a ello, la presencia de dicha hormona favorece la expresion de cinco proteinas de 22, 27,
40, 50 y 65 KDa, las cuales podrian ser consideradas probables adhesinas, por su interaccion con
fibrin6geno. Asimismo, se favorecio la expresion de una proteina de 55 KDa que interactiia con
fibronectina. En conjunto, las seis proteinas le podrian permitir a 4. seminis interactuar con
células del hospedero, favoreciendo la colonizacion de su hospedero. De manera similar, la
presencia de testosterona favorece la expresion de dos proteinas (75 y 27 KDa) y la disminucion
de una de 15 KDa acorde a la concentracion de hormona presente. A. seminis expresa tres
proteinas tipo amiloides de 48, 37 y 30 KDa, y en presencia de testosterona, se modifica su
expresion. Esta hormona no interviene en la formacion de biopelicula, sin embargo, cuando la
biopelicula ya se encuentra formada, a una concentracion de 2ng/ml de testosterona, ésta
favorece el desarrollo de la biopelicula. El efecto de la testosterona en el crecimiento y expresion
de supuestos factores de virulencia de A. seminis podria ser importante en la patogenia de este
microorganismo.

Palabras clave: Actinobacillus seminis, epididimitis, testosterona, adhesinas, biopelicula, proteinas
amiloides.
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2. INTRODUCCION

2.1 Epididimitis

La epididimitis infecciosa en los carneros es considerada una enfermedad importante en regiones
ganaderas, generando grandes pérdidas economicas debido a los efectos negativos sobre la
fertilidad del rebafio, ya que es una enfermedad caracterizada principalmente por la inflamacion
del epididimo y la degeneracion de los testiculos en aquellos organismos que infecta (Gutiérrez
et al, 2015). Entre los agentes relacionados con esta enfermedad, ademas de Actinobacillus
seminis, se encuentran bacterias como Brucella ovis, Mannheimia haemolytica, Pasteurella
multocida e Histophilus somni, la mayoria de ellas pertenecientes a la Familia Pasteurellaceae
(Genetzky, 1995).

Esta patologia se establece cuando los borregos alcanzan la madurez sexual, pero al ser una
condiciéon irreversible, también se diagnostica en carneros adultos (Low et al, 1995). La
epididimitis es una enfermedad que afecta al conducto que estd adherido a la cara posterior
lateral del testiculo, este padecimiento causa inflamacion, ya sea aguda o cronica, aumento en la
temperatura del testiculo, abundancia de tejido fibroso, presencia de granulomas espermaticos,
asi como atrofia testicular y lesiones en la cola del epididimo que se asocian con espermatoceles.
Debido a que este 6rgano es un conducto enrollado, cualquier lesion a lo largo de su longitud
genera la obstruccion del flujo y afecta directamente en la formacion de espermatozoides (Foster,
2017).

La patogenia de la epididimitis es incierta. Se sugiere que A. seminis €s un microorganismo
oportunista presente en la cavidad prepucial, formando parte de la microbiota de bovinos, ovinos
y caprinos, capaz de colonizar las partes profundas del tracto genital, provocando epididimitis en
los animales jovenes mas vigorosos y de rapido crecimiento. La lesion traumatica del epididimo,
la subsiguiente liberacion de histamina y la coleccion de pequeiias cantidades de fluidos ricos en
proteinas, favorece la colonizacidon por estos microorganismos (Jansen., 1983; Bulgin et al.,
1990). Asimismo, factores predisponentes como el estrés, que induce cambios hormonales, asi
como las deficiencias nutricionales, pueden causar desarrollo de orquitis y epididimitis,
particularmente en ovejas jovenes (Dibarrat et al., 2006).

La epididimitis por 4. seminis también conocida como de los “corderos virgenes”, afecta
carneros de 6 a 15 meses de edad y, como se ha dicho previamente, tiene alto impacto econdémico
en productores de pie de cria que producen carneros con fines reproductivos, ya que los corderos
infectados que desarrollan la enfermedad primero reducen su fertilidad y finalmente resultan
estériles (Hwang et al., 1989).
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2.2 Actinobacillus seminis

Actinobacillus seminis es un cocobacilo pleomorfico, Gram negativo, inmdévil no esporulado, con
un tamafio que oscila los 4 pm de largo, no fermenta azlcares, ureasa negativa y catalasa
positiva, perteneciente a la Familia Pasteurellaceae (Figura 1). Sus colonias presentan un color
gris claro a blanco, lisas y con margen entero cuando son incubadas a 37°C durante 24 a 48 horas
en agar BHI suplementado con sangre de oveja al 5% (Al-Katib y Dennis, 2009; Appuhamy et
al, 2020). Ademads, A. seminis es una bacteria formadora de biopeliculas que contienen una
matriz extracelular compuesta principalmente de material fibrilar (Montes-Garcia et al., 2020).

A. seminis es una bacteria que habita naturalmente en el tracto reproductor de ovejas y cabras,
aislada en individuos de tres meses de edad hasta los 4.5 afios, transmisible por medio de la
membrana mucosa de todas las cavidades (poco comun en las vias respiratorias, donde se han
reportado pocos casos) o por contacto directo (Al-Katib y Dennis, 2009; Montes-Garcia et al.,
2018). Esta bacteria es causante comun de epididimitis ovina e infertilidad y esterilidad de
carneros en todo el mundo (Appuhamy et al. 2020; Moustacas et al., 2014), esta patologia se
establece cuando los borregos alcanzan la madurez sexual, pero por ser una condicion
irreversible, también se ha diagnosticado en carneros adultos (Acosta et al. 2006). A. seminis ha
sido aislado en casos de epididimitis a partir de muestras de semen en Australia, Nueva Zelanda,
Estados Unidos de Norte América, México, Reino Unido y Espafia (Dibarrat et al., 2006).

Se sabe que A. seminis, es un patégeno oportunista de la poblacién microbiana en tejidos
prepuciales de ovinos jovenes, el cual asciende de la punta prepucial al epididimo cuando las
hormonas luteinizantes y estimulantes foliculares incrementan su concentracion (Montes-Garcia
et al., 2019). El conocimiento acerca de los factores de virulencia expresados por A. seminis es
escaso, sin embargo, se ha reportado que esta bacteria se une a diversos tipos celulares,
especialmente aquellas que forman parte del epitelio renal ovino, y caprino considerandose esta
unién como un primer paso en un proceso de patogenicidad (Montes-Garcia ef al., 2018). Este
evento estd mediado por diferentes componentes celulares en el cual se ven involucradas
estructuras fimbriales o afimbriales.

La transmision del microorganismo ocurre por via venérea; sin embargo, debido a que 4. seminis
ha sido aislado de borregos sin apareamientos previos, la transmision puede darse de forma no
venérea. Es importante considerar que A. seminis ha sido aislado hasta en el 13.8% de carneros
que no presentaban lesiones clinicas en el epididimo, el testiculo o alteraciones seminales, por lo
que los animales infectados pueden ser considerados portadores asintomaticos (Acosta y Tortora,
2002). El mecanismo mas aceptado, que explica una via alterna de transmision, sugiere que las
ovejas infectadas actian como intermediarias al contaminar a los corderos durante el parto
(Burgess, 1982; Al-Katib y Dennis, 2009).
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Catalasa + Hidroélisis de la esculina + (-8)
Oxidasa + Satelitismo (S. aureus) -
O/F Fermentativa Ribitol -
Indol - Arabinosa +
Ureasa - Dulcitol -
Nitrato - Fructosa +(-1)
H2sS (TS1) - 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 -
Triptofano daminasa - Sorbitol - (+6)
Fosfatasa - Sacarosa -
Beta-galactosidasa (ONGP) - Trehalosa -
Citrato - Xilosa -

Figura 1. Caracteristicas bioquimicas de Actinobacillus seminis (Modificado de Hajtos et al.,
1987).

