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RESUMEN

Las principales funciones de las hormonas esteroides son el control de la reproduccidn, el crecimiento y el
desarrollo de drganos sexuales en los mamiferos. Sin embargo, se ha sugerido que éstas tienen un papel
importante en la fisiopatogenia de diversas enfermedades, relacionando el estatus genérico de los
individuos con la susceptibilidad a patologias infecciosas. Nocardia brasiliensis es el agente responsable
de aproximadamente el 84% de los casos de actinomicetoma en México. Esta enfermedad es mas
frecuente en hombres que en mujeres en una relacién de 3:1. Lo anterior sugiere que las hormonas
esteroides pueden jugar un papel importante en el establecimiento de N. brasiliensis en el hospedero.
Estudios previos han demostrado que las hormonas esteroides tienen un efecto en la morfologia, el
crecimiento y en la evolucién clinica del micetoma en modelo murino. Sin embargo, se desconocen los
efectos de estas hormonas en la expresidon genética de N. brasiliensis. El presente trabajo tuvo como
objetivo principal identificar los genes de N. brasiliensis que modifican su expresidon genética ante la
presencia de 17 B-estradiol y testosterona mediante la técnica de RAP-RT-PCR. Para esto, se realizaron
cultivos en Caldo BHI a los cuales se les adicionaron hormonas esteroides (estrégeno y testosterona) por
separado a una concentracién sérica humana normal (CSHN), 10 veces la CSHN vy cultivos control que
carecian de hormonas. De cada uno de los tratamientos, se extrajeron las masas bacterianas a las 2, 8 y
24 horas de estimulacién con ambas hormonas de las que se extrajo el RNA total, el que se usé como
templado para sintetizar cDNA utilizando diversos primers aleatorios. Los fragmentos que presentaron
una expresion diferencial fueron purificados y clonados en un vector de clonacién plasmidico para su
posterior secuenciacién y analisis en el banco de datos con el programa BLAST (blastx). En total, 25
fragmentos mostraron una expresion diferencial. De éstos, 12 incrementaron su expresion (seis con
estrogeno y seis con testosterona) y 13 la inhibieron (cuatro con estréogeno y nueve con testosterona). Del
total de fragmentos con expresion diferencial, 10 fueron clonados exitosamente. El analisis mostré que la
secuencia de los fragmentos tiene similitud con 10 proteinas, de las cuales 4 corresponden a proteinas
hipotéticas y 6 corresponden a proteinas con funciéon conocida: PBR (regulador de la biosintesis de la
fenazina), Subunidad E1 de la piruvato deshidrogenasa, rRNA (adenina-N (6)-)-metiltransferasa, hidrolasa
de pared celular, anhidrasa carbdnica y carboxilesterasa. Los fragmentos correspondientes a la
estimulacién con estradiol mostraron similitud con varias proteinas hipotéticas, la proteina PBR y una
Piruvato deshidrogenasa. Por su parte, los fragmentos provenientes de la estimulacion con testosterona
mostraron similitud con proteinas hipotéticas, metiltransferasas, hidrolasas de pared celular, Anhidrasa
carbdnica, PBR y carboxilesterasa. Todas las proteinas de las que se conoce su funcién estan implicadas en

el metabolismo esencial de diversos organismos. Sin embargo, también pueden jugar un papel

11



importante en la virulencia de N. brasiliensis. El presente trabajo, representa el primer estudio en relacién
al efecto de las hormonas esteroides en la expresiéon genética de N. brasiliensis, el cual abre camino a
diversas investigaciones para conocer la funcién y los mecanismos de accion de las proteinas aqui

mencionadas.
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ABSTRACT

The main roles of steroid hormones are the control of reproduction, growth and the development of
sexual organs in mammals. However, it has been suggested that they are also implicated in the
physiopathogeny of certain diseases, relating the generic status of individuals with the susceptibility to
infectious pathologies. Nocardia brasiliensis is responsible for approximately 84% of the cases of
actinomycetoma in Mexico. This disease is more frequent in men than in women with a ratio of 3:1. This
ratio suggests that steroid hormones may play a role in the establishment of N. brasiliensis within the
host. Previous studies found a significant effect of steroid hormones in the growth, morphology, and
clinical course of actinomycetoma caused by N. brasiliensis in the murine model. However, the effects of
steroid hormones on N. brasiliensis gene expression are remain unknown. The main goal of this study was
to identify the genes of N. brasiliensis that show a differential expression when treated with 17 B-
estradiol and testosterone using the technique RAP-RT-PCR. Cultures of N. brasiliensis were carried out in
BHI broth, which were separately added with steroid hormones (estrogen and testosterone) at normal
seric human concentration (NSHC), 10 times the NSHC and cultures where no hormone was added. Of
each of these treatments, the bacterial mass was extracted after 2, 8, and 24 hours of hormonal
stimulation. Then, the RNA was extracted and cDNA was synthesized through PCR with random primers.
The DNA fragments that showed a differential expression were purified and cloned in a plasmid vector.
After cloning, the fragments were sequenced and analyzed with the program BLAST (blastx). In total, 25
fragments showed a differential expression under the treatments of testosterone and estrogen. Of these,
12 increased their expression (six of testosterone, and six of estrogen) and 13 inhibited their expression
(nine of testosterone and four of estrogen). Of the 25 differentially expressed fragments, 10 were
successfully cloned. The sequence analysis of these fragments showed that they have a high similarity
with four hypothetical proteins and six had a similarity with proteins of known function: PBR (phenazine
biosynthesis regulator), Pyruvate dehydrogenase subunit E1, rRNA (adenine-N(6)-methyltransferase), cell
wall hidrolase, Carbonic anhidrase, and Carboxilesterase. The fragments obtained with the stimulation
with 17 B-estradiol showed similarity with the proteins PBR, and a pyruvate dehydrogenase. In the other
hand, the fragments obtained after stimulation with testosterone showed similarity with hypothetical
proteins, methyltransferases, cell wall hydrolases, carbonic anhidrase, PBR, and carboxylesterase. All of
the proteins with known function play an important role in the core metabolism; however, they also may

play an important role in the virulence of N. brasiliensis. The present work is the first one that evaluates
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the effect of steroid hormones on the genetic expression of N. brasiliensis. Further research should study

the function and structure of the proteins aforementioned.
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1) INTRODUCCION

1.1. Nocardia brasiliensis
1.1.1. Taxonomia

El mundo de los organismos vivos esta clasificado en tres grandes dominios: Archaea, Eukarya y Bacteria.
Taxondmicamente N. brasiliensis pertenece al dominio Bacteria, orden Actinomicetales y familia
Nocardiaceae "2 |3 primera descripcién del género Nocardia fue hecha por Edmon Nocard en 1888,
a partir de un caso de linfadenitis bovina. Un aifo después, Trevisan caracterizé el mismo aislado y lo
nombrd N. farcinica, la cual fue considerada como la especie tipo del género. Afios mas tarde Gordon y
Mihm encontraron que la cepa inicialmente descubierta por Nocard era idéntica fenotipicamente a N.

(Brown-

asteroides, por lo que N. farcinica se considerd posteriormente como una sinonimia de N. asteroides
Eliot. 2006) ') 5 especie N. brasiliensis fue descrita por Lindenberg en 1909 como Discomyces brasiliensis. En
ese tiempo la literatura incluia varios sindnimos para esta especie, algunos de ellos fueron Streptothrix
brasiliensis, Oospora brasiliensis, Actinomyces brasiliensis y A. violaceus subsp. brasiliensis "ot 2006)
Actualmente los procedimientos moleculares han contribuido a la descripcién de 54 especies de Nocardia

y de ellas 33 se han descrito como patégenas para el humano BrownEliot. 2006)

1.1.2. Caracteristicas de N. brasiliensis

El orden al cual pertenece N. brasiliensis es un grupo muy grande de bacterias que vive en multiples
habitats naturales y en tierras de cultivo donde juegan un papel importante en el reciclaje de nutrimentos
(Goodfellow. 1983) N7y chos de estos organismos son saprofitos y algunos forman asociaciones parasitarias o
mutualistas con algunas plantas y animales. Macroscépicamente N. brasiliensis forma colonias de aspecto
céreo, superficie plegada, con tendencia a formar micelio aéreo conforme la colonia envejece. Presenta
coloraciones que van desde los tonos blancos hasta los tonos anaranjados. Es una bacteria aerobia,
parcialmente acido alcohol resistente, Gram positiva, que se caracteriza por formar estructuras
microscopicas bacilares, filamentos Unicos o ramificados de alrededor de 1 um de didmetro, ademas de

(Sandoval. 1996)

estructuras cocoides irregulares . Es una bacteria intracelular facultativa que puede vivir y

multiplicarse dentro de los macrdéfagos del huésped infectado, pero de igual manera crece

extracelularmente en medio de cultivo (2" Carmona. 2005)

Para la identificacion de la especie se realizan diversas pruebas fisioldgicas. Entre las mas

comunes se encuentran el crecimiento en gelatina, hidrélisis de gelatina, descomposicion de caseina,
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tirosina e hipoxantina, en las que N. brasiliensis es positiva. Esta bacteria es negativa en Ia
descomposicion de xantina ®ewnEliet 2000 (cyadro 1). Los intervalos de temperatura de crecimiento se

encuentran entre los 10 y 45°C, con un pH entre 6.0 y 9.0, con crecimiento éptimo en cloruro de sodio al

5%(Sandoval. 1996)

O
Descomposicion de
Q
©
2 o
o » =
EEZ Zg g 2 & §
S B o= o = Z 3
Actinomiceto 35 =TD @ S < e
O o T o (@] > = T
N. brasiliensis + + + - + +
N. asteroides - - - - ; :
N. caviae - - . + - +
Actinomadura madurae NU + + = + +
A. pelletieri NU + + - + +
Streptomyces NU + + - + -

somaliensis

Cuadro 1. Pruebas bioquimicas comunmente utilizadas para la identificacion de la
cepa FM825. NU. No utilizado. Tomado y modificado de Brown-Elliot, 2006.

1.2. Infecciones causadas por N. brasiliensis

Los actinomicetos son microorganismos que causan enfermedades graves como la tuberculosis y la lepra
por Mycobacterium tuberculosis y M. leprae respectivamente. En el caso particular de los actinomicetos
del género Nocardia, la nocardiosis y el micetoma son las patologias de las que con mayor frecuencia son

responsables (-0Pe% 2006).

La Nocardiosis es causada principalmente por la especie N. asteroides; sin embargo, N. brasiliensis

(Lerner. 199) Eny |3 actualidad se

es otro de los agentes causales mas importantes de este padecimiento
conocen 3 formas clinicas que se asocian a la localizacidon anatéomica: pulmonar, cutdnea y diseminada.

Este padecimiento se presenta en edades variables que van de los 30 a los 50 afios. En relacién al género,
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se presenta en una proporcion hombre-mujer entre 3:1 y 2:1. La nocardiosis pulmonar es una infeccion
oportunista que se adquiere por la inhalacion de fragmentos filamentosos que se encuentran en el aire.
(Lemer. 19%) Afacta el pulmén con mayor frecuencia en pacientes inmunocomprometidos secundario a la
leucemia y el linfoma. El deterioro en las defensas pulmonares locales producidas por padecimientos
como enfisema, bronquitis, asma y tuberculosis son otros de los factores predisponentes. La nocardiosis
cutanea se adquiere por la inoculacidon traumatica por medio de espinas, astillas etc., en miembros
superiores e inferiores; se puede manifestar como celulitis, pustulas, piodermia, sindromes linfocutaneos
o como abscesos localizados que imitan una infeccidn asociada con otras bacterias. Este tipo de infeccién
en la mayoria de los casos es una consecuencia de un cuadro primario pulmonar. N. asteroides se asocia a
la mayoria de los casos de nocardiosis diseminada aunque existen pocos casos reportados de Nocardiosis
diseminada; Lopez y colaboradores reportaron a N. brasiliensis como agente causal de nocardiosis
diseminada formando abscesos cerebrales y oculares "> 2°*? N prasiliensis es responsable de producir

principalmente el micetoma crénico localizado Ro/2s-Marin- 2003)

La patologia mas importante causada por N. brasiliensis es sin duda, el micetoma. Este es una
infeccidn subcutanea que se adquiere por la inoculacion traumatica exdgena de hongos (Eumicetoma) o
actinomicetos aerobios (Actinomicetoma) cuyos agentes causales se establecen en el tejido del
hospedero. La enfermedad se localiza principalmente en miembros inferiores aunque también puede

presentarse en cualquier region del cuerpo e 2008)

. Ademas del evento traumatico con pérdida de
continuidad de la piel existen otros factores que favorecen la enfermedad, como el estado nutricional
deficiente, la incapacidad del hospedero para generar una respuesta inmune adecuada y la exposicion

continua al microorganismo (HermandezHernandez. 2008)

Los estudios epidemioldgicos sitlan geograficamente al micetoma en paises localizados en el
cinturdn intertropical del planeta, que abarca regiones de clima templado (entre los paralelos 14 y 32),

| (Sandoval. 1996)

principalmente India, Sudan, Senegal, Somalia, México, Venezuela y Brasi . México es uno de

los paises en los que existe un mayor nimero de casos documentados de actinomicetoma (98%) (e

2006; Sandoval. 199) En todos los estados de la republica se han descrito casos, predominando en Jalisco,
, . , Lopez. 2 .- . ..

Nuevo Ledn, Morelos, San Luis Potosi, Guerrero " 2%} N prasiliensis es el principal agente responsable

del actinomicetoma en México (87%) (6P 2008),

Este padecimiento afecta a personas en edades que van desde los 3 hasta los 80 afios; con mayor

frecuencia se presenta en hombres que en mujeres con una relaciéon de 3:1 respectivamente. Los
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campesinos son el grupo ocupacional que estd mdas expuesto a contraer la enfermedad ya que
frecuentemente sufren heridas y se encuentran en contacto directo con el suelo, de donde los agentes

(Lépez. 2006)

causales pueden ser aislados con cierta facilidad . Las infecciones en extremidades inferiores se

presentan con mayor frecuencia, seguida de tronco, extremidades superiores cabeza y cuello %% 2009,

Las lesiones se presentan en el drea de inoculacion, es decir, la mayoria de casos son localizados.

El actinomicetoma clinicamente se caracteriza por el aumento de volumen indoloro de la regién
afectada, acompanado de fistulas que drenan un material purulento o hemato-purulento, el cual contiene
granos constituidos por micro-colonias del agente etioldgico HemandezHermandez 2008) gyictan algunos reportes
en donde se ha evidenciado la diseminacién de N. brasiliensis hacia otras regiones del cuerpo €™ %%,
Por ejemplo, Mufioz y colaboradores observaron la diseminacién de N. brasiliensis a partir de una
infeccion localizada en un brazo hacia uno de los rifiones del paciente (MuficzHernandez 2009)
Experimentalmente se ha demostrado la diseminacion hematdgena de N. brasiliensis a partir de una
lesion en el cojinete plantar de ratones Balb/c. Estos ratones, presentaron lesiones renales

granulomatosas ademas de evidenciar la presencia de bacilos en cerebro y rifign (P2ma-Rames. 2008)

1.3. Hormonas

La endocrinologia es la rama de la medicina que estudia las glandulas de secrecién interna, sus
secreciones especificas (hormonas) y sus enfermedades. Esta disciplina también estudia la biosintesis,
almacenamiento y funcién de las hormonas asi como de los tejidos que las secretan. Una hormona es un
compuesto quimico que es secretado por glandulas especializadas como la glandula pituitaria,
hipotdlamo, testiculo, ovarios y las glandulas suprarrenales. Estas moléculas se dirigen a drganos blanco a
través del torrente sanguineo para inhibir o regular la actividad de otros érganos (regulaciéon endocrina).
También pueden actuar de manera directa en los érganos en los que se producen (regulacién paracrina).
Cuando estas moléculas son liberadas al torrente sanguineo son llevadas por proteinas solubles
especializadas que las transportan hasta las células diana o sin molécula transportadora. De manera
general, se sabe que las hormonas se sintetizan en grandes cantidades para poder difundir en el
organismo, sin embargo, se les encuentra en bajas concentraciones en el torrente sanguineo. La gran
mayoria de estas moléculas tienen una vida media corta, por lo que llegan rdpidamente al érgano blanco

en el que ejercen su efecto.

La sintesis y secrecién de las hormonas, estdn reguladas por tres mecanismos: por

retroalimentacion (negativa o positiva), por control pardcrino y autécrinoy por ritmos hormonales. En la
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regulacién por retroalimentacién, una hormona o un sustrato pueden estimular o disminuir la secrecion
de otra hormona o de otras sustancias. Se dice que es una retroalimentacién positiva si el producto
estimula a la hormona o directamente a la enzima para que siga generando el producto. Una
retroalimentacion negativa se da cuando el producto inhibe a la hormona o a la enzima para que deje de
producirse. Por ejemplo, durante la ovulacidn se secretan cantidades pequefias de estrégeno, que

estimula la liberacién de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) en el hipotdlamo y la hormona

luteinizante (LH) en la glandula pituitaria. Adicionalmente la GnRH estimula la liberacién de LH que a su
vez provoca la liberacién de estrégeno adicional en los ovarios causando una retroalimentaciéon positiva,
aumentando los niveles de GNRH y LH en el torrente sanguineo. Por otro lado, después de la ovulacién, en
el ovario se forma el cuerpo Iuteo provocando la liberacién de progesterona en respuesta a la LH. La
progesterona inhibe la liberacion de GnRH y LH por lo que las concentraciones de estas dos ultimas

moléculas disminuyen en el torrente sanguineo causando una retroalimentacion negativa (PorantesCuélar. 2012

Flores-Lozano. 2005)

El control pardcrino consiste en que la hormona actla sobre células adyacentes a las células
secretoras. En el control autécrino la hormona actia en las mismas células que la producen. La
produccién de hormonas puede ser regulada por ritmos que incluye la adaptacién al medio ambiente, los
cambios de edad, las estaciones del afio, la alimentaciéon y el estrés. Los ejemplos mds comunes son los

relacionados con el inicio de la pubertad, la menopausia y el ciclo menstrual (Porantes-culiar. 2012)

Receptores hormonales humanos

En los érganos blanco existen receptores a los cuales se unen las hormonas y activan diversas vias de
sefializacion. Estos receptores pueden estar localizados en la membrana celular, en el nicleo o en el
citoplasma. Las hormonas cuentan con una afinidad especifica para su receptor. El numero de receptores
varia en los diferentes tejidos y drganos blanco. Algunas hormonas transportadas por péptidos vy
proteinas no difunden a través de la membrana por lo que se acoplan a receptores extracelulares
provocando una respuesta intracelular. La mayoria de estos receptores se unen a proteinas G que activan
ciertas enzimas que estimulan o inhiben a un segundo mensajero que a su vez activa a proteinas cinasas
que finalmente regulan la expresion genética de ciertas regiones del DNA. Por otro lado, las hormonas
tiroideas y esteroides por ser lipofilicas, atraviesan la membrana por difusién simple; asi, la hormona se

une a sus receptores nucleares o citoplasmaticos conformando una dimerizacion (hormona-receptor)
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(Wierman.

para posteriormente unirse a secuencias especificas en el DNA y silenciar o activar ciertos genes

2007; Kronenberg. 2009)

El analisis de los genomas completos de multiples organismos como bacterias, levaduras
(Saccharomyces cerevisiae), la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster), el gusano Caenorhabitis
elegans, la planta Arabidopsis thaliana y el humano, ha permitido una visién general de la maquinaria de
sefalizacion utilizada por diversas formas de vida. Se sabe que S. cerevisiae emplean receptores ligados a
proteinas G, sin embargo, carece de receptores tirosin-cinasa y receptores nucleares parecidos a la familia
del receptor de estrégeno, en el caso especifico de D. melanogaster y C. elegans comparten con el
humano algunas vias de sefializaciéon. En nuestro conocimiento, sélo existe un trabajo en donde se

caracterizé un receptor hormonal citosélico en la bacteria Streptomyces hydrogenans "™ %73,

1.3.1. Hormonas esteroides

De manera clasica, a las hormonas esteroides se les ha atribuido el control de la reproducciéon, del
crecimiento, del desarrollo de drganos sexuales y de la acentuacion de los caracteres sexuales
secundarios; sin embargo, estas moléculas cumplen otras funciones que van mas alld de las ya

mencionadas.

Las hormonas son un conjunto de moléculas ampliamente estudiado. Se les clasifica en tres
grandes grupos de acuerdo a su composicidén quimica: |) Hormonas derivadas de aminoacidos
(catecolaminas, hormona, luteinizante (LH) y la gonadrotopina coridnica) 1l) hormonas de origen proteico
(hormona del crecimiento humano) y IIl) hormonas lipidicas que incluyen las hormonas esteroides como

la testosterona, estrégeno, estriol, estriona, progesterona (Florestozane- 2005)

Las hormonas esteroides forman parte del grupo lll, por lo que difunden libremente a través de la
membrana plasmadtica. Se sintetizan principalmente en las génadas aunque también existen otros sitios
de sintesis tales como la corteza suprarrenal, la placenta, higado, piel y en el tejido adiposo ™ 2003),

Estas hormonas se sintetizan a partir del colesterol.

Los esteroides sexuales se clasifican de acuerdo a su estructura quimica y su actividad bioldgica en

, , ., -L .2
tres grandes grupos: 1) estrégenos, I1) progestagenos, y I11) andrégenos (Forestozane: 2005)

) Los estréogenos son esteroides de 18 carbonos que se caracterizan por la presencia de un

anillo aromatico, un grupo hidroxilo fenélico en C-3 y un hidroxilo (estradiol) o cetona
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(estrona) en el carbono 17. La enzima aromatasa es clave para la produccién de estrégenos
en el ovario. La produccién de la aromatasa P450 (P450arom) en las células de la granulosa
del ovario estd regulada fundamentalmente por la hormona foliculo-estimulante (FSH). El
estrogeno mas importante y abundante producido por el ovario del humano es el 17 B-
estradiol (E,). La estrona (E;) también sintetizada en el ovario y tiene como fuente extra-
glandular la androstenediona. El estriol (E3) es un estrégeno débil, producto del metabolismo
del estradiol y la estriona, es el mas abundante en la orina y aumenta en la obesidad y en el
hipertiroidismo. El sulfato de estrona, formado por la conversion periférica de estrégeno y
estriona, circula en mayor cantidad en sangre, pero carece de actividad bioldgica. La secrecién
de estrogeno es de 90 a 150 pg/dia en la fase folicular y de 200 a 2500 pg/dia en la fase lutea.
Se eleva bruscamente antes de la ovulacién y constituye lo que se conoce como pico pre-
ovulatorio. La biosintesis de los estrégenos es similar en todas las glandulas que producen
hormonas esteroides. El ovario utiliza principalmente el colesterol proveniente del LDL-
colesterol que se almacena en el citoplasma en forma de gotas; conforme se requiere, es
hidrolizado por la enzima colesterol esterasa, activado por la LH. Como resultado se acumula
AMPc como segundo mensajero, el cual estimula la produccidon de un RNA mensajero para el
receptor del colesterol. El colesterol libre se transporta a la mitocondria para iniciar el
proceso de esteroidogénesis. El colesterol es convertido a A5-pregnenolona, un compuesto
de 21 carbonos, por ruptura de su cadena lateral por la accién de la enzima 20,22-desmolasa
en las mitocondrias. Esta conversion es el paso limitante de la esteroidogénesis ovarica y esta
catalizado por un complejo de enzimatico compuesto por una enzima citocromo P450
(producto del gen CYP11A1), adrenodoxina y flavoproteina A. La A5-pregnenolona se
convierte en progesterona mediante la accién de 2 enzimas, la 3B-ol-deshidrogenasa (38-
DSH) y la A-isomerasa. La pregnenolona también forma andrégenos por la via A5, dando lugar
a la dehidroepiandosterona (DHEA), teniendo como paso intermedio a la 17a-OH-
pregnenolona. Para la sintesis de andrdégenos y estrégenos, el foliculo utiliza la via A5 en la
que es mas eficiente; por el contrario el cuerpo Iiteo emplea la A4 por la misma razén. La
enzima encargada del metabolismo de DHEA a androstenediona, es una 3 hidroxi-esteroide
isomerasa. La androstenediona es el principal andrégeno sintetizado en el ovario, aunque
también se producen pequefias cantidades de testosterona y dihidrotestosterona. Los
andrégenos, precursores de los estréogenos; la transformacion se logra mediante un proceso

denominado aromatizacion, que lleva a la elaboracion de un compuesto fendlico de 18
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1)

carbonos a partir de un esteroide neutro de 19 carbonos. La aromatizacion de la
androstenediona produce estrona, y la testosterona da lugar a la formacién de estradiol. A su
vez, la testosterona se interconvierte con androstenediona y la estrona con estradiol
mediante la enzima 173-oxidorreductasa. Los principales sitios de produccién esteroide en el
ovario son la granulosa, teca y cuerpo luteo que poseen el complemento enzimatico
requerido para toda la esteroidogénesis. Sin embargo, la produccidon individual esta
determinada por el nivel de gonadotropinas y sus receptores, la expresidon de las enzimas

esteroidogénicas y la cantidad de colesterol disponible (Floresozane. 2005; Kronenberg. 2009)