2.3 Factores de Virulencia

A lo largo de la evolucion de los diferentes organismos que habitan en el planeta, ha habido
convivencia entre ambos grupos celulares (procariotas y eucariotas), con lo cual, la interaccion
entre ellos ha favorecido una coevolucion entre ambos, generando relaciones de mutualismo,
simbiosis, depredacion, entre otros. Sin embargo, también se han desarrollado organismos que en
lugar de favorecer la convivencia entre huésped - hospedero, éste ultimo resulta afectado de
manera directa por el primero, llevandolo incluso hasta su muerte. Pero para ello, los
microorganismos que generan este dano (también llamados patégenos) deben desarrollar una
gran gama de mecanismos por los cuales evitar la respuesta inmune de su hospedero: Factores de
Virulencia (Diacovich y Gorvel, 2010).

Estos denominados factores de virulencia les permiten a los microorganismos invadir al
hospedero, expresar receptores superficiales especializados para su adhesion, permanecer en
estos sitios a través de procesos de colonizacion, evadir al sistema inmune, y finalmente causar
dafio tisular con el fin de lograr acceso a fuentes de nutrientes necesarios para su crecimiento y
reproduccion (Meylan et al., 2006) (Figura 2). Aunado a ello, estos microorganismos también
son capaces de secretar diferentes tipos de toxinas y moléculas que evitan la interaccion de otras
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bacterias u hongos, favoreciendo de esta manera su permanencia en el hospedero (Wu et al.,
2008).

ADHESION
r PILI
- EXOTOXIN
o v
5 CAPSULE
VIRULENT .
SURFACE

VIRULENCE
PLAMID

@,

FLAGELLA

Figura 2. Factores de virulencia expresados por bacterias. (Tomado de Rivas-Muioz, 2013).

Asi pues, aunque existe poco conocimiento acerca de los factores de virulencia expresados por A.
seminis, en el 2006, Nufiez del arco y colaboradores identificaron una proteina con una masa
molecular de 75 KDa en el sobrenadante, misma que s6lo es expresada por este organismo y que
podria ser usada por el microorganismo para causar dafio tisular irreparable o irreversible.
Posteriormente, en el afio 2015 De la Cruz caracterizé una proteina del tipo metaloproteasa que
puede degradar Inmunoglobulina G y fibrindgeno de ovino, evitando de esta manera la respuesta
inmune del hospedero. Reyes en el 2018 someti6 una cepa de 4. seminis a un estrés férrico con
lo cual logré identificar tres proteinas con pesos moleculares de 75, 50 y 25 KDa, las cuales
estan relacionadas en la sintesis de siderdforos y otras funciones como el aprovechamiento del
hierro. Montes-Garcia y colaboradores en el 2019 identificaron y purificaron una proteina de 63
KDa misma que fue identificada como hemaglutinina por ensayos de aglutinacion de eritrocitos
de conejo y caracterizada como una proteina homologa a Gro-EL por espectrometria de masas,
sin embargo, los autores senalaron que esta proteina podria ser una subunidad de una proteina de
aproximadamente 150 KDa.

Ademas, en el 2018 Montes-Garcia y colaboradores identificaron dos proteinas en A. seminis con
pesos moleculares de 25 y 40 KDa, por medio de espectrofotometria de masas, como
fosfoglicerato mutasa y factor de elongacion termoinestable (EF-Tu) con funcioén de adhesinas.

2.4 Adhesinas y su importancia durante la colonizacion y desarrollo infeccioso

Al igual que otras moléculas que expresan las bacterias para favorecer su colonizacidn, existen
aquellas proteinas que son utilizadas para adherirse de manera efectiva a células del hospedero
en el cual inician su proceso de infeccion, mismas que reciben el nombre generalizado de
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adhesinas. Cabe recalcar que estas adhesinas le permiten a un microorganismo, patégeno o no,
interactuar con diferentes tipos celulares o tejidos y con ello, colonizar a su hospedero o
interaccionar con diferentes superficies, gracias a lo cual son consideradas un factor de virulencia
importante en el estudio y caracterizacion de los microorganismos (Coutte et al., 2003).
Especialmente, las adhesinas son responsables del reconocimiento y unioén especifica a los
receptores del hospedero (Gerlach y Hensel, 2007). La mayoria de los patégenos bacterianos
tiene la capacidad de expresar multiples adhesinas de forma diferencial durante las etapas del
proceso infeccioso (Klemm y Schembri, 2000). Asimismo, es sabido que las adhesinas pueden
participar en la evasion del sistema inmune, dirigiendo la entrada a células fagociticas por la
interaccion de la célula con adhesinas bacterianas, como la hemaglutinina filamentosa de
Bordetella pertussis o los pili hemaglutinantes de Haemophilus influenzae (Ishibashi et al.,
1994). Como se ha mencionado anteriormente, las bacterias han mejorado y adaptado los
mecanismos por medio de los cuales evitan la accion degradadora de macrofagos, neutrédfilos y
células dendriticas (principales participantes en la respuesta inmune innata), por lo que la
fagocitosis no siempre conduce a la muerte bacteriana, sino que puede convertirse en un factor
de virulencia mas, permitiendo a la bacteria diseminarse a otros sitios y ocultarse de la accion del
sistema inmune o de antibioticos (Kline ef al., 2009).

Por otro lado, aquellos patogenos que infectan de manera intracelular también pueden utilizar
este tipo de proteinas y moléculas de adhesion como mecanismos invasivos (llamadas invasinas)
y entrar a células no fagociticas; permitiéndole a un microorganismo evadir los sistemas
defensivos del hospedero y confiriéndole la capacidad de traspasar barreras celulares, como el
epitelio intestinal o la barrera hematoencefalica, generando dafios mayores en el hospedero
(Finlay y Cossart, 1997).

La matriz extracelular, al estar compuesta por proteinas fibrosas (colageno y elastina) y
glucoproteinas (como fibrinégeno, fibronectina, y laminina), con complejas interacciones entre
si, y que a su vez participan en la sefalizacion celular y la comunicacion con células adyacentes
(Kim et al,, 2011), puede servir como sitio de anclaje o adhesion para diferentes
microorganismos. Esta interaccion con proteinas bacterianas puede modificar la respuesta del
hospedero y favorecer la invasion a la célula (Westerlund y Korhonen, 1993).

2.5 Proteinas Amiloides

Las proteinas amiloides bacterianas presentan las propiedades estructurales y bioquimicas de las
proteinas amiloides descritas en eucariontes; es decir, unen colorantes tales como el Rojo Congo
(RC) y la tioflavina T. El analisis estructural de las proteinas amiloides bacterianas muestra unas
fibras ricas en ldminas B en su estructura secundaria (Zhou et al., 2012). El colorante rojo Congo
es un compuesto hidrofobico que se une a proteinas amiloides. Las fibras amiloides son
agregados de proteinas resistentes a la desnaturalizacidon quimica, a la digestion acida y a
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tratamientos fisicos como la ebullicién; asimismo resisten la desnaturalizacion con SDS o
digestion por proteinasa K (Kimizuka et al., 2009). También se ha descrito que los mondémeros
de estas fibras son altamente auto-agregables (Collinson et al., 1999).

Recientemente se describié una clase de proteinas amiloides "funcionales" en bacterias, lo que
indica que el pliegue amiloide, que en enfermedades neurodegenerativas se describe como un
defecto de ensamble, puede ser funcional en procariotas (Barnhart et al., 2006). Hasta ahora, se
sabe que la mayoria de las proteinas amiloides funcionales en bacterias, realizan tareas
fisiologicas en la superficie celular, incluyendo la formacion de biofilm, en el que recientemente
se ha demostrado que conforman hasta el 40% de la biomasa (Zhou ef al., 2012).

Existe actualmente un conocimiento amplio acerca de la proteina amiloide denominada curli,
expresada por Escherichia coli o Salmonella spp. (Collinson, et al., 1991, Chapman et al., 2002)
y fibras TasA producidas por Bacillus subtilis (Romero et al., 2010); estas son proteinas
amiloides funcionales por medio de las cuales estos microbios establecen interacciones
inter-bacterianas. Las fibras curli tienen capacidad adherente e interaccionan con moléculas del
hospedero como laminina, fibronectina, plasminégeno y el Complejo Principal de
Histocompatibilidad Clase I. Esta habilidad sugiere que las fibras curli participan en la
mediacion de la invasividad de estas bacterias, ademas de que promueven la evasion del sistema
inmune al tener la capacidad de recubrirse con fibronectina; también es probable que esta
capacidad de interaccionar con moléculas de la matriz extracelular del hospedero facilite el
establecimiento del biofilm (Gophna et al., 2009).

2.6 Biopeliculas

Uno mas de los factores de virulencia que expresa A. seminis es la capacidad de formar
biopelicula o biofilm (Montes Garcia et al., 2020), mecanismo que se define como una estructura
compleja que le permite a un microorganismo, anteriormente considerado unicelular e individual,
presentar conductas multicelulares, sobrevivir en ambientes hostiles, resistir varios tipos de
estrés y coordinadamente controlar la expresion de multiples genes por medio de la liberacion y
deteccion de moléculas autoproducidas (quorum sensing), que les garantice un efecto especifico
y suficiente para sobrevivir y permanecer por periodos mas prolongados en el ambiente o dentro
de su hospedero, causandole una enfermedad cronica (Montes-Garcia, et al, 2017). Estas
estructuras estan compuestas principalmente, por polisacaridos, proteinas, lipidos y acidos
nucleicos (Montes-Garcia et. al., 2020). Una biopelicula constituida por miembros de una sola
especie bacteriana estara limitada a las capacidades metabolicas y defensivas de este
microorganismo; por el contrario, una constituida por diferentes especies bacterianas u otros
microorganismos presentara mayor capacidad para utilizar metabolitos mas variados y responder
a los estimulos adversos del ambiente (Petruzzi, et al, 2016).
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La formacion de una biopelicula comienza cuando las bacterias planctonicas identifican una
superficie, estructura o sustrato, las bacterias comienzan la fijacién 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 algin dafio fisico que genere el desprendimiento de partes de la
biopelicula, y la segunda, es la dispersion del propio biofilm mediante una serie de
sefalizaciones por la cual se generan diferentes procesos para degradar la matriz y favorecer la
dispersion o diseminacion de las bacterias (Petrova y Sauer, 2016).
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Figura 3. Modelo de las fases de formacion de una biopelicula (Tomado de Bautista-Betancourt,
2020. Modificado de Petrova y Sauer, 2016).

2.7 Hormonas Esteroideas Sexuales

Las hormonas esteroideas son macromoléculas que por sus caracteristicas estructurales
pertenecen al grupo de los lipidos, ya que derivan del colesterol, molécula de gran importancia
en células eucariotas, ya que brinda, entre otras propiedades, fluidez y estabilidad a la membrana
celular. Como tal, el conjunto general de las hormonas esteroideas juega un papel especialmente
importante en eucariotas debido a que tienen diversas funciones, gracias a las cuales pueden
agruparse en cinco principales grupos, dependiendo del tipo de receptor al cual se uniran y las
funciones que ejercen en el organismo: glucocorticoides, mineralocorticoides, androgenos,
estrogenos, y progestagenos. Especificamente los andrégenos son las principales hormonas
sexuales masculinas (presentes en concentraciones de ng/ml hasta pg/ml, dependiendo de la
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especie (Edwards, 2005)), cuya funcion es la estimulacion en el desarrollo de los caracteres
sexuales masculinos.

Este tipo de hormonas sera secretado principalmente por los testiculos, sin embargo, en hembras
es secretada en los ovarios y sus concentraciones se encuentran expresadas en pg/ml. La
principal molécula representante de los androgenos es la testosterona, que comparte
caracteristicas estructurales con otras hormonas esteroides sexuales, tales como el estradiol y la
progesterona. (Figura 4).

Testosterona Progesterona

OH

HO

Figura 4. Representacion gréfica de las principales hormonas esteroideas sexuales (Tomado de
Ramirez-Paz-y-Puente et al., manuscrito en preparacion).

Las hormonas esteroides sexuales (especialmente el estradiol y la testosterona) desempefian
funciones fisioldgicas de gran importancia y relevancia en el desarrollo de los diferentes
organismos, entre las que se encuentran la reproduccion, la diferenciacion, proliferacion celular,
procesos de apoptosis, mecanismos de inflamacion, regulacion del metabolismo, homeostasis y
la funcion cerebral (Edwards, 2005). Estas hormonas, al ser secretadas, se liberan en el torrente
sanguineo para actuar tanto en los tejidos diana periféricos como en el sistema nervioso central
(Wilson, et al, 1998). Las hormonas esteroides sexuales también actan como factores de
transcripcion dependientes de ligandos o de receptores de membrana que estimulan diferentes
vias de transduccién de senales, favoreciendo o silenciando la expresion de diferentes genes.
(Scarpin, et al, 2009).

Otra de las funciones especificas que tienen las hormonas esteroideas sexuales es su
participacion en la comunicacion entre microorganismos y sus hospedadores, lo cual puede ser
ventajoso para aquellos microorganismos que se consideran patdogenos para sus hospederos, ya
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que favorecen la expresion coordinada de diferentes factores de virulencia y gracias a ello,
controlan el curso de una infecciéon. Las hormonas sexuales alteran también la expresion y el
comportamiento de los genes que influyen en la susceptibilidad y la resistencia a una infeccion
afectando la inmunidad del huésped (Klein, 2000). Particularmente, los machos de todas las
especies son mas propensos a sufrir infecciones, lo cual podria estar asociado con una respuesta
inmune menos eficiente que en las hembras.

2.8 Testosterona

Como se ha mencionado previamente, la testosterona es la principal hormona esteroidea
producida por los machos de todas las especies de animales vertebrados, también forma parte del
sistema hormonal de las hembras, aunque en ellas su concentracion es hasta en un 80% menor,
dependiendo de la especie (Ramirez-Paz-y-Puente et al, manuscrito en preparacion). Esta
hormona juega un papel fundamental en el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios,
principalmente, en la produccion de espermatozoides, proceso que se lleva a cabo cuando un
individuo entra en su etapa reproductiva. La mayoria de la testosterona en el organismo es
producida en las células de Leydig, que se hallan en los testiculos, sin embargo, también puede
ser producida a partir de un precursor (Dihidrotestosterona) en las glandulas suprarrenales,
aunque su sintesis por esta via es reducida.