Los principales progestagenos son esteroides de 21 carbonos e incluyen la pregnenolona,
progesterona (P,) y 17-hidroxiprogesterona. La pregnenolona es de vital importancia en el
ovario por su posicidn clave como precursora de todas las hormonas esteroides. Por otro
lado, la progesterona es el producto principal del cuerpo Ilteo, responsable de la induccidn
de la actividad secretoria endometrial del Utero. La progesterona es necesaria para la
implantacién del évulo fecundado y para el mantenimiento del embarazo. Induce también la
decidualizacién del endometrio, inhibe las contracciones uterinas, aumenta la viscosidad del
moco cervical, favorece el desarrollo lateral de las glandulas mamarias y aumenta la
temperatura basal del cuerpo. El ovario secreta entre 3-6 mg/dia en la mitad de la fase
folicular y entre 20-40 mg/dia a mediados de la lUtea. La 20 a-OH progesterona, aumenta 2 o
3 dias antes de la ovulacién. En un ciclo menstrual la cantidad sintetizada es de

aproximadamente 200 mg (Flores-Lozano. 2005; Kronenberg. 2009)'

Los andrdogenos son esteroides de 19 carbonos e incluyen a la testosterona (T), la
dehidroepiandosterona (DHEA), la androstenediona (A) y la dihidrotestosterona (DHT). En los
humanos, el testiculo segrega diariamente de 3 a 10 mg de testosterona. La secrecién directa
de testosterona por la glandula suprarrenal y la conversion periférica de la androstenediona
segregada por la glandula suprarrenal aportan en conjunto otros 500 pg de testosterona
diarios. En contraste el testiculo humano segrega Unicamente una cantidad pequefa de
dihidrotestosterona que en su mayoria procede de la conversidn periférica de la testosterona.
La testosterona se produce en el testiculo en las células de Leydig adultas. La secrecién de
testosterona esta regulada por mecanismos de retroalimentacién que actuan dentro del eje

hipotdlamo-hipéfiso-gonadal. La liberacién de GnHR en el hipotdlamo estimula la liberacidn
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de LH en la hipdfisis anterior lo que a su vez estimula a las células de Leydig del testiculo para
sintetizar testosterona. La secrecidon de testosterona tiene ritmos pulsatiles, diurno y
circadiano. Las concentraciones mas elevadas se observan en las horas siguientes al despertar
y las concentraciones mas bajas se encuentran dentro de las primeras horas de la tarde vy al
final del dia. El colesterol necesario para la biosintesis de testosterona puede llegar a la célula
desde el colesterol circulante o puede sintetizarse dentro de las células de novo a partir del
acetato o desde los ésteres de colesterol. El factor crucial en la biosintesis de testosterona es
el suministro de colesterol a la membrana mitocondrial interna, que es el punto del complejo
de escision de la cadena lateral del colesterol en pregnenolona. La proteina reguladora de la
esteroidogénesis (STAR) pone al colesterol a disposicidon del complejo de cadena lateral del
colesterol y regula la tasa de biosintesis de testosterona. La conversion del colesterol en
testosterona puede producirse a través de dos vias biosintéticas la via A5 y la via A4. En el
testiculo humano predomina la via A5 que conlleva a la escisidon de la cadena lateral de la

pregnenolona, reduccién del grupo 17-ceto y oxidacién del anillo A (Flores-tozano. 2005; Kronenberg. 2009)

1.4. Técnicas moleculares para el estudio de la expresion diferencial

En la actualidad existen varios procedimientos moleculares que permiten evaluar la expresién diferencial
en diversos organismos M 2°Y Una de las primeras técnicas fue la hibridacién sustractiva que se utilizé
para comparar la expresién genética ante diversos estimulos y para generar bibliotecas gendmicas de
cDNA et 1993) 1) o5 genes diferencialmente expresados se aislan por la hibridacién de cDNAs (que
representan una muestra de prueba) con RNA mensajero proveniente de un organismo estimulado. Las
secuencias tanto de doble cadena como de cadena sencilla se aislan mediante cromatografia de
hidroxiapatita para comprobar los genes diferencialmente expresados. Una de las limitantes mas
importantes en esta técnica es que se necesitan grandes cantidades de RNA mensajero para llevar a cabo
este tipo de ensayos. Posteriormente se implementaron otras técnicas mediante la utilizacién de RNA a
bajas concentraciones. Williams y colaboradores V"™ 9% qesarrollaron una técnica novedosa en la que
comparaba la secuencia de DNA que provienen de un especie con otros DNAs de especies relacionadas
Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPDs). En estos trabajos demostrd la presencia de hibridos,
asi como la similitud de genomas provenientes de distintos sitios geograficos. Fue a partir de esta técnica

(tiane- 1992) gesarrollaron la técnica de despliegue diferencial. Esta técnica estd

gue Liang y colaboradores
basada en la sintesis de cDNA a partir de RNA total utilizando oligonucledtidos arbitrarios que poseen

fragmentos repetidos de Timinas (poli T) las cuales se unen a los mRNAs que se caracterizan por la
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presencia de colas de poli A al inicio de sus secuencias. Posteriormente se realiza una PCR con los mismos
oligonucledtidos arbitrarios para finalmente comparar una o varias situaciones respecto a un control sin
tratar. Una limitante importante en esta técnica para el presente estudio es que Unicamente se puede
utilizar en transcritos de eucariontes, ya que los transcritos de los procariontes carecen de estas colas de
poli A. En afios recientes, se implementd una variante de despliegue diferencial utilizando mRNA de

origen procarionte. Esta técnica llamada “RNA fingerprinting by arbitrarily primed PCR (RAP-RT-PCR)"e*"

1992; McClelland. 1995; Fislage. 1997; Mathieu. 1999; Benson. 2000; Sturtevant. 2000; Chia. 2001; Walters. 2001) utiliza oligonucleétidos
arbitrarios de tamafo corto para iniciar la transcripcion inversa a diferencia de los oligonucleétidos con
secuencias de poli T utilizados en la técnica original (Liang. 1992) " A pesar de la gran ventaja que ofrece esta
técnica, son pocos los reportes en donde se utiliza este tipo de procedimiento en comparacién con los

trabajos en que se utiliza la técnica de despliegue diferencial en eucariontes.
I) ANTECEDENTES

2.1. Influencia de las hormonas esteroides sobre el cambio fenotipico y genético en diversos

organismos

Las hormonas esteroides controlan principalmente la reproduccién, el crecimiento y el desarrollo de
drganos sexuales en los mamiferos. Sin embargo, existen diversos campos de estudio de la microbiologia
que investigan el papel que desempefian en la fisiopatogenia de diversas enfermedades. En diferentes
reportes se ha demostrado que la susceptibilidad hacia algunas patologias infecciosas se encuentra
relacionada con el estatus genérico del individuo, presentando los hombres una mayor incidencia de

enfermedades infecciosas en comparacién con las mujeres €™ 2090,

En numerosos trabajos se ha puesto en evidencia que los machos de varias especies animales (p.
ej. nematodos, insectos, peces, reptiles, aves y mamiferos) presentan una mayor susceptibilidad a
enfermedades causadas por diversos agentes infecciosos. Lo anterior provoca que los machos presenten

(Klein- 2000) 'ge 3 sugerido que la susceptibilidad diferencial a

una vida media mas corta que las hembras
enfermedades infecciosas en machos y hembras esta relacionada con el sistema inmune y el sistema
enddcrino de cada uno de estos. Varios estudios explican que las hormonas esteroides regulan diferentes

: : Pung. 1984; Ansar. 1985; Y . 1991; S . 1998; Klein. 2000; T hi. 2001; B .
aspectos de la inmunidad del hospedero (Pung ; Ansar ; Yamamoto ; Sonex ; Klein ; Tsuyuguchi ; Bouman

2005; McClelland. 2013) " ain jnfiere gue las hormonas esteroides se encuentran implicadas en la susceptibilidad
y resistencia diferencial a infecciones entre hembras y machos. En particular, se ha sugerido que los

andrégenos reducen la inmunocompetencia del individuo, afectando la expresidon de genes involucrados
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en la resistencia a enfermedades (€™ 2000

. Lo anteriormente citado conduce a que los machos presenten
una respuesta inmune deficiente asociada a una disminucién en la produccién de anticuerpos. Ademas se
sabe que la respuesta inmune de los machos es principalmente anti-inflamatoria. Las hembras por otro
lado, presentan una eficiente respuesta inmune, una alta produccidn de anticuerpos, una alta respuesta

humoral y una respuesta pro-inflamatoria a diferencia de los machos *'"-2000),

En diferentes revisiones se ha reportado que los machos son mas susceptibles que las hembras a
un gran nimero de enfermedades por protozoarios, hongos, bacterias, entre otros (& 2000; McClelland. 2011)
Algunos ejemplos de pardsitos que infectan al humano de forma diferencial de acuerdo a su estatus
genérico son Schistosoma, Leishmania, Plasmodium y Taeniq (®°°'e 1973 Bilingham, 1986; Zuk. 1996; Kiein. 2000; Klein. 2004)
En un estudio realizado por Eidinger en 1972, en el cual utilizé a algunos protozoarios como agentes
infecciosos, se demostrd que en ratones machos gonadectomizados se monta una eficiente respuesta
inmune similar a la de las hembras. Por su parte, los machos que no fueron gonadectomizados

presentaron una alta susceptibilidad ante estos agentes infecciosos ‘F9nee" 1972

. Lo anterior nos sugiere
que las hormonas esteroides, en particular la testosterona estaria jugando un papel fundamental en el
establecimiento de ciertas enfermedades parasitarias, lo cual en parte podria explicarse por la baja

respuesta inmune asociada a la presencia de esa hormona (€™ 2000 McClelland. 2011)

A pesar de que en estos estudios se sugiere que los niveles de testosterona son el principal factor
que favorece o no el establecimiento de una enfermedad, las concentraciones de estradiol son de igual
importancia. Por ejemplo, la enfermedad causada por Leishmania mexicana afecta en mayor proporcion a
hombres que a mujeres, sin embargo las infecciones por este parasito se encuentran relacionadas en gran
parte por la concentracién elevada de estradiol. Se conoce que la resistencia contra L. mexicana esta
relacionada con los efectos del estradiol sobre el incremento de la transcripcién del mRNA de Interferon
Gamma (IFNy) en el ratén. En este estudio se utilizaron ratas hembras en las que se inhibid la produccion
de IFNy por medio de anticuerpos monoclonales. Por su parte, las ratas macho fueron tratadas con una
dosis de IFNy recombinante. Los resultados demostraron que las diferencias sexuales en cuanto a la
progresion de la infeccién se invirtieron, es decir, las hembras que usualmente son resistentes a la

. 1992 ..
(Roberts. 1992) ') giriendo

infeccidn por L. mexicana demostraron una mayor susceptibilidad que los machos
que las concentraciones de estradiol son determinantes en la susceptibilidad de la enfermedad por L.

mexicana.
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Al igual que las enfermedades causadas por protozoarios, las enfermedades causadas por hongos
siguen el mismo patrén, presentando los machos una mayor susceptibilidad a éstas. Existen tres
enfermedades causadas por hongos que presentan una marcada especificidad de género: criptococosis,

(McClelland. 2011)

candidiosis y paracoccidioidomicosis . En el caso de la criptococosis, causada por Cryptococus

neoformans, se ha observado una tendencia a presentarse con mayor frecuencia en los hombres

(Dromer.1996; - Hajjeh. 1999; Amornkul. |2003) gy harimentos in vitro han demostrado que el estradiol inhibe el

(Mohr. 1972)

crecimiento de C. neoformans . La candidiosis por Candida albicans se encuentra intimamente

ligada a la concentracién de hormonas esteroideas. Candida albicans es un hongo oportunista que forma

parte de la microbiota de la mayoria de los humanos sanos (Clderone: 2001

Bajo condiciones de
inmunosupresion, C. albicans puede convertirse en patdgeno e invadir el tejido de su hospedero (Ruiz
Herrera et al 2006). En mujeres con VIH y candidiosis oral se ha encontrado que existe una mayor carga

fingica con respecto a hombres con el mismo padecimiento M 20%)