Existe una regulacion retroalimentativa en la sintesis de testosterona, mediada por la Hormona
Luteinizante o LH, que a su vez estd regulada por retroalimentacion por la FSH. La ruta de
sintesis de la testosterona comienza con la regulaciéon de la enzima 17-B- hidroxiesteroide
deshidrogenasa por accion de la LH (Figura 5). Asimismo, la testosterona es la principal
molécula precursora de estradiol, ya que, por medio de enzimas presentes en el reticulo
endoplasmico rugoso, especialmente de tipo aromatasas, forman el anillo A de la molécula
(proceso mediante el cual se generan tres dobles enlaces, creando un anillo bencénico), se
elimina un grupo metilo en el C10 y el grupo ceto presente en el C3 se oxida para la formacion
de un grupo hidroxilo (Edwards, 2005).
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hidroxiestercide
deshidrogenasa

17,20-liasa

17-B-
hidroxiesteroide

deshidrogenasa

Testosterona

Figura 5. Ruta de biosintesis de la testosterona (Tomado de Ramirez-Paz-y-Puente et al.,
manuscrito en preparacion).

Ahora bien, se sabe que, al llegar a la madurez sexual, los individuos del género masculino
secretan grandes concentraciones de testosterona, niveles que se mantienen constantes durante
toda la etapa reproductiva de los organismos y que comienzan a decrecer cuando éstos ingresan a
una etapa de senectud. En 2020 Chen-Hsun y colaboradores, describieron el efecto que tiene la
testosterona en diferentes cepas de Escherichia coli, suprimiendo la infeccion inicial en células
epiteliales de prostata y epididimo, sin embargo, ain no se conoce el mecanismo por el cual
actiia esta hormona en el metabolismo e inhibicion de la bacteria. Asimismo, es importante
destacar que A. seminis, al habitar en el prepucio de ovinos, bovinos y caprinos, adquiere un
caracter patogeno cuando llegan a su etapa reproductiva, momento en el cual las concentraciones
hormonales se incrementan (especialmente de testosterona), y son detectadas por la bacteria
como situaciones propicias para infectar y colonizar a su hospedero.
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3. ANTECEDENTES

Al-Katib y Dennis, en 2007, 2008 y 2009, realizaron inoculaciones experimentales de A. seminis
en carneros aleatoriamente seleccionados, donde investigaron y evaluaron los cambios
patolégicos secuenciales en el epididimo y testiculos inyectados intra-epididimalmente, y
reconociendo diversas cepas de A. seminis por medio de técnicas PCR.

En 2014, Moustacas y colaboradores, determinaron los cambios clinicos y patoldgicos en
carneros infectados experimentalmente con A. seminis y Histophilus somni, bacterias que son
capaces de causar infeccion en carneros al colonizar multiples 6rganos del tracto genitourinario,
donde, ademas, inducen hallazgos clinicos macroscdpicos o microscopicos indistinguibles entre
las afecciones causadas por cada una de las bacterias utilizadas en la investigacion.

En el ano 2018, Negrete-Abascal y colaboradores realizaron la secuenciacion genomica de la
cepa A. seminis ATCC 15768, donde determinaron el tamafio del genoma presente en esta
bacteria, de las cuales, 33 secuencias estan relacionadas con profagos y 54 estan relacionadas en
la formacién de RNA funcional. Ademas, se identificaron genes implicados en la resistencia a
los metales pesados, resistencia a antimicrobianos, estrés oxidativo y que codifican a una
supuesta proteina RTX.

En 2019, Montes-Garcia y colaboradores, describieron la presencia de una proteina homologa a
GroEl, misma que participa en la aglutinacion de eritrocitos en ovejas, proteina que también se
encuentra presente en las biopeliculas formadas por A. seminis. Asi, llegaron a la conclusion de
que esta proteina GroEL podria funcionar como una proteina de choque térmico y también
participar en la adhesion y hemaglutinacion.

En el 2020, Montes-Garcia y colaboradores caracterizaron la formacion de biopelicula de A.
seminis, misma que se ve afectada negativamente por los iones de Fe y Ca, las concentraciones
de oxigeno ambiental, asi como por la temperatura y la composicion del medio de cultivo; sin
embargo, su produccion podria conferir ventajas clave en la bacteria, permitiéndole persistir en
los tejidos del huésped y, en condiciones adecuadas, causar enfermedad.
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4. JUSTIFICACION

Bajo este marco, resulta importante el conocimiento sobre los factores de virulencia, debido a
que cuando se ignoran los mecanismos de adherencia, movilidad, secrecion de proteasas, entre
otros, entonces se desconoce la forma por la cual podemos combatir a las bacterias. Aunado a
ello, la epididimitis, causada por Actinobacillus seminis, es considerada una enfermedad
importante por sus efectos negativos sobre la fertilidad y esterilidad del rebafio, produciendo
pérdidas econdémicas en la industria ovina. Y aunque se ha descrito que un cambio en las
concentraciones hormonales en el hospedero podria favorecer el ascenso de A4. seminis del
prepucio al epididimo, se desconoce el efecto que estas hormonas, y en especial la testosterona,
ejercen en A. seminis, para poder lograr esto. Por ello, es necesario conocer los cambios
inducidos en A. seminis por efecto de la testosterona para asi conocer los factores de virulencia
expresados por esta bacteria en presencia de dicha hormona para tener un panorama de los
mecanismos involucrados en la patogénesis y poder combatir esta enfermedad.

5. HIPOTESIS

Si los niveles de testosterona se incrementan en borregos cuando éstos ingresan a su etapa
reproductiva y A. seminis ingresa al organismo en este momento, entonces la testosterona podria
jugar un papel importante en el avance de la bacteria y en la expresion de factores de virulencia
de ésta.

6. OBJETIVOS

General
Determinar el efecto de la Testosterona en el crecimiento y la expresion de probables factores de
virulencia de Actinobacillus seminis.

Particulares

- Determinar el efecto de la Testosterona sobre el crecimiento de A. seminis.

- Determinar los patrones de proteinas totales y secretadas por A. seminis en presencia de
testosterona y su comparacion con un control sin ella.

- Determinar los patrones de expresion de supuestas adhesinas por 4. seminis en presencia
de Testosterona.

- Determinar la presencia de proteinas amiloides en A. seminis.

- Determinar el efecto de la Testosterona en la formacion y dispersion de biopeliculas de A.
Seminis.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Crecimiento bacteriano

Para el crecimiento bacteriano se utiliz6 caldo soya tripticaseina (TSB), donde se realiz6 un
pre-cultivo de la cepa ATCC 15768 en un tubo de ensayo con 3 ml de TSB y se dejé creciendo
en agitacion (180 rpm) a 37°C durante 24 horas (Montes-Garcia, et al., 2020).

7.2 Cinética de crecimiento

Tubos de ensayo con 3 ml de TSB se inocularon con un precultivo de A. seminis (3%),
posteriormente se adicionaron 1, 2, 3, 4 6 5 ng/ml de testosterona. Los tubos se incubaron en
agitacion (180 rpm) a 37°C, y se obtuvieron las densidades oOpticas a 600 nm cada hora. El
ensayo culmin6 cuando los cultivos alcanzaron la fase estacionaria, la ultima lectura se recabd a
las 24 horas de iniciado el procedimiento (Bautista-Betancourt, 2020).

7.3 Obtencion de Proteinas

Las muestras de cultivos de 4. seminis de 24 horas se centrifugaron a 10,500 rpm durante 25
minutos, la pastilla celular se suspendi6 en 1 ml de HEPES 20 mM pH 7.4 con lisozima (1
mg/ml), las suspensiones se incubaron a 37°C durante una hora en agitacion, posteriormente se
sonicaron durante 7 minutos (ciclo de 15 segundos de sonicacion y 10 segundos de pausa) todo
el tiempo en hielo. Después de la sonicacion las muestras fueron centrifugadas a 13,400 rpm
durante 2 minutos para descartar las células que no se pudieron romper, el sobrenadante se
recuperé (extracto total) y las muestras fueron mantenidas en congelacion hasta su uso.

Para la obtencion de Proteinas Secretadas, los cultivos se centrifugaron durante 25 minutos a
10,500 rpm, se recuperaron los sobrenadantes libres de células y se precipitaron agregando un
volumen de metanol. Se mantuvieron en congelaciéon durante una hora, posteriormente se
centrifugaron durante 20 minutos a 10,500 rpm. Las proteinas secretadas se recuperaron con PBS
Ix y se mantuvieron en congelacion hasta su uso (Bautista-Betancourt, 2020).

7.4 Obtencion de proteinas de membrana externa (PME)

Para la obtencion de PME, se repiti6 el procedimiento de obtencion de Extractos Totales, a partir
de cuyas muestras se recuperd el sobrenadante que contenia los restos de bacterias lisadas y se
centrifugé a 13,400 rpm por 30 min. Las proteinas obtenidas por esta centrifugacion se
homogeneizaron en 200 ul de HEPES 20 mM y 200 pl de HEPES con Triton-X100 2% La
muestra se incubd a 37°C por 30 min en agitacion. Por altimo, se centrifugo6 a 13,400 rpm por 30
minutos, se conservo la pastilla obtenida que corresponde a la fraccion enriquecida de proteinas
de membrana externa, la cual se lavd dos veces agregando 200 pl de HEPES, homogeneizando y
centrifugando a 13,400 rpm por 5 minutos, las proteinas obtenidas se mantuvieron en
congelacion a -20°C, hasta su utilizacion (Montes-Garcia, et al., 2019).
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7.5 Obtencion de probables Adhesinas

Los cultivos de 24 h se centrifugaron a 10,500 rpm durante 25 minutos, las pastillas obtenidas se
resuspendieron con 500 pl de PBS 1x y Acido tricloro acético al 3%, las suspensiones se
incubaron a 37°C durante 30 minutos, se dejaron reposar por una hora y se centrifugaron a 6,000
rpm durante 10 minutos, posteriormente, se elimin6 el sobrenadante y la pastilla se resuspendid
con PBS, después se sonicaron durante 7 minutos (ciclo de 15 segundos de sonicacién y 10
segundos de pausa). Se centrifugaron las muestras a 13,400 rpm durante 15 minutos, se recuperd
el sobrenadante y se llevo a congelacion hasta su uso (Figueroa-Valenzuela, et al., manuscrito en
preparacion).

7.6 Cuantificacion de Proteinas.

Para la cuantificacion de las proteinas, se agregaron 5yl de la muestra a evaluar en tubos
eppendorf previamente lavados con metanol, se adicionaron 495ul de agua destilada y 500ul de
reactivo de Bradford, se mezclaron las muestras y se leyeron en un espectrofotometro modelo
VS - 1201 a 595 nm (Bautista-Betancourt, 2020).

7.7 Electroforesis

Se realizo la separacion electroforética de las muestras en gel de poliacrilamida SDS-PAGE al
12% cargando 10 pg/ml por cada carril. Al culminar la electroforesis los geles se tifieron con
azul de Coomassie, el exceso de colorante se elimind usando una solucion de acido acético al
10% (Lopez-Ochoa, et al., 2017).

7.8 Western Blot

Una vez realizada la separacion electroforética, se realizd6 una electrotransferencia a una
membrana de nitrocelulosa; ésta se bloque6 con leche al 5% en PBS-Tween-20 al 0.5%. Tras
lavar la membrana nuevamente con PBS-Tween-20, se adiciond como anticuerpo primario suero
de borrego con epididimitis y se colocod en agitacion durante dos horas, posteriormente, se
recuperd el suero, se lavd la membrana y se adicion6 como anticuerpo secundario suero o (anti)
borrego y se dejo en agitacion durante dos horas. Finalmente, se realizé un revelado quimico de
la membrana para su posterior analisis (Montes-Garcia, et al., 2018).

7.9 Far - Western Blot

Para el estudio mas detallado y visualizacion de posibles adhesinas, una vez realizada la
separacion electroforética de dichas muestras, se realizaron electrotransferencias a membranas de
nitrocelulosa; éstas se bloquearon con leche al 5% en PBS-Tween-20 al 0.5%. Tras lavar las
membranas nuevamente con PBS-Tween-20, se adicionaron como moléculas primarias
fibrin6geno o fibronectina marcados con biotina, respectivamente, y se colocaron en agitacion
durante dos horas, posteriormente, se recuperaron las proteinas, se lavaron las membranas y se
adicionaron como proteina secundaria estreptavidina peroxidada. Se dejaron en agitacion durante
dos horas. Finalmente, se realizé un revelado quimico de las membranas para su posterior
analisis (Negrete-Abascal et al., 1998, 1999).
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7.10 Curva de calibracion de Rojo Congo (RC)

Para determinar la capacidad de unir el colorante RC por Actinobacillus seminis, se prepard una
solucion stock de colorante RC (5 mg/ mL) en PBS. A partir de este stock se realizaron
diluciones para tener concentraciones en el rango de 5 a 50 pg/mL, estableciéndose
concentraciones de RC a intervalos de 5 pg/ mL. La absorbancia de cada dilucion se determind
por triplicado a 480 nm. (Montes-Garcia, 2015)

7.11 Union de Rojo Congo

De un cultivo de 24 h a 37°C, se realiz6 una suspension bacteriana ajustando a una densidad
Optica de 1.0 (£0.2) a 600 nm. De esta suspension se tomaron alicuotas de 1 ml, se centrifugaron
a 13,400 rpm por 2 min, la pastilla se homogeneizé en 1 ml de PBS/RC (50 ug/ml) y se
mantuvieron en agitacion constante durante media hora, posteriormente se centrifugaron a
13,400 rpm durante 5 minutos y se recuperaron los sobrenadantes, midiendo su absorbancia a
480 nm, los valores se interpolaron en la grafica de calibracion a fin de determinar la cantidad de
colorante restante, para cada concentraciéon de testosterona se realizaron 10 repeticiones:
(Montes-Garcia, 2015).

7.12 Aislamiento de proteinas amiloides

Proteinas de membrana externa y las proteinas secretadas al medio se sometieron a un
tratamiento selectivo, utilizando muestras de 200 puL a las cuales se les agreg6 el mismo volumen
de acido formico. Las mezclas se homogeneizaron y se incubaron en bafio Maria a 95 °C durante
15 minutos, después se centrifugaron a 13,400 rpm durante 5 minutos. Las pastillas restantes se
lavaron tres veces con acetona, resuspendiendo en 500 uL de acetona y centrifugando a las
condiciones mencionadas anteriormente. Las muestras finalmente se homogeneizaron en
Tris-HCI 20 mM, NaCl 50 mM pH 7.5, y se mantuvieron en congelacion hasta su uso
(Negrete-Abascal ef al., 2011).

Asimismo, se realizd un inmuno reconocimiento de las proteinas obtenidas por medio de esta
purificacion, para la cual se utilizaron como anticuerpos primarios, sueros contra la proteina
Curli de E. coli, donado por el Dr. Juan Xicotencatl (Hospital Infantil “Federico Gémez”), suero
anti EF-Tu (Lopez-Ochoa, et al., 2017) y suero de borrego con epididimitis. Como anticuerpos
secundarios se utilizaron suero anti-conejo (Sigma Aldrich) para el caso de los dos primeros
sueros y anti borrego (Sigma Aldrich) para el caso del Gltimo anticuerpo primario.