. En un estudio realizado por
Mathur, se estudié la produccién de anticuerpos contra C. albicans. En este trabajo se evalué a mujeres
normales, mujeres con una disfuncién ovdrica, mujeres que utilizaban un anticonceptivo hormonal y
hombres normales. Los resultados demostraron que las mujeres normales infectadas en la fase litea de
su ciclo menstrual (cuando la concentracion de estradiol es mas baja) presentan una mayor cantidad de
células fungicas y una respuesta de anticuerpos baja en comparacién con la fase folicular en la cual existe
una alta concentracion de estradiol. En las mujeres con deficiencia en la produccion de estradiol y una
produccién normal de progesterona, se encontraron resultados similares a los encontrados en el grupo de
hombres: una alta concentracion de C. albicans y una alta produccidon de anticuerpos. Por ultimo, las
mujeres que consumian un anticonceptivo a base de progesterona contenian una alta carga fungica en
comparacion con las mujeres en fase folicular. Los autores sugieren que el estradiol pueden aumentar la

inmunidad y proteger al humano contra infecciones por C. albicans ™" 178,

Por otro lado, la paracoccidioidomicosis, infeccion causada por Paracoccidioides brasiliensis, es

(Fernandez. 2005) Estudios

mas frecuente en hombres que en mujeres en una relacion de 28:1 en México
realizados por Restrepo y Salazar demostraron que P. brasiliensis posee una proteina que fija estradiol,
inhibiendo la transformacién de la fase infectiva (micelio) a la fase parasitaria (levadura). Lo anterior

explica en parte la alta incidencia de la enfermedad en hombres con respecto a las mujeres (Restrero- 1984

Salazar. 1988)

En cuanto a las infecciones por bacterias, se ha observado en general que los machos suelen ser

mas vulnerables. Algunas especies de bacterias que afectan en forma diferencial a hombres y a mujeres
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son: Mycobacterium intracellulare, Treponema palladium, Borellia burgdorferi, Listeria monocytogenes,
Vibrio vulnificus, Pseudomona aeruginosa, Staphylococus aureus, Chlamydia trachomatis, Escherichia coli
y N. brasiliensis (Hlady. 1996; Kaushic. 2000; Merkel. 2001; Seo. 2003; Oliver. 2005; Jarefors. 2006, Lépez. 2006)' Por ejemplo, la septicemia
causada por Vibrio vulnificus en Estados Unidos presenta una marcada especificidad de acuerdo al
género. En un estudio realizado durante 13 afios en Florida, se demostrd que en las infecciones por V.

(Hlady. 1996; Oliver. 2005) En el

vulnificus, el 11% de los individuos fallecieron, todos ellos de género masculino
afio 2001, Merkel realizé un estudio con ratas hembras a las cuales se les practicé una ovariectomia y se
les inoculd V. vulnificus. Los resultados demostraron que la mortalidad de estas ratas aumentaba
significativamente, de manera similar a la mortalidad que se observé en los machos. La administracién de

estradiol en ratas gonadectomizadas de ambos géneros mejord la gravedad de la infeccign Mere! 200,

Existen algunos estudios donde se evalla el efecto de la testosterona en el establecimiento de
diversas enfermedades en el hospedero. Seo y colaboradores en el 2003 demostraron que la privacion de
la testosterona en ratas por medio de finasteride, un medicamento cuyo ingrediente activo es una enzima
reductasa que convierte la testosterona en dihidrotestosterona, funciona como un tratamiento efectivo
contra la prostatitis bacteriana crénica causada por E. coli, sin reducir los niveles de testosterona

circulante en ratones °¢%20%%),

Los diversos estudios clinicos y epidemiolédgicos que se presentan a manera de antecedentes en
este trabajo manifiestan el predominio de los hombres a presentar diversas enfermedades. Sin embargo,
son pocos los trabajos en donde se hace referencia al efecto de las hormonas esteroides sobre la

expresion génica de los agentes infecciosos.

En el estudio realizado por Amirshahi se estudié el efecto del estradiol y la progesterona en la
expresion génica de Chlamydia trachomatis. Chlamydia trachomatis es una bacteria intracelular obligada
que infecta el tracto genital por contacto sexual en humanos. Estudios realizados con modelos animales
infectados con este microorganismo en el epitelio del tracto genital sugieren que el estatus hormonal en

(Amirshahi, 2011) 'para evaluar el efecto de

el momento de la infeccidén puede influir en el éxito de la infeccidn
las hormonas sexuales en el transcriptoma de C. trachomatis se realizé un cultivo celular con una linea de
células epiteliales humanas. A estas células se les adiciond por separado cada una de las hormonas a una
concentracidn sérica humana normal. Posteriormente se inoculdé C. trachomatis en cada una de las
condiciones (estradiol, progesterona, estradiol + progesterona y sin hormona). Para cada uno de los

tratamientos se extrajo el RNA y se realizaron hibridaciones en microarreglos que contenian el
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transcriptoma de C. trachomatis para evaluar la sobre expresion o la inhibicion de la expresidn génica. Los
resultados demostraron que aproximadamente el 25% del transcriptoma de C. trachomatis fue alterado
en respuesta a ambas hormonas. Sesenta y tres genes que representan el 7% del transcriptoma se sobre
expresaron, mientras que 151 genes (17% del transcriptoma) inhibieron su expresion génica bajo la
influencia de estradiol. En el caso de la exposicidon a progesterona, 85 genes (10% del transcriptoma) se
sobre expresaron y 135 genes inhibieron su expresion genética (15% del transcriptoma). De todos estos
genes se seleccionaron aquellos que presentaban una tasa de cambio alta. La regulacién de seis genes a
partir de la estimulacidn por estradiol (omcB, trpB, cydA, cydB, pyk y yggV) sugiere una respuesta de
estrés similar a la reportada previamente en otros modelos de persistencia por Chlamydia. Por su parte, la
estimulacién por progesterona dio lugar a una sobre expresion en general en cuanto a los genes

requeridos para la utilizacion de energja A™rshan- 2011,

2.2. Influencia de las hormonas esteroides en N. brasiliensis

En cuanto a N. brasiliensis, existen varios estudios epidemiolégicos en donde se hace referencia a la

susceptibilidad que presentan los hombres ante el micetoma (GmélezOchoa. 1962; Latapi. 1963; Mariat. 1963; Orio. 1963;

Lavalle. 1966; Develoux. 1988; Hay. 1992; Hernandez-Hernandez. 1995; Lopez. 2006; Fahal. 2004; Venkatswami. 2012) Orio y colaboradores
plantearon la existencia de una resistencia natural de las mujeres al micetoma posiblemente debida a

causas hormonales, lo que podria explicar en parte la diferente incidencia entre hombres y mujeres ©™

1963)

Lavalle en 1966 enfatizd el hecho de que la diferente incidencia del actinomicetoma entre
mujeres y hombres es un factor de resistencia antimicetoma que esta ligado al estatus genérico
asumiendo que este fendmeno es debido a las hormonas sexuales. Este autor menciona el caso de una
mujer de 21 afios que durante tres aifios habia presentado un micetoma de tamafo pequefio causado por
N. brasiliensis que se exacerbd cuando tuvo su primer embarazo. Posterior al parto, la mujer fue tratada
con griseofulvina. Tras este tratamiento la mujer presenté una notable mejoria. Sin embargo, un segundo
embarazo provocd una recaida del micetoma. En otro caso clinico presentado por el mismo autor, un
paciente de dos afos de edad presentd un micetoma causado por N. brasiliensis el cual curé sin necesidad
de medicamento. Tiempo después, cuando el nifio entrd a la pubertad, se desarrollé un nuevo micetoma

, . L: .1
que crecia con rapidez (2" 196),

Hernandez-Hernandez y colaboradores realizaron un trabajo mas profundo acerca del efecto de

las hormonas esteroides en el micetoma experimental asi como en el desarrollo de N. brasiliensis in vitro.
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En los estudios in vitro se evalud el crecimiento radial de la colonia bajo la estimulacion con estradiol,
progesterona y testosterona por separado en el medio de cultivo a 3 diferentes concentraciones. Por otro
lado, evaluaron el crecimiento de la masa bacteriana a través del consumo de glucosa bajo la estimulacién
de una sola concentracidn de cada una de las tres hormonas por separado. Los resultados mostraron que
la progesterona y la testosterona producen un efecto inhibidor en el crecimiento de N. brasiliensis. Por
otra parte, en presencia de estradiol observaron un ligero efecto estimulante en el crecimiento de la masa

(Hernandez-Hernandez, 1995)

bacteriana

En el estudio in vivo se evalud la evolucidn del micetoma experimental en ratones hembras y
machos con la aplicacién periddica de estradiol o progesterona en las hembras y testosterona para los
machos. Previo a la infeccidn con N. brasiliensis, se midié el didametro del cojinete plantar izquierdo para
evaluar el aumento de volumen de la inflamacién de la regidn afectada a causa de N. brasiliensis posterior
a la infeccién. Al término del periodo de observacion (49 dias), los ratones fueron sacrificados y de la zona
infectada se realizaron cortes histoldgicos para determinar el indice de invasividad y el niumero de
retrocultivos. Los resultados demostraron que el grupo de ratones hembra tratadas con estradiol fue
menos afectado, debido a que no presenté aumento de volumen al termino del estudio; a la sexta
semana, practicamente todos los ratones habian recuperado el didmetro plantar que presentaban al
inicio del tratamiento. El grupo de ratones hembra tratado con progesterona presentd una evolucion del
micetoma muy irregular; la tendencia a la recuperaciéon del diametro normal del cojinete plantar en este
tratamiento fue menor respecto al grupo de ratones tratados con estradiol. Por ultimo, los grupos de
ratones machos tratados con testosterona presentaron los mayores didmetros manteniendo el maximo

didmetro durante todo el periodo (49 dias).

En el estudio histopatoldgico se observé que los cortes del cojinete plantar de ratones tratados
con testosterona presentaron el mayor nimero de granos con un indice de invasividad de 0.5 en la escala
de 1. En los cortes histoldgicos de ratones tratados con progesterona se observé un indice de invasividad
de 0.27. El menor numero de granos se observo en los cortes correspondientes a los ratones tratados con

estradiol en donde reportaron un indice de invasividad del 0.23.

Por ultimo el retrocultivo de los ratones con testosterona presentd el mayor porcentaje
presentandose en el 59%. En el caso de la progesterona se presentd un porcentaje de recuperacién del

30% y con estradiol un porcentaje de recuperacién del 4.7% del total de los ratones.
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En los estudios in vitro la tendencia general del estradiol fue producir una estimulacion del
crecimiento de N. brasiliensis, contrario al efecto de la progesterona y la testosterona que indujeron un
efecto inhibidor. Estos datos no concuerdan con los resultados de estudios anteriores. Sin embargo, los
efectos in vivo demostraron resultados opuestos en donde el estradiol indujo un efecto inhibidor debido a
un menor didmetro de la almohadilla plantar en los ratones inoculados con N. brasiliensis asi como un
menor indice de invasividad y un menor nimero de retrocultivos contrario a lo sucedido con testosterona
y progesterona. Los resultados anteriores se acercan de manera similar a lo reportado en estudios
epidemioldgicos en donde las mujeres parecen presentar un efecto protector ante la infeccién por N.

brasiliensis (Hernandez-Hernandez, 1995)

1) JUSTIFICACION

En el actinomicetoma experimental murino causado por N. brasiliensis se ha demostrado que las
hormonas esteroides modifican su evolucidn. En esta instancia, se desconoce el efecto de estas hormonas
en la expresion de los genes que pudieran estar relacionados con el crecimiento bacteriano y/o con la

fisiopatogenia de la enfermedad.
IV) HIPOTESIS

Si las hormonas esteroides son capaces de modificar el crecimiento de Nocardia brasiliensis in vitro y
modificar la fisiopatogenia del actinomicetoma experimental, es probable que estos compuestos influyan

en la expresidn genética de esa bacteria.
V) OB JETIVOS
OBJETIVO GENERAL

e Identificar los genes de N. brasiliensis que son modificados en su expresién ante la presencia de

17 B-estradiol y testosterona.
OBJETIVOS PARTICULARES
e Caracterizar el aislado clinico FM825 de N. brasiliensis
e Determinar la curva de crecimiento de N. brasiliensis

e Estandarizacidn de la técnica RAP-RT-PCR
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e Determinar la concentracién de 17 B-estradiol y testosterona dptimas y tiempo de incubacion

para estudiar la expresion genética.

e Determinar los genes de N. brasiliensis que son modificados en su expresion ante la presencia de
17 B-estradiol y testosterona, tomando como referencia los genes provenientes de N. brasiliensis

tratada con el vehiculo hormonal.

e Caracterizar en tamafio y secuencia por lo menos un gen que se considere crucial en el

metabolismo vital y/o virulencia de N. brasiliensis

e Comparar este gen con la informacidn disponible en la base de datos correspondiente para inferir

su funcion.