7.13 Formacion de Biopelicula

Para evaluar el efecto de las hormonas en la formacion de biopelicula, se emplearon placas de
poliestireno estériles con 96 pozos (Sarstedt, Barcelona, Espana), a los cuales se les adicionaron
180 puL de medio TSB y fueron inoculados con 20 uL de cultivo previamente ajustado a una
densidad optica de 1.0 a 600 nm. Medios sin indculo fueron usados como controles negativos.
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Para determinar el efecto de la testosterona, ésta se agreg6 en concentraciones de 1, 2, 3,40 5
ng/ml. Por cada tratamiento se hicieron pruebas por quintuplicado. La placa fue incubada durante
48 ha 37°C.

Después de la incubacion, el medio fue retirado de los pozos, las células se fijaron con 200 uL de
metanol por 15 min. Los pozos se dejaron secar para que se evaporara el metanol y se tifid cada
pozo con 150 uL 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 pL de 4cido acético glacial al 30%, se dejo incubar la caja con esta solucion por
30 min en agitacion constante para recuperar el colorante absorbido por las células tefidas.

Por ultimo, en una caja nueva de microtitulacion, los pozos se llenaron con 160 pL de acido
acético al 30% y 40 pL del contenido de la caja anterior. La densidad optica fue medida en un
lector de placas microplacas modelo PKL a 630 nm. Cada ensayo se realizé por quintuplicado,
los resultados se promediaron y se graficaron (Montes-Garcia, ef al., 2020).

7.14 Dispersion de Biopelicula

Con el objetivo de determinar si la hormona tenia un efecto dispersor sobre una biopelicula ya
formada, se indujo la formaciéon de la biopelicula a las mismas condiciones como fue descrito
previamente; como control negativo se utilizd medio sin células. La caja se incub6 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 las concentraciones previamente mencionadas de Testosterona 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
(Bautista-Betancourt, ef al., 2020).
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8. RESULTADOS

8.1 Cinética de Crecimiento

Los resultados que se obtuvieron con esta investigacion nos permiten observar que, al agregar
testosterona en el medio, el crecimiento de la cepa se ve favorecido hasta en un 100% con
respecto al Control (Grafica 1).

Cinética de Crecimiento con Testosterona

1,25 mm  Control
T == [ 1ng/ml]
[2ng/ml]
1,00 j
T [3ng/ml]
/— [4ng/ml]
0,75
= [5ng/ml]

0,50

Densidad Optica (nm)

0,25

0,00
0 2 4 6

Tiempo (horas)

Grifica 1. Cinética de crecimiento de Actinobacillus seminis, sin adiciones (Control) o con
Testosterona (1, 2, 3, 4 6 5 ng/ml).

8.2 Obtencion de Proteinas

Respecto al patron de proteinas de extractos totales que se obtuvieron, los datos nos indican una
disminucién de la concentracion en una banda de 25 KDa (aproximadamente) y un incremento
en una banda de aproximadamente 14 KDa. De igual manera, se puede observar una
desaparicion proteica con respecto al Control en una banda de aproximadamente 23 KDa.
También se observa la aparicion de una banda de aproximadamente 27 KD, presente en todas las
concentraciones de hormona (Figura 6).
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1 2 3 4 5 6 7

Figura 6. Patron de proteinas totales de A. seminis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12%.
(1) MPM, (2) muestra Control, (3) con 1 ng/ml, (4) 2 ng/ml, (5) 3 ng/ml, (6) 4 ng/mly (7) 5
ng/ml de Testosterona. (-->) Indica las bandas sefnaladas en el texto

8.3 Obtencion de probables Adhesinas

En lo que respecta a las probables adhesinas expresadas en A. seminis por la presencia de la
Testosterona, se observa un incremento en la concentracion de una proteina de aproximadamente
39 KDa y en una banda de aproximadamente 25 KDa, de esta Ultima banda, se observa
incremento de su concentracion a 1 ng/ml pero estd ausente a concentraciones mayores (Figura
7).
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Figura 7. Patron de probables adhesinas de 4. seminis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE al
12%. (1) MPM, (2) muestra Control, (3) 1 ng/ml, (4) 2 ng/ml, (5) 3 ng/ml, (6) 4 ng/mly (7) 5
ng/ml de Testosterona. (%) Incremento en la concentracion, (¥¢) desaparicion de bandas.

Usando la técnica Western Blot se aprecia el reconocimiento inmune, por el suero de borrego con
epididimitis, de una proteina de 25 KDa pero Unicamente en las muestras que provienen de
cultivos con testosterona. Esto mismo ocurre en una banda de aprox 42 KDa. Con respecto a una
banda de 50 KDa, el reconocimiento disminuye o desaparece en muestras con testosterona de 1 a
3 ng/ml, pero se incrementa a concentraciones de 4 y 5 ng/ml (Figura 8).
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Figura 8. Inmuno reconocimiento de probables adhesinas de 4. seminis por el suero de borrego
con epididimitis. (1) MPM, (2) muestra Control, (3) 1 ng/ml, (4) 2 ng/ml, (5) 3 ng/ml, (6) 4
ng/ml y (7) 5 ng/ml de Testosterona. (<) incremento en la concentracion, (¥¢) desaparicion de
bandas, (—)) ausencia de bandas.

8.4 Far - Western Blot

Con respecto a la interaccion entre las probables adhesinas y fibrindgeno, se encontrd una
interaccion a aproximadamente 22, 27, 40 48, 50 y 65 KDa (Figura 9). Mientras que, en la
interaccion con fibronectina, ésta se observa en bandas de aproximadamente 27, 40, 50 y 55
KDa, bandas que en presencia de testosterona tuvieron una reaccién mas intensa (Figura 10).
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Figura 9. Far-Western Blot de probables adhesinas con fibrindgeno ovino biotinilado. (1) MPM,
(2) muestra Control, (3) 1 ng/ml, (4) 2 ng/ml, (5) 3 ng/ml, (6) 4 ng/mly (7) 5 ng/ml de
Testosterona.
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Figura 10. Far-Western Blot de probables adhesinas con fibronectina de bovino biotinilada. (1)
MPM, (2) muestra Control, (3) 1 ng/ml, (4) 2 ng/ml, (5) 3 ng/ml, (6) 4 ng/mly (7) 5 ng/ml de
Testosterona.
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8.5 Obtencion de proteinas amiloides

Una de las principales propiedades de las proteinas amiloides es su capacidad de tefiirse con
colorante RC. Para demostrar la existencia de proteinas de este tipo en A. seminis, la cepa fue
cultivada en presencia de este colorante (Figura 11). Por lo que, una vez que se demostr6 la
union de RC por 4. seminis, se procedid a obtener proteinas de membrana externa, asi como a
concentrar las proteinas secretadas al medio, encontrandose que el colorante se une a una
proteina de aproximadamente 37 KDa, aun después de ser separada electroforeticamente
principalmente en las muestras de membrana externa (Figura 13, carriles 1 y 2) aunque en escasa
cantidad en las de proteinas secretadas (Figura 13, carriles 3 y 4).

Figura 11. Pastilla bacteriana de 4. seminis crecida en caldo TSB y adicionada con RC en
presencia de testosterona. Izquierda: Control. Derecha: 3 ng/ml de hormona.

Figura 12. Proteinas secretadas al medio por A. seminis en presencia de RC y testosterona
(izquierda, 3 ng/ml), precipitadas con metanol.
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Figura 13. Gel SDS-PAGE 10%, sin pintar con azul de Coomassie en el que se observa la
separacion de bandas de aproximadamente 37 KDa, tefiiddas con RC, provenientes de proteinas
de membrana externa (carriles 2 y 3) de 4. seminis y las proteinas concentradas del sobrenadante
(carriles 4y 5).