VI) MATERIAL Y METODOLOGIA

En este trabajo se utilizé el aislado clinico de N. brasiliensis FM825, obtenido en Octubre del 2007 a partir
de una fistula de micetoma localizada en extremidad inferior de un paciente masculino de 54 afios,

originario de la ciudad de Puebla, México.
6.1. Caracterizacion morfoldgica, bioquimica y molecular del aislado clinico FM825

Se realizé un pre-cultivo del aislado clinico FM825 por estria de aislamiento en agar Brain Heart Infusion
(BHI) durante 5 dias a 28°C, a partir del cual se selecciond una sola colonia con la que se inicié un cultivo

para los estudios subsecuentes.
Caracterizacion morfoldgica

Morfologia macroscdpica. Se realizé un cultivo en BHI por estria de aislamiento a una temperatura de

28°C por 7 dias para determinar las caracteristicas morfoldgicas de las colonias (coloracidn y aspecto).

Morfologia microscdpica. Para este estudio, se realizaron microcultivos a partir de una colonia de 7 dias;
se hizo una suspension en agua destilada estéril y se sembré en una placa de agar BHI por estria masiva y
sobre ella se insertaron diagonalmente cubreobjetos estériles. Este cultivo fue incubado por 7 dias a una
temperatura de 28°C y después de ese tiempo se recuperaron los cubreobjetos a los cuales se realizé una

tincidon de Gram y una de Kinyoun (tincidn de acido alcohol resistencia), previa fijacidn con calor.

Caracterizacidn bioquimica
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Hidrélisis de caseina, tirosina, xantina e hipoxantina. Para caracterizar bioquimicamente el aislado

Lépez. 2004
(Lp )e

FM825 se prepararon medios de agar caseina, agar tirosina, agar xantina y agar hipoxantina n

placa, a los cuales se les inoculd en el centro un fragmento de un cultivo previo de 7 dias para observar el

9 (LoPez-2004) 51 cyal se le inoculd

halo de hidrdlisis. El crecimiento fue evaluado en medio de gelatina al 0.4
un fragmento del aislado FM825. El aislado clinico FM556 de N. asteroides se utilizé como control
negativo de esta prueba. Los resultados de las pruebas anteriores fueron comparados con los parametros

reportados como estandares para la identificacién del aislado clinico FM825.
Caracterizacién molecular

Se realiz6 la extraccion y purificacion de DNA. Se inoculé 500 pl de un cultivo previo de N. brasiliensis a un
matraz con caldo BHI. Este cultivo fue incubado a 28°C en agitacién a 120 rpm durante 5 dias; se separd

la masa bacteriana por medio de filtracién en papel y posteriormente se secé con papel filtro estéril.

Para extraer el material nucleico, se rompid la pared celular por maceracién de la masa bacteriana
con nitrégeno liquido. El macerado se transfirio a dos tubos de 1.5 ml conteniendo buffer de lisis y
proteinasa K (Proteinase K de Invitrogen), con la finalidad de digerir los componentes proteicos. Los tubos
fueron incubados a 65°C durante 1 hora, se les adiciond un volumen de fenol-cloroformo-isoamilico (25-
24-1), se agitaron vigorosamente hasta obtener una mezcla con aspecto lechoso y se centrifugaron a
13000 rpm durante 15 minutos. Posteriormente se transfirid la fase acuosa a sendos tubos nuevos donde
se le afiadié 0.1 volumenes de acetato de sodio y 2 voliumenes de etanol al 100%; se agitaron por
inversién suave hasta observar el material nucleico. Después de observar la precipitacién del DNA se
centrifugd a 13000 rpm durante 5 minutos, se decantd el sobrenadante y se lavé con 1 ml de etanol al
70%, se centrifugd por 5 minutos, se decantd el sobrenadante y se dejo secar a temperatura ambiente en
condiciones estériles. Una vez que el material nucleico se secd, se agregaron 30 pl de agua estéril milliQ.
El DNA obtenido fue tratado con 10 pl de una soluciéon de 10 mg/ml de RNAsa a cada tubo, los cuales

fueron incubados por una hora a 37°C.

Para cuantificar el DNA, se realizaron diluciones 1:500 de cada una de las muestras, y se realizaron
lecturas en un espectrofotémetro (Jenway Genova) a una longitud de onda de 260 y 280 nanémetros; se
hicieron los calculos para determinar la concentracién en pug/ul, de acuerdo a la férmula: densidad 6ptica

a 260nm X 50 X Factor de dilucion/ 1000.
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Para verificar la pureza y cantidad del DNA, se tomaron 5 pl de DNA de cada uno de los tubos y se
mezclaron con 1.6 ul de buffer de carga y 3.4 pl de agua milliQ. Esta mezcla se deposité en los pozos de
un gel de agarosa al 0.8% tefido con bromuro de etidio al que se le aplicaron 80 volts durante 1 hora. En
uno de los pozos se incluyd el marcador de peso molecular (A DNA/Hind Ill Fragments) para corroborar el
peso del DNA extraido. Una vez concluida la migracidn se visualizé la calidad del material extraido en un

transiluminador de luz ultravioleta UVP.
Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Una vez verificada la integridad del DNA, se procedio a realizar un PCR utilizando primers que permiten la

amplificacién de un fragmento del gen de la subunidad 16S del RNA ribosomal de 600 pb (RodrisuezNava. 2006)

Secuenciacion

El fragmento amplificado fue purificado y enviado a secuenciar. El analisis de la secuencia por
comparacién con la base de datos del gen bank confirmé la identidad del aislado como N. brasiliensis con

un 99%.

Para la PCR se utilizaron los siguientes reactivos y condiciones:

Primers
NOC 1 5’-GCT TAA CAC ATG CAA GTCG-3’
NOC2 5’-GAA TTC CAG TCT CCC CTG-3’
Reactivo Concentracion final
Buffer 10X 1X
MgCl, (30 mM) 1.2mM
dNTP’s (10 mM) 0.2 mM
NOC1 (5 pM) 0.4 mM
NOC2 (5 pM) 0.4 mM
DNA 20 ng
Taq polimerasa (Amplificasa 2U
BioTecMol)
H,0 MQ c.b.p. 50 ul

Cuadro. 2 Concentraciones de los componentes de la PCR para amplificar la regién del 16 S ribosomal.
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Figura 1. Programa de temperaturas utilizado en el termociclador para la
amplificacion de la regién del 16S ribosomal.

La purificacién del producto de PCR se llevd a cabo de acuerdo a las instrucciones del fabricante del

QIAquick PCR purification kit (Qiagen).
6.2. Curva de crecimiento

Curva estandar de consumo de glucosa. Se realizd una curva de crecimiento por asimilacidon de glucosa a
partir del medio de cultivo, de acuerdo al procedimiento descrito por Dubois y colaboradores con algunas

adecuaciones volumétricas (Pueo's 1956,

Para la cuantificacién de azucares en el medio se realizd una curva estdndar para la cual se
prepard una solucion stock de 1mg/ml de glucosa. A partir de ésta se prepararon diferentes soluciones
con concentraciones que oscilaron de O (blanco) hasta 250 Jg/ml. A cada una de estas soluciones se les
adicioné 25 pl de fenol al 80% y 2.5 ml de H,SO,. Las soluciones fueron mantenidas a temperatura
ambiente por 15 min y en agitacidn constante. Finalmente se realizo la lectura en el espectrofotémetro a

una absorbancia de 480 nm.

Para la determinacion del consumo de glucosa en el medio de cultivo, la cepa de N. brasiliensis
FM825 fue inoculada en agar BHI e incubada a 28°C durante 1 semana. Se cosechd por filtracidon y con un
fragmento de la masa bacteriana se preparé una suspension a una concentraciéon de 1.5x10° UFC/MI, de
la cual se tomaron 500 pl para inocular cada uno de 5 matraces con 25 ml de caldo BHI; estos cultivos
fueron incubados a 28°C a 120 rpm. De cada cultivo se tomd una muestra de 1 ml de medio cada tercer

dia por un periodo de 30 dias. El medio fue filtrado a través de una membrana de un poro de 0.22 um. En
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este filtrado se determind la concentracion de glucosa. Con el inverso de la absorbancia (1/Absorbancia)

se determind la dinamica del crecimiento bacteriano.
6.3. Métodos de extraccion de RNA total

Se realizaron ensayos preliminares para determinar el mejor método de extraccién de RNA. Se probaron 3
métodos: extraccidén con fenol-cloroformo (Blin et al, 1976), la técnica fendlica con TRIzol ® Reagent

(invitrogen) vy la extraccion con un Kit comercial (Pure Link RNA mini kit de Invitrogen).
Extraccion de RNA total por medio de la técnica Fenol-cloroformo.

A partir de un cultivo previo del aislado clinico de N. brasiliensis, se prepard una suspensidén a una
concentracion de 1.5x10° UFC/MI, de la cual se tomaron 500 pl para inocular 25 ml de caldo BHI; este
cultivo fue incubado a 28°C a 120 rpm por un periodo de 5 dias. A este tiempo, se filtré el cultivo en papel
filtro con poro de 0.2um. Posteriormente, la masa bacteriana fue lavada con agua destilada estéril para

eliminar los residuos de medio. La masa obtenida fue perfectamente secada con un papel filtro estéril.

En un tubo de 2 ml, se colocaron 0.75 ml de Buffer de lisis (NaCl 0.6 M, EDTA 10mM, Tris HCI
100mM pH 8.0, SDS 4%) y 0.75 ml de fenol (saturado con Tris HCI 0.1 M, pH 8.0).

Se pulverizéd la masa bacteriana en un mortero que contenia nitrégeno liquido. El polvo fue
transferido al tubo que contenia el buffer de lisis y posteriormente se agité vigorosamente por un periodo
de 15 a 20 minutos. La mezcla fue centrifugada por 10 minutos a 10 000 rpm; la fase superior fue
transferida a un tubo limpio y se le adiciond 1 volumen de fenol (saturado con Tris HCl 0.1M pH 8.0); esta

mezcla se agitd en el vortex hasta homogenizar.

Posteriormente, se centrifugd 10 minutos a 10 000 rpm y se transfirid la fase acuosa a un tubo
nuevo. Se le agregd 0.75 volimenes de LiCl 8M y se dejé toda la noche a una temperatura de 4°C. Al dia
siguiente, el tubo se agitd brevemente en el vortex, se centrifugd 10 minutos a 10 000 rpm y se elimind el
sobrenadante por decantacién. El pellet obtenido se resuspendié en 300 pul de agua destilada estéril y se
mezclé con 30 pl de acetato de sodio 3M (pH 5.2) y 750 ul de etanol al 100%. Se dejo en reposo a -20°C
por 2 horas y se centrifugd 10 minutos a 10 000 rpm, se desechd el sobrenadante y se lavé el precipitado

con 1 ml de etanol al 70%.
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Se centrifugd 5 minutos a 10 000 rpm y se elimind el sobrenadante. Se dejo secar el pellet a
temperatura ambiente para posteriormente resuspenderlo en agua tratada con DEPC. El RNA se

almacené a -20°C hasta su utilizacién.
Extraccidon de RNA total por medio de la técnica fendlica con TRIzol ® Reagent (Invitrogen)

La masa bacteriana fue recolectada por filtracion en papel filtro. EI material bacteriano fue macerado en
presencia de nitrégeno liquido vy transferido a 2 tubos conteniendo 1 ml de TRIzol ® Reagent (Invitrogen).
Se dejo 20 minutos en hielo y se le agregaron 200l de cloroformo. Se agité en vdrtex por 40 segundos y
se dejo 10 minutos en hielo para posteriormente centrifugar a 12 000 rpm durante 15 minutos. Se
transfirid la fase acuosa y se agregd 1 volumen de isopropanol. Se dejo precipitar toda la noche a -20°Cy
se centrifugd a 12 000 rpm durante 15 minutos. Se decanté el sobrenadante con cuidado de no desechar
la pastilla y a esta fue lavada con 1 ml de etanol frio al 80% preparado con agua tratada con DEPC.
Después de centrifugar por 8 minutos a 12 000 rpm y de decantar el sobrenadante, se dejé secar el

sedimento; por ultimo éste fue resuspendido en agua tratada con DEPC.
Extraccion de RNA total con el Pure Link RNA mini kit de Invitrogen.
Este procedimiento fue realizado de acuerdo al fabricante.

La estandarizaciéon de la técnica RAP-RT-PCR se encuentra explicada en este trabajo en la parte de

ANEXOS.