Posteriormente se procedié a teiir el gel con Azul de Coomassie para observar el patron de
proteinas totales (Figura 14), donde se confirma la presencia de una proteina de alrededor de 37
KDa.

250 kD

150 kD

100 kD
75 kD

50 kD

37 kD

25 kD

1 2 3 4 5

Figura 14. Gel SDS-PAGE 10%, tefiido con azul de Coomassie en el que se observa la presencia
de bandas de aproximadamente 37 KDa (3¢), provenientes de proteinas de membrana externa
(carriles 2 y 3) de A. seminis y las proteinas concentradas del sobrenadante (carriles 4 y 5).

28



EFECTO DE LA TESTOSTERONA SOBRE LOS FACTORES DE VIRULENCIA EN Actinobacillus seminis 2022

8.6 Purificacion de Proteinas Amiloides

Una vez identificada la banda correspondiente a una probable proteina amiloide, ésta se separ6
hirviendo las muestras obtenidas de proteinas de membrana externa y proteinas secretadas al
medio en presencia de 4acido formico. Estas muestras se corrieron en un gel de poliacrilamida
SDS-PAGE al 10% y tefiidas con Azul de Coomassie, observandose bandas de aproximadamente
48,37 y 30 KDa (Figura 15).

50kD |
|

1 2 3 4 5

Figura 15. Gel SDS-PAGE 10% de proteinas amiloides, tefiido con azul de Coomassie en el que
se observan bandas de 48, 37 y 30 KDa (-->), proveniente de proteinas de membrana externa
(carriles 2 y 3) y proteinas secretadas (carriles 4 y 5) a concentraciones de 4 y 5 ng/ml de
testosterona, respectivamente.

8.7 Inmuno reconocimiento de probable Proteina Amiloide

Para determinar la capacidad inmunogénica de las proteinas amiloides, se realizaron Western
Blot, utilizando diferentes antisueros. Los resultados obtenidos con estos inmuno
reconocimientos nos muestran que en presencia de suero contra EF-Tu existe un reconocimiento
de bandas a un peso molecular aproximado de 45, 37 y 30 KDa (Figura 16). Sin embargo, en
presencia de suero contra la proteina Curli y suero de borrego con epididimitis no se encontrd
reconocimiento alguno con las proteinas obtenidas o fue muy tenue la reaccion.
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Figura 16. Inmuno reconocimiento de proteinas amiloides con anti - EF-Tu. (1) MPM, (2)
proteinas amiloides de cultivo de A. seminis con 4 ng/ml de testosterona o (3) 5 ng/ml de
hormona.

8.8 Cuantificacion de la capacidad de union de Rojo Congo

Teniendo evidencia de que A. seminis expresa una proteina amiloide, se procedié a determinar la
cantidad de colorante RC que podia unirse a dicha proteina, extrapolando los datos obtenidos en
la curva de calibracion de RC, midiendo el remanente de colorante (aquello que no habia sido
unido por la proteina amiloide). La capacidad de unir RC por parte de 4. seminis se muestra en el
Gréfico 2.
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Remanente de R. C. en A. seminis con Testosterona

Remanente

0 -

Blanco Control 1ngiml 2ng/ml 3 ng/ml 4 ng/ml 5 ng/ml

Tratamiento

Grifico 2. Cuantificacion de RC en solucion después de incubar 4. seminis crecida en presencia
de diferentes concentraciones de testosterona.

8.7 Formacion de biopelicula

La cantidad de biopelicula formada fue muy similar entre las bacterias crecidas en presencia de
las diferentes concentraciones de testosterona y aquellas que carecian de dicha hormona, sin
embargo, la cantidad de biopelicula formada en presencia de 1 ng/ml de testosterona fue
ligeramente mayor con una densidad optica de 2.61 con respecto al control (2.38) (Grafico 3).
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Formacion de biopeliculas en A. seminis con testosterona

3

Densidad Optica (630 nm)

C 1ng/ml 2 ng/ml 3 ng/ml 4 ng/ml 5 ng/ml

Tratamiento

Grifico 3. Formacion de biopelicula de A. seminis en presencia o no de testosterona a 37 °C en
medio TSB.

8.8 Dispersion de Biopelicula

Una biopelicula ya formada fue incubada con diferentes concentraciones de testosterona (1 a 5
ng/ml) con el fin de determinar si esta hormona induce una dispersion de la misma, sin embargo,
se encontrd6 que a una concentracion de 2 ng/ml de testosterona se observo un incremento
considerable en la biopelicula (3.96 nm) mientras que a una concentracion de 5 ng/ml se observo
una cantidad ligeramente menor de biopelicula (1.88 nm), sin embargo, no se aprecia una
diferencia significativa entre el control (2.33 nm) y el resto de las diferentes concentraciones de
hormona evaluadas (Grafico 4).
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"Dispersion"” de biopeliculas en A. seminis por testosterona

4

Densidad Optica (630 nm)

C 1 ng/ml 2 ng/ml 3 ng/ml 4 ng/ml 5 ng/ml

Tratamiento

Grafico 4. Cuantificacion de la biopelicula formada por 4. seminis en presencia de testosterona a
37 °C en medio TSB.
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9. DISCUSION

Actinobacillus seminis al ser un microorganismo presente en la microbiota prepucial de carneros
y borregos, requiere de mecanismos especificos para la infeccion de su huésped (Acosta et. al.,
2006). Diversos reportes indican que cuando los ovinos o caprinos alcanzan su madurez sexual,
son mas susceptibles de sufrir epididimitis causada por 4. seminis, debido a que esta bacteria
puede detectar los cambios hormonales relacionados con esta madurez. Sin embargo, a la fecha,
no existen reportes que indiquen los posibles cambios en 4. seminis que le pudiesen conferir esta
capacidad patogénica. En 2020, Carbajar-Serna y colaboradores reportaron que en borregos
sanos entrantes a la madurez sexual se presentaba una concentracion de 6 ng/ml de Testosterona
en el plasma seminal, por ello, es que se decidi6 trabajar con concentraciones muy similares a las
presentes en condiciones fisiologicas para obtener datos que reflejaran una aproximacion a lo
que ocurre con los organismos que son afectados por 4. seminis.

A través de cinéticas de crecimiento se pudo observar que la testosterona favorece el crecimiento
de A. seminis hasta en un 50% con respecto a la muestra control, con lo cual se podria ver
beneficiado al infectar a borregos y carneros que han alcanzado la madurez sexual, teniendo un
flujo de ingreso anti sentido hasta su llegada al epididimo y causando inflamacién de éste e
incluso la infertilidad del organismo. El alojamiento de A. seminis en el tracto urinario del
borrego se podria ver favorecido por la presencia y expresion de adhesinas, mismas que
utilizarian para adherirse a las células blanco, con mecanismos similares a los expuestos por
Montes-Garcia y colaboradores en 2018, quienes identificaron dos proteinas de A. seminis que
participan en la adhesion a células de una linea celular de cancer de vejiga, lo que sugiere que A.
seminis podria colonizar el tracto urinario de éstos hospederos, tal y como lo plantean Acosta y
colaboradores en un estudio realizado en 2006, quienes inocularon intra-uretralmente a borregos
con esta bacteria, encontrando dafos en rifiones, vesicula seminal, cordones deferentes y
epididimo, sugiriendo una infeccion progresiva que tiene como 6rgano blanco final el epididimo.
Asimismo, en 2007, Al-Katib y colaboradores, inocularon carneros machos jovenes en
epididimo, uretra, conducto deferente izquierdo, musculo gluteo izquierdo, oral, nasal e
intravenosamente, encontrando que al inocular epididimo, conductos deferentes y uretra ademas
de inoculaciones de manera oral e intravenosamente, generaban una progresion e infeccion de los
carneros por 4. seminis después de 9 a 44 dias después de la inoculacion, donde el epididimo de
¢stos carneros mostraba diferentes grados de infeccion por la bacteria. La expresion de las
adhesinas descritas por Montes-Garcia y colaboradores y las descritas aqui, podrian participar en
la colonizacion de estos tejidos y en la patogénesis de A. seminis.