6.4. Determinacion de la concentracion hormonal de 17 -estradiol y Testosterona y el tiempo

de incubacion éptimos para el estudio de expresion diferencial
6.4.1. Condiciones de cultivo

Se estimuld a N. brasiliensis con diferentes concentraciones hormonales utilizando ademas un cultivo que

contenia Unicamente el vehiculo hormonal.

Se prepararon 18 matraces que contenian 100 ml de caldo BHI y fueron etiquetados como se

describe en el Cuadro 3.

Se preparo un precultivo de N. brasiliensis FM825 incubado en caldo BHI incubado a 28°C durante
5 dias. La masa bacteriana fue cosechada por filtracion (papel de 0.22um) y lavada repetidas ocasiones

con agua destilada estéril para eliminar la mayor cantidad posible de medio de cultivo. Con la masa
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bacteriana se prepard una suspensidn con solucién salina a una concentracién de 1.5x10° UFC/MI, de la
cual se tomaron 50 pl para inocular a cada uno de los 18 matraces los cuales fueron incubados a 28°Cy a

120 rpm.

Matraz Leyenda
1 [E5] 2 horas Vehiculo CONTROL
2 [E5] 2 horas [E;,] Normal
3 [E,] 2 horas [E,] 10x mayor
4 [T] 2 horas Vehiculo CONTROL
5 [T] 2 horas [T] Normal
6 [T] 2 horas [T] 10x mayor
7 [E,] 8 horas Vehiculo CONTROL
8 [E,] 8 horas [E,] Normal
9 [E,] 8 horas [E;] 10x mayor
10 [T] 8 horas Vehiculo CONTROL
11 [T] 8 horas [T] Normal
12 [T] 8 horas [T] 10x mayor
13 [E5] 24 horas Vehiculo CONTROL
14 [E5] 24 horas [E;] Normal
15 [E5] 24 horas [E,] 10x mayor
16 [T] 24 horas Vehiculo CONTROL
17 [T] 24 horas [T] Normal
18 [T] 2 horas [T] 10x mayor

Cuadro 3. Condiciones de cultivo de N. brasiliensis estimulada con estradiol y
testosterona.

Al quinto dia de crecimiento bacteriano, se prepard una solucién stock de las dos hormonas a
utilizar. En el caso del 17 B-estradiol se utilizé la hormona comercial de la marca SIGMA ®. Se prepard
una solucién conteniendo 300 pg/ml que corresponden a la concentracidn sérica humana normal (CSHN)
de una mujer adulta (fase litea). Se determind que esta cantidad corresponde a una concentracion de

1nM y por lo tanto se realizaron los siguientes calculos.

De la solucion stock se hizo una dilucién 1:1000 y se tomaron 27.2 pl para adicionar a los
matraces, 2, 8 y 14 (Cuadro 3). Para los matraces marcados con una concentracion 10 veces la CSHN (10
nM) (Cuadro 3. Matraces 3, 9 y 15), se inocularon 272.6 pl. Los matraces marcados Unicamente con el

vehiculo hormonal para estradiol fueron inoculados con 27.2 ul de etanol al 100% y fueron considerados
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como control. Un procedimiento equivalente fue realizado con testosterona (SIGMA ®) considerando

como CSHN de un hombre adulto 3000 pg/ml (1040.22 nM).

Una vez adicionada la hormona correspondiente a cada uno de los cultivos, se mantuvieron en
crecimiento por 2, 8 y 24 horas como se indica en el Cuadro 3. Pasados los tiempos de incubacién se

realizo la extraccién de RNA por el método de TRIzol como se muestra en la Figura 2.

N. brasiliensis en caldo BHI 5d. T Con Vehiculo

+ E2 yT eincubacion 2 h
? [E_1[T] Normal

[E_] [T] mayor (0.1

Extraccion
? [E.] [T] Normal l de RNA

N. brasiliensis en caldo BHI 5 d. e . Con Vehiculo
+ E2 y T eincubaciéon 8 h

[E.] [T] mayor (0.1 l

N. brasiliensis en caldo BHI 5 d. + E2 —— Con Vehiculo

y T e incubacion 24 h
Y [E_] Normal

[E1[T] mayor (0.1

J

Figura 2. Condiciones de cultivo y estimulacion con 17 B-estradiol o testosterona para la extraccién de RNA y el estudio de la
expresion genética diferencial. Para la PCR se utilizaron 5 juegos de primers aleatorios.

Con los procedimientos anteriores, se determind la mejor técnica de extraccion de RNA bacteriano, la
cantidad de RNA total, cantidad de cDNA, la concentracion de MgCl,, la combinacion de primers, la
temperatura de alineamiento y la enzima Taq polimerasa. Las concentraciones hormonales y los tiempos
de exposicion se mantuvieron como originalmente fueron planteados. Una vez definidas estas

condiciones se llevé a cabo los experimentos definitivos de acuerdo a la Figura 2.
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6.4.2. Cuantificacién de RNA

A partir del RNA obtenido en las diferentes etapas experimentales, éste se cuantificéd y se realizaron
diluciones 1:500 de cada una de las muestras, por duplicado, se realizaron lecturas en un
espectrofotometro (Jenway Genova) a una longitud de onda de 260 y 280 nandmetros para determinar la
concentracion en ug/ul de acuerdo a la siguiente férmula: densidad dptica a 260nm X 40 X Factor de

dilucién/ 1000.

Para verificar la pureza y cantidad del RNA, se preparé un gel de agarosa al 1% que contenia 6%
de formaldehido y MOPS 1X. Se colocaron 3 pl de RNA de cada una de las muestras y se mezclaron con 1
ul de H20+DEPC, 1.5 pl de MOPS 10X (1X), 2.4 pl de formaldehido (6%) y 7.5 pl de formamida (50%).
Cada uno de los tubos se calentd a 75°C por 5 minutos y después se colocd en hielo por 5 minutos. A cada
uno de los tubos se agregaron 2.5 ul de buffer de carga para RNA y 1 ul de bromuro de etidio, se mezclo,
se dio un pulso de centrifugacion y se depositd en cada uno de los pozos del gel de agarosa al que se le
aplicé un voltaje de 80 volts durante 1 hora. Una vez concluida la migracién se visualizd el material

nucleico en un transiluminador de luz ultravioleta UVP.
6.4.3. Tratamiento con DNAsa

Cada una de las muestras de RNA de N. brasiliensis fueron tratadas con la enzima DNAsa | (marca
Invitrogen) para eliminar los residuos de DNA contaminante al extraer el RNA. En un tubo de 0.5 pl se
deposité 1 ug de RNA seguido de 1pl de Buffer 10X y 1 ul de DNAsa (1 U/ul); finalmente se adicionaron
6ul de H20+DEPC. Esta mezcla se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente, se le adicioné 1ul de

EDTA (25mM) y se calenté 10 minutos a 65°C para inactivar la reaccion.
6.4.4. PCR para descartar la presencia de DNA contaminante

Una vez que los RNAs fueron tratados con la enzima DNAsa se corrobord que la expresidon diferencial se
debia Unicamente a la conversién de RNA a cDNA y no DNA contaminante presente en las muestras de
RNA. Para esto, se realizaron PCRs utilizando la enzima Taqg Polimerasa de la marca Fermentas, enzima

que tiene afinidad Unicamente por el DNA.
6.4.5. Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA se utilizd la enzima SuperScript™ Il Reverse Transcriptase de la marca Invitrogen.

El procedimiento a seguir fue el siguiente:
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- Entubos de 0.2 pl se deposito:

Reactivo Cantidad
Oligonucledtido aleatorio onceamero Ea (250ng) | 1 ul
RNA tratado con DNAsa (0.5 pg/pl) 6 ul
dNTPs (10mM) 1 ul de cada uno
H,0 Milli Q 1l

- Incubar a 65°C por 5 minutos y pasar los tubos rapidamente a hielo.

- Centrifugar brevemente y afiadir:

Reactivo Cantidad
Buffer (5X) 4l
DTT0.1M 2ul

Posteriormente se mezclé suavemente y se incubd a 25°C por 2 minutos. Se afiadié 1 pl de enzima
SuperScript™ Il Reverse Transcriptase (200 U). Se mezcldé por pipeteo suave y se le afiadio 1 ul de H20
Milli Q. Esta mezcla se incubé a 25°C por 10 minutos y a 42 °C por un tiempo de 50 minutos. Finalmente la

reaccion se incubd a 70°C por 15 minutos para inactivar la reaccion.
6.4.6. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Una vez obtenido el cDNA de cada una de las condiciones anteriores, se realizaron PCRs utilizando la
enzima Taq Polimerasa de la Marca Fermentas y 5 juegos de primers aleatorios previamente probados
(Cuadro 4) para cada una de las condiciones. Las condiciones y el programa para PCR se ilustran en el

Cuadro 5y la Figura 3.

Primers utilizados en RT Primers utilizados en PCR
Ea3 Ea3+Es5
Ead Ead+Es5
Ead Ead+Es8
Ea8 Ea8+Es5
Ea8 Ea8+Es7

Cuadro 4. Juegos de Primers utilizados RT-PCR.

Reactivo Concentracion final
Buffer 10X 1X
MgCl, (10 mM) 1.5mM
dNTP’s (2 mM) 200 uMm
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Ea3 (25 uM) 2uM
Es5 (25 uM) 2uM
cDNA Sul
Taq polimerasa Fermentas® 3.75U
H,0 MQ c.b.p. 30 ul

Cuadro 5. Concentraciones de los reactivos para PCR.

1 ciclo 40 ciclos

94°C 4° .
72°C o C 19ec | 72°C

1:00

5:00

5:00 1:00

Figura 3. Programa de temperaturas para PCR modificada de Welsh, 1992.

6.5. Seleccion y purificacion de genes de N. brasiliensis que son modificados en su expresion

ante la presencia de hormonas esteroides.
6.5.1. Purificacion de fragmentos diferenciales

Para visualizar la expresion diferencial inducida por la presencia de hormonas esteroides, se tomaron 15
pl de cada uno de los productos de PCR y fueron mezclados con 2.5 ul de buffer de carga (Naranja G) para
ser depositarlos en cada uno de los pozos de un gel de agarosa al 3.5% teilido con bromuro de etidio, el
corrimiento se hizo con un voltaje de 80 volts durante 1 hora. En cada uno de los pozos de los extremos
del gel de agarosa se incluyé el marcador de 100 pares de bases (Fermentas ®). Una vez concluida la

migracion los productos fueron visualizados en un transiluminador de luz ultravioleta UVP.

Una vez identificadas las bandas expresadas diferencialmente, se procedid a cortarlas con ayuda
de una hoja de bisturi estéril cortando Unicamente donde se encontraba la banda de interés. Una vez
pesados los fragmentos extraidos, se purificaron mediante el procedimiento sugerido por el fabricante del

kit Purelink Gel Extraction de Invitrogen.
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6.5.2 Clonacion de los fragmentos diferenciales

6.5.2.1. Reaccién de ligacién

Para clonar los fragmentos diferencialmente expresados se utilizé el TOPO® TA Cloning®(with pCR® 2.1-
TOPO®Vector). Una vez obtenidos los fragmentos diferenciales purificados previamente mencionados, se
procedio a ligarlos a un vector plasmidico de clonacion. Aqui es oportuno mencionar que la enzima Taq
Polimerasa Fermentas® forma productos de PCR con extremos cohesivos, ideales para la ligacién en este
tipo de vector (Figura 6). En sendos tubos de 1.5 ml se colocaron 4 pl de cada uno de los productos de
PCR purificados, 1 pl de solucién salina y 1 ul del vector TOPO, obteniendo un volumen final de 6ul. Esta
solucidn se mezclé suavemente y se dejé a temperatura ambiente por un tiempo de 30 minutos. En la
Figura 5 se muestra el mapa del vector de clonacidn y los sitios de insercion de los productos de PCR de

interés.

Figura. 4. Extremos cohesivos de los productos de PCR formados por la Taq DNA Polymerase
(recombinant) de Fermentas.
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lacZon ATG

M13 Foverse Primer |
CAG GAA ACA GCT ATG ACIC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA COG AGC TOG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TEGTAC TAA TGO GGET TCG AAC CAT GGC TOG AGC CTA GGET GAT

Hind 11l Kpnl Sacl Elneml-l Spel
I I | |

Elslr.'( | Eo?H 1 Ec:lle |
GTA ACG GOC GOC AGT GTG CTG GAA TTC GGC 77PN/ GCC GAA TTC TGC
CAT TGG OGG OGG TCA CAC GAC CTT AaG CCG A TT CGGE CTT AAG ACG
Ava l
PaeAT I
EcoR W BsiX Mot | Xhol Mzi | Xba | Apa |

| 1 | I 11 1
AGA TAT CCA TCA CAC TGE CGG COG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG(CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GOC GOC GAG CTC GTA OGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

T7 Promoter M13 Fonward {-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TACAAT TCA |CTG GOC GTC GTT TTA ClAA CGT CGT GAC TGGE GAA AAC
TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT |[GAC OGG CAG CAA AAT GITT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR®2.1
3929 nucleotides

LacZu gene: bases 1-545

M13 Reverse priming site: bases 205-221

T7 promoter: bases 362-381

M13 (-20) Forward priming site: bases 389-404
1 origin: bases 546-983

Kanamyein resistance ORF: bases 1317-2111
Ampicillin resistance ORF: bases 2129-2989
pUC origin: bases 3134-3807

Figura 5. Mapa del Vector plasmidico de clonacion 2.1 de Invitrogen ©. Nétese el sitio de insercidn del
producto de PCR. Para corroborar la clonacién. Se utilizaron los primer M13 Forward y Reverse para
amplificar el fragmento de interés.

6.5.2.2. Preparacion de células competentes

La cepa E. coli TG1 fue sembrada en agar Luria Bertani (LB) por estria masiva e incubada a 37°C de 24 a 48
horas. Se tomé una colonia y se sembré en 5 ml de caldo LB y se incubd a 37°C por 2 horas a 300 r.p.m.
Posteriormente se vacio el cultivo en 100 ml de LB liquido y se incubd a 37°C en agitacion a 300 r.p.m. Se
realizaron mediciones del cultivo bacteriano en un espectrofotdmetro hasta que se obtuvo una densidad
Optica de 550. Una vez obtenida esta densidad, los 100 ml de cultivo fueron repartidos en dos tubos de 50
ml los cuales fueron centrifugados a 2.5 Krmp por 5 minutos a 4°C. Se decantd el sobrenadante y la
pastilla obtenida se resuspendid en 30 ml de solucion Tfbl con ayuda de un vortex. Las células
resuspendidas en la solucién se incubaron en hielo por un periodo de 60 minutos. Pasado este periodo,

los tubos fueron centrifugados a 2Krpm por 5 minutos a 4°C.
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Las pastillas se resuspendieron con cuidado en 3 ml de soluciéon Tfbll (1 ml de Tfbll por cada 10 ml
de Tfbl). Alicuotas de 100 pl fueron colocadas en tubos de 1.5 ml e inmediatamente fueron introducidas

en nitrégeno liquido para después conservarlas a -70°C.

6.5.2.3. Transformacion de Células competentes

Para la transformacidn de células competentes se prepararon placas de agar LB con ampicilina a una
concentracién de 50 pg/ml, el impregnadas con 40 pl de X-gal a una concentracién de 40mg/ml. En tubos
de 1.5 ul se colocaron 2 ul de cada una de las reacciones de ligacién por separado y se mezclé con 20 ul
de células competentes de E. coli TG1. Esta mezcla se incubd en hielo por un periodo de 30 minutos para
posteriormente someterlas a un choque térmico de 42°C por 30 segundos y colocarlas en hielo
inmediatamente. Posteriormente, se afiadieron 150 pl de medio S.0.C. a temperatura ambiente. Se

cerraron los tubos herméticamente y se incubaron en agitacion horizontal a 37°C (220 rpm) por 1 hora.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se inoculd toda la solucién en las placas de agar LB
con ampicilina y X-gal previamente incubadas a 37°C por 30 minutos. Finalmente se incubaron las placas a

37°C durante toda la noche.

6.5.2.3. Seleccion de clonas positivas

Después de 16 horas de incubacidn, las placas fueron revisadas y las colonias que presentaban una
coloracion blanca (consideradas clonas positivas) fueron resembradas en tubos con 3 ml de medio liquido
LB con ampicilina e incubadas a 37°C por toda la noche. Después se utilizd un método rdpido de
extraccién de plasmido (Nonidet P40) en donde una porcion de las colonias blancas se picaron y se
incubaron por separado en un tubo de 200ul que contenia 50ul del detergente Nonidet P40 al 1%. Cada
uno de los tubos fue incubado 10 minutos en el termociclador a una temperatura de 95°C, se

centrifugaron y se tomaron 4l del sobrenadante para realizar un PCR con las siguientes condiciones:

Reactivo Concentracion final
Buffer 10X 1X
MgCl, (25 mM) 1.2mM
dNTP’s (10 mM) 400 pM
M13 F (25 pM) 340uM
M13 R (25 pM) 340uM
DNA plasmidico 4ul
Taq polimerasa Fermentas® 3.75U
H,0 MQ c.b.p. 25 ul
VOLUMEN FINAL 30ul
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Cuadro 6. Concentraciones de los componentes de la PCR.

40 ciclos
94°C 94°C R
; scoc  72°C i 72C
10:00 i 0:30 Sae
: ) : 7:00
0:45 4°C

Figura 6. Programa de temperaturas utilizado en el termociclador para
corroborar la clonacién.

Para verificar la clonacién, 5 pl del producto de PCR mezclados con 1.6 pl de buffer de carga y 3.4
pl de agua milliQ fueron depositados en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio al cual se
le aplico un voltaje de 80 volts durante 1 hora. Una vez concluida la migracién se visualizd el fragmento
en un transiluminador de luz ultravioleta UVP. El peso molecular en pares de bases esperado
correspondid al peso molecular del fragmento amplificado del gel M13 (202 pares de bases) mas el

tamafio en pares de bases del fragmento de interés.

Una vez identificadas las clonas positivas se procedié a purificar el plasmido mediante el
crecimiento de las colonias en LB liquido con antibiético incubado a 37°C durante toda la noche. Para ello

se utilizé un kit de purificacion de plasmidos (PureLink ™ Quick Plasmid Miniprep Kit de Invitrogen®).
6.5.3. Secuenciacion de fragmentos diferenciales

Los plasmidos purificados fueron enviados a secuenciar al Instituto de Biologia en donde se utiliza un
secuenciador automatico que analiza DNA marcado con fluorescencia por medio de una electroforesis
capilar. Los resultados obtenidos son codificados por medio de un software que los presenta como una
secuencia escrita y como electroferograma. Cada una de las secuencias se ingresé al programa DNA
Sequence Analysis Software - Sequencher 5.1 para obtener la calidad de las secuencias. Por medio de este

programa se pudo visualizar la calidad de las secuencias para posteriormente editarlas a fin de retirar los
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extremos de estas para finalmente introducirlas al programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
opcidn (blastx). Este programa busca secuencias de proteinas mediante el ingreso de una secuencia de
nucledtidos que traduce en sus seis posibles marcos de lectura y asi poder obtener las posibles vias

metabdlicas en que participan estos genes y hacer inferencias sobre su funcién
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VII) RESULTADOS

7.1. Caracterizacion morfoldgica, bioquimica y molecular del aislado clinico FM825

Los resultados de todas las pruebas bioquimicas realizadas al aislado clinico FM825 coincidieron con la

(Brown-Elliot. 2006; Berd. 1973)

literatura, por lo que se confirma la especie N. brasiliensis.

En las Figuras 7 y 8 se muestran imagenes del aspecto microscdpico y macroscépico. En las Figuras 9, 10,

11, 12 y 13 se muestran las pruebas bioquimicas realizadas en el aislado clinico tipificado.

Figura 7. Morfologia microscépica con tincion de Gram. Observacion  Figura 8. Morfologia macroscopica. Colonia de color naranja, de aspecto
de filamentos largos ramificados, con estructuras bacilares (aislado céreo y velloso, de superficie rugosa (aislado clinico FM825).
clinico FM825).

Figura 9. Caseina: Halo alrededor del aislado clinico Figura 10. Hidrdlisis de Xantina: N. brasiliensis (aislado
FM825. clinico FM825) no asimila la xantina.



Figura 11. A. Hidrdlisis de Tirosina (aislado clinico FM825). N. brasiliensis utiliza este compuesto. B.
control sin inoculo.

Figura 12. Hidrdlisis de Hipoxantina. N. brasiliensis Figura 13. Crecimiento en gelatina (0.4%). De izquierda a
(aislado clinico FM825) forma un halo transparente derecha: control sin inoculo; N. asteroides no crece; N.
alrededor del inoculo. brasiliensis (aislado clinico FM825) es positiva a esta prueba.
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Figura 14. Amplificacién de un fragmento de la subunidad mayor del gen 16S del RNA
ribosomal utilizando los primers NOC1 y NOC2. El fragmento amplificado (por duplicado) es
de 600 pb.

El producto de PCR obtenido de la PCR utilizando primers especificos (Nocl y Noc2) que
amplifican un fragmentos de la subunidad pequenia del ribosoma 16S (Figura 14) fue purificado y enviado
a secuenciar. Los resultados se compararon con la base de datos donde finalmente se confirmé que el

aislado clinico FM825 pertenece a la especie Nocardia brasiliensis con una identidad del 99%.
7.2. Curva de crecimiento

Una vez confirmado el aislado clinico como N. brasiliensis, se realizd una curva de crecimiento por
asimilacién de glucosa, utilizando un método colorimétrico como se describié en metodologia. Con el
valor de la absorbancia se determind el inverso el cual fue utilizado para construir una curva. Con ésta se
evaludé el consumo de glucosa y asi se estimd el crecimiento de la masa bacteriana. La falta de
consistencia en los resultados condujo a realizar este procedimiento 5 veces y con el promedio de valores
fue construida la curva mostrada en la Figura 15. Asi se establecié el dia 5 como el tiempo de crecimiento

ideal para estimular a N. brasiliensis con las hormonas esteroides.

49



Curva de Crecimiento de Nocardia brasiliensis FM825
10 -

Inverso de la Concentracion de Glucosa
w
1
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Dias
Figura 15. Curva de crecimiento por asimilacién de glucosa en caldo BHI del aislado clinico de N. brasiliensis
FM825. Nétese las distintas fases de crecimiento. Fase lag, alrededor de los 2 dias, fase log a los 5 dias y fase
estacionaria a los 21 dias.

Para los experimentos posteriores, se tomd en cuenta el dia 5 como fase de crecimiento

logaritmico para la incubacidon de hormonas esteroides.

7.3. Seleccion del método de extraccion de RNA utilizando TRIzol®

El proceso de extraccidn con TRIzol ® dio como resultado un RNA de buena calidad, aunque con residuos

de DNA; fueron perfectamente visibles las subunidades 23S, 16Sy 5S.

Las dos muestras procesadas con fenol-cloroformo dieron como resultado una cantidad de RNA
no uniforme a pesar de que se procesd una misma cantidad de masa bacteriana. No se observo la
subunidad 5S. A pesar de que este procedimiento fue disefiado para extraccion de DNA, puede ser una
alternativa para la extraccién de RNA. El producto de extraccidon con el kit comercial consistié solamente

en un material compatible con DNA. Figura 16.
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TRIzol Fenol-Cloroformo Pure Link RNA mini Kit

A A A
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Figura 16. Gel desnaturalizante de RNA al 1 % de agarosa. RNA extraido por diferentes métodos: A.
Carriles 1,2 y 3 RNA con la TRIzol® Reagent; carriles 4 y 5 RNA con Fenol-Cloroformo. B. RNA con Pure
Link RNA mini kit (Invitrogen).

Con estos resultados se eligié el procedimiento de extraccién con Trizol para obtener el RNA que

seria utilizado en las siguientes etapas experimentales.

7.4. Concentracion hormonal de 17 B-estradiol y Testosterona y el tiempo de incubacién

optimos para el estudio de la expresion diferencial
7.4.1 Condiciones de cultivo, extraccion y cuantificacién de RNA.

De acuerdo a la metodologia propuesta, N. brasiliensis fue cultivada en presencia de E, y T a dos
concentraciones (CSHN y 10x CSHN) hormonales y tres tiempos diferentes (2, 8 y 24 horas), incluyendo
cultivos en presencia de vehiculo hormonal (control). De todas las condiciones se obtuvo el RNA en buena
cantidad y calidad. En la Figura 17 se muestra un gel desnaturalizante donde se observan algunos de los
RNAs obtenidos a partir de N. brasiliensis bajo estimulacion hormonal y donde se aprecian las tres

subunidades del RNA ribosomal: 23S, 16S y 5S.
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Figura 17. Gel desnaturalizante de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. RNAs de N. brasiliensis bajo el estimulo
de E, (A) y Testosterona (B). V: RNA de N. brasiliensis tratada Unicamente con el vehiculo hormonal. [N]: RNA de N.
brasiliensis tratado con la CSHN. [10]: RNA de N. brasiliensis tratado con una concentracion 10 veces mayor a la CSHN.