De los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede deducir que la testosterona participa
en la regulacion genética de A. seminis debido a que se aprecian cambios en los patrones de
proteinas, en particular, a las bandas de 25 y 50 KDa (Figura 6; Figura 7, carriles 3 a 7), mismas
que podrian tener un importante efecto dentro de la patogénesis de este microorganismo.
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El inmuno reconocimiento obtenido usando suero de animales infectados con A. seminis nos
indica que las proteinas expresadas en presencia de testosterona, también se expresan in vivo, y
son inmunogénicas. Con lo referente a las probables adhesinas, al tener unién con moléculas
como el fibrindgeno y la fibronectina, nos sugiere que se trata de moléculas de adhesion, sin
embargo, aun falta corroborar su participacion a través de ensayos de adhesion en cultivos
celulares y su inhibicion o disminucion en la adhesion, con el uso de anticuerpos especificos o
con el uso de otras moléculas tales como carbohidratos. Ademds, su identificacion por
espectrometria de masas nos indicara si se trata de adhesinas o de proteinas con mas de una
funcion, tal y como se describidé previamente por Montes-Garcia y colaboradores (2018), quienes
describieron una fosfoglicerato mutasa (25 KDa) y el Factor de Elongacion Tu.

En el presente estudio se muestran los resultados preliminares en la expresion de posibles
proteinas amiloides (PA) de aproximadamente 48, 37 y 30 KDa presentes en A. seminis en
presencia o no de testosterona, esto aproximadamente a 37 KDa. Las PA son proteinas que
suelen asociarse con diferentes colorantes como el Rojo Congo o la tioflavina, ejemplo de ello,
es la proteina Curli, expresada por Escherichia coli o Salmonella spp (Chapman et. al., 2002),
por medio de la cual estos microorganismos establecen interacciones inter bacterianas.
Asimismo, las fibras curli tienen capacidad adherente e interaccionan con moléculas del
hospedero como laminina, fibronectina, plasminégeno y el Complejo Principal de
Histocompatibilidad clase I (MHC I). Esta habilidad sugiere que las fibras curli participan en la
mediacion de la invasividad de estas bacterias a través de una mayor adhesion hacia células del
hospedero, ademds de que promueven la evasion del sistema inmune al tener la capacidad de
recubrirse con fibronectina; también es probable que esta capacidad de interaccionar con
moléculas de la matriz extracelular del hospedero facilite el establecimiento del biofilm (Gophna
et al., 2002).

De esta manera, la capacidad de unir el colorante Rojo Congo por A. seminis nos sugirio la
posibilidad de expresion de proteinas amiloides por esta bacteria. En 2014, Montes-Garcia
identificO una proteina amiloide-like expresada por Mannheimia haemolytica a un peso
molecular aproximado de 50 KDa identificada como OmpP2-like, mientras que en 2017
Lopez-Ochoa y colaboradores describieron en Gallibacterium anatis una proteina amiloide-like
de aproximadamente 37 KDa del tipo EF-Tu, resultado muy similar al encontrado en esta
investigacion, ya que el corrimiento electroforético de muestras de proteinas de membrana
externa o proteinas secretadas de bacterias crecidas en presencia de RC, nos confirmé esta
posibilidad (Figura 13) con una banda de aproximadamente 37 KDa observada geles sin tefiir, lo
que sugiere la posibilidad de proteinas semejantes entre los diferentes miembros de la familia
Pasteurellaceae, sin excluir su intima relacion con la proteina curli de E. coli.
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Cuando se realiz6 la cuantificacion de union de RC por 4. seminis (Grafico 2), se observo que a
concentraciones de 3 y 5 ng/ml de testosterona, existia un incremento en estas lecturas, pero una
disminucién considerable a una concentracion de 4 ng/ml de hormona. Se desconoce el motivo
por el cual se aprecian estos cambios en las lecturas de RC cuando A. seminis crece en presencia
de dichas concentraciones de hormona. Se esperaba que, si las hormonas cambiaban la cantidad
de PA expresada, variara la cantidad de RC unido, a mayor concentracion de PA, mayor union de
RC, y menos cantidad en el sobrenadante, sin embargo, como se ha mencionado, a
concentraciones de 3 y 5 ng/ml de hormona se observaron cantidades mayores a las determinadas
en la muestra control (Grafico 2). Estos incrementos parecen no deberse a la presencia de
hormonas o a componentes secretados por la bacteria. De esta manera, podemos inferir en que
las PA expresadas por A. seminis podrian favorecer la virulencia de este microorganismo
aumentando la adhesion hacia células del hospedero.

Se sabe que la capacidad de producir una biopelicula les permite a las bacterias permanecer en el
hospedero con mayor facilidad, evitandoles asi dafnos causados por diferentes tipos de estrés (pH,
temperatura, oxidacidon, nutricional, entre otros), resistencia a antibidticos y depredacion.
Asimismo, es sabido que la testosterona tiene un alto impacto e importancia en los diferentes
procesos de infeccion, favoreciendo la expresion de diversos factores de virulencia en multiples
cepas de diferentes microorganismos. En 4. seminis previamente hemos mostrado que cuando se
crece esta bacteria en presencia de testosterona, se induce la expresion de proteinas que podrian
fungir como probables adhesinas debido a su capacidad de interaccionar con fibrindgeno
biotinilado.

Se ha descrito para diversos microorganismos que la presencia de hormonas sexuales o del estrés
inducen cambios en la cantidad de biopelicula formada (von Stein et al., 2021). Por ello, se quiso
saber si la testosterona inducia cambios en la cantidad de biopelicula formada o si estas
hormonas inducian una probable dispersion de éstas. Por lo que, al realizar los diferentes
ensayos, se observo que la cantidad de biopelicula no es afectada por las diferentes
concentraciones de testosterona evaluadas, excepto por 1 ng/ml, en que se incrementa
ligeramente; y aunque se aprecia una menor cantidad de biopelicula ya formada al incubarla con
5 ng/ml de testosterona (Grafico 4), esta diferencia no es significativa. Por lo que se puede
concluir que la testosterona no induce la dispersion de biopeliculas, pero el incremento en las
concentraciones de testosterona podria influir en la colonizacién, mas no en la capacidad de
formar biopeliculas.
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10.CONCLUSIONES

- Latestosterona favorece el crecimiento de Actinobacillus seminis cepa ATCC 15768.

- La testosterona favorece la expresion proteica y de probables adhesinas a concentraciones
fisiologicas

- En presencia de testosterona, se induce una mayor expresion de posibles proteinas
amiloides de 48, 37 y 30 KDa en A. seminis.

- La testosterona no participa activamente en la formacion de biopeliculas de 4. seminis, ni
tampoco en su dispersion.
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11I.PERSPECTIVAS

- Identificar y caracterizar la proteina amiloide expresada por 4. seminis en presencia de
testosterona.

- Identificar alguna de las proteinas secretadas al medio y probables adhesinas expresadas
en la biopelicula de A. seminis en presencia de testosterona y continuar con su
caracterizacion.
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