7.5. Validacion de la Técnica de RAP-RT-PCR.

Los RNAs de N. brasiliensis fueron tratados con DNAsa y con ellos se realizaron ensayos de PCRs para
descartar la presencia de DNA contaminante. Los resultados mostraron productos de amplificacidn. En la

Figura 17 se muestra un gel representativo de todos los RNAs obtenidos.
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Figura 18. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio en el cual fueron corridos los productos de PCRs hechos a partir de
RNA tratado con DNAasa (sin pasar por RT). Condiciones de crecimiento de N. brasiliensis indicadas en la Figura 6. A: matraces 1, 2y
3. B. Matraces 4,5y 6; C. Matraces 7,8y9.

7.6. RAP-RT-PCR

Se utilizaron las 5 combinaciones de primers planteadas previamente: sin embargo se eligieron solamente
aquellas que mostraron un mejor perfil de bandeo. A continuacion se muestran las figuras
correspondientes a los productos de RAP-RT-PCR indicando con un cuadro rojo los fragmentos que fueron

aislados y purificados (Figuras 19,20 y 21).

El estimulo con estradiol indujo un mayor nimero de bandas diferenciales a las 2 horas de
estimulaciéon Figura 19 y la testosterona indujo una mayor respuesta a las 8 y 24 horas de estimulacion

Figura 20. El estimulo con estradiol a las 24 horas no indujo un patrén de bandeo satisfactorio.
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Con las dos concentraciones hormonales utilizadas y los tres tiempo de incubacion para ambas hormonas

se obtuvieron resultados satisfactorios.

2 Horas 8 Horas

Figura 19. Gel de agarosa al 3.5% tefiido con bromuro de etidio. Expresidn genética diferencial de N. brasiliensis
bajo el estimulo de E, a las 2 y 8 horas de incubacién. M: Marcador de 100 pb. V: Tratamiento con vehiculo
hormonal. [N]: Tratamiento con 1 nM. [10]: Tratamiento con 10 nM
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Figura 20. Gel de agarosa al 3.5% tefiido con bromuro de etidio. Expresion genética diferencial de N. brasiliensis bajo el
estimulo de T a las 2 y 8 horas de incubaciéon. M: Marcador de 100 pb. V: Tratamiento con vehiculo hormonal. [N]:
Tratamiento con 1040.22 nM. [10]: Tratamiento con 10 402.2 nM

24 Horas
A

pb M*\e\ *\e\ M

200

Figura 21. Gel de agarosa al 3.5% tefiido con bromuro de etidio. Expresion genética diferencial de N. brasiliensis bajo el ’5
estimulo de T a las 24 horas de incubaciéon. M: Marcador de 100 pb. V: Tratamiento con vehiculo hormonal. [N]:
Tratamiento con 1040.22 nM. [10]: Tratamiento con 10 402.2 nM



En total, 25 fragmentos mostraron una expresion diferencial de los cuales 12 incrementaron su

expresion y 13 la inhibieron. De los 12 fragmentos sobre-expresados 6 correspondieron a estradiol y 6 a

testosterona. De los 13 fragmentos sub-expresados, 4 correspondieron a estradiol y9 a testosterona,

Cuadro 7.

Fragmento Tamaiio Tiempo de incubaciény Primer Expresion
aproximado concentracién hormonal utilizados [concentracién
en pb hormonal]
1 325 2 horas, 10x Ea8 + Es5 1 [10x]
790 8 horas, Vehiculo Ea3 + Es5 4 [10x]
CONTROLY Normal
3 340 8 horas, Normal Ea3 + Es5 1 [N] |
4 300 8 horas, Vehiculo Ea3 + Es5 J [10x]
CONTROL y Normal
Estradiol 5 910 8 horas, 10x Ead + Es5 1 [10x] |
6 905 8 horas, 10x Ead + Es5 1 [10x]
7 700 8 horas, Vehiculo Ead + Es5 J [10x]
CONTROL y Normal
8 620 8 horas, 10x Ead + Es5 1 [10x]
9 320 8 horas, Vehiculo Ead + Es5 4 [10x]
CONTROL y Normal
10 250 8 horas, 10x Ead + Es5 1 [10x]
11 315 2 horas, Vehiculo Ea3 + Es5 4 [10x]
CONTROL y Normal
12 500 2 horas, Vehiculo Ead + Es5 J [10x]
CONTROL y Normal
13 410 2 horas, Vehiculo Ead + Es5 J [10x]
CONTROL y Normal
14 315 2 horas, Vehiculo Ead + Es5 J [10x]
CONTROL y Normal
15 915 8 horas, Vehiculo Ead + Es5 J [10x]
CONTROL
16 305 8 horas, Vehiculo Ead + Es5 MN]
CONTROL
17 615 24 horas, Normal y 10x Ea3 + Es5 MINly[10x] |
18 900 24 horas, Vehiculo Ead + Es5 J [10x]
Testosterona CONTROL y Normal
19 600 24 horas, Vehiculo Ea4 + Es5 4 [10x]
CONTROL y Normal
20 250 24 horas, Vehiculo Ead + Es5 J [10x]
CONTROL y Normal
21 150 24 horas, Vehiculo Ead + Es5 J [10x]
CONTROL y Normal
22 390 2 horas, 10x Ead + Es5 A [10x]
23 310 2 horas, 10x Ead + Es5 1 10x |
24 270 2 horas, 10x Ead + Es5 A [10x]
25 190 2 horas, 10x Ea4 + Es5 M [10x] |

Cuadro 7. Tamaiio aproximado de los fragmentos diferencialmente expresados, condiciones de cultivo, primers utilizados y tipo
de expresion observada. En rojo se muestran aquellos fragmentos en los que se logré una clonacion positiva.
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7.7. Seleccion y purificacion de genes de N. brasiliensis que son modificados en su expresion

ante la presencia de hormonas esteroides.
7.7.1 Purificacion de fragmentos diferenciales

A partir de los geles mostrados en las figuras anteriores, se obtuvieron los fragmentos purificados para

posteriormente ligarlos al vector plasmidico de clonacién TOPO® TA Cloning® (with pCR® 2.1-

TOPO®Vector).

A pb M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M
1000—
500—

200

B pb M 1314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 M

1000—
500—
200—

Figura 22. Purificacion de fragmentos diferencialmente expresados a partir de un gel de agarosa al 3.5%. Los nimeros en
la parte superior del gel de agarosa corresponden a los fragmentos purificados a partir de las Figuras 33, 34y 35.

7.7.2 Clonacion de fragmentos diferenciales

7.7.2.1 Reaccion de ligacién, transformacion de células competentes y seleccion de clonas
positivas

Una vez realizada la reaccién de ligacion de los fragmentos mostrados en la Figura 22 cada una de las
reacciones de ligacion fueron incubadas con las células competentes de E. coli TGl para su
transformacion. Después de la incubacidon de las células transformadas con el vector plasmidico de
clonacién en medio sélido LB+ampicilina e impregnadas con X-gal, se seleccionaron aquellas colonias que
presentaron una coloracion blanca. Posteriormente se purificaron los plasmidos para cada uno de los

fragmentos y a partir de este material se realizaron PCR’s para comprobar la clonacidn utilizando los
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primers para el gen M13. En las Figuras 23-27 se muestran ejemplos de geles en los que se obtuvo una
clonacién positiva. Cabe sefialar que aunque a todos los fragmentos purificados se les realizé el
procedimiento de clonacién solo los fragmentos 3, 4 y 10 correspondientes al tratamiento con estradiol y
los fragmentos 16, 17, 19, 20 y 23 correspondientes al tratamiento con testosterona fueron clonados

exitosamente.

pb M 3-13-2

1000—

500—

200—

Figura 23. PCR a partir de plasmidos purificados para comprobar clonacién del fragmento 3 utilizando los primers M13
Forward y M13 Reverse. Pozos de 3-1y 3-2 fragmentos clonados positivamente. Tamafio de amplificacion del gen M13:
202 pb. Tamario del fragmento 3: 340pb Tamario esperado parar comprobar la clonacién: 542 pb.

pb M 41 42 43

1000—

500—

200—

Figura 24. PCR a partir de plasmidos purificados para comprobar clonacion del fragmento 4 utilizando los primers M13
Forward y M13 Reverse. Pozos de 4-1, 4-2 y 4-3 fragmentos clonados positivamente. Tamaio de amplificacion del gen

M13: 202 pb. Tamafio del fragmento 4: 300pb Tamafio esperado parar comprobar la clonacién: 502 pb. 58



pb M 10-4 10-5
1000—

500—

200—

Figura 25. PCR a partir de plasmidos purificados para comprobar clonacién del fragmento 10 utilizando los primers M13
Forward y M13 Reverse. Pozos de 10-4 y 10-5 fragmentos clonados positivamente. Tamafio de amplificacién del gen
M13: 202 pb. Tamafio del fragmento 10: 250pb Tamafio esperado parar comprobar la clonacién: 452 pb.

16-1
16-2
16-3
16-4
17-1
17-2
17-3
17-4
17-5
19-2
19-4
19-5

pb M
1000—

500—

200—

Figura 26. PCR a partir de plasmidos purificados para comprobar clonacién del fragmento 16, 17 Y 19 utilizando los primers
M13 Forward y M13 Reverse. Fragmento 16. Pozos de 16-1 a 16-4. Tamafio del fragmento 16: 305 pb Tamario esperado
parar comprobar la clonacién: 507 pb. Fragmento 17. Pozos 17-1 a 17-5. Tamafio del fragmento 17: 615 pb. Tamafio
esperado parar comprobar la clonacidn: 817 pb. Fragmento 19. Pozos 19-2, 19-4 y 19-5. Tamanio del fragmento 19: 600 pb.
Tamafio esperado parar comprobar la clonacidn: 802 pb. Tamafio de amplificacion del gen M13: 202 pb.
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20-1
20-2
20-3
20-4
20-5
23-1
23-2
23-3
23-4
23-5

pb M

1000—

500—

200—

Figura 27. PCR a partir de plasmidos purificados para comprobar clonacion del fragmento 20 y 23 utilizando los primers
M13 Forward y M13 Reverse. Fragmento 20. Pozos de 20-1 a 20-5. Tamaiio del fragmento 20: 250 pb Tamario esperado
parar comprobar la clonacién: 452 pb. Fragmento 23. Pozos 23-1 a 23-5. Tamaiio del fragmento 23: 310 pb. Tamario
esperado parar comprobar la clonaciéon: 512 pb. Tamafio de amplificacion del gen M13: 202 pb.

7.7.3 Analisis de las secuencias de los fragmentos diferencialmente expresados

Las secuencias obtenidas fueron editadas con ayuda del programa DNA Sequence Analysis Software -
Sequencher 5.1. Posteriormente se realizaron busquedas por alineamiento en la base de datos Gen Bank
utilizando el programa BLAST (blastx). El resultado de los alineamientos correspondientes a los
fragmentos obtenidos por estimulacién con estradiol y testosterona son mostrados en el Cuadro 8 y

Cuadro 9 respectivamente.

En el Cuadro 10 se muestran algunas caracteristicas generales y la posible funcidn de las proteinas
correspondientes a los fragmentos de genes diferencialmente expresados bajo el estimulo con estradiol y
testosterona. De los 25 fragmentos detectados con modificacion en su expresién, 10 fragmentos de N.
brasiliensis que presentaron una expresion diferencial bajo el estimulo hormonal fueron exitosamente
clonados. Posterior al alineamiento, se encontré que estos fragmentos tienen una alta homologia con
diversas proteinas. De estas proteinas, cuatro correspondieron a proteinas hipotéticas; a partir de su
secuencia se realizé una alineacién con el programa Keeg (Clustalw) para conocer su similitud con otras
proteinas. Los resultados mostraron similitud con proteinas hipotéticas de especies filogenéticamente
relacionadas. En el caso de la proteina hipotética O31_005060 de N. brasiliensis, se encontrd una similitud
con una proteina de membrana de Rhodococcus equi. La proteina hipotética 031_020245 de N.
brasiliensis, mostrd ser similar a una chaperona Dnal de Corallococcus coralloides y a una proteina de la

banda 7 de Paracoccus denitrificans. Finalmente, la proteina hipotética 031_03054 de N. brasiliensis,
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presentd similitud con una proteina de unién a acidos nucleicos implicada en la terminacién de la

transcripcién de Mycobacterium gilvum. Cuadro 10.
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Expresion Max tal Query E-Value Max Dominios conservados
[hormonal] Score Score cover Ident
13

3-1 Proteina hipotética 031_005060 [N. brasiliensis ATCC 700358] 1 113 28% 9E-27 95% No detectados
PBR [Burkholderia cenocepacia] 93.2 93.2 24% 2E-21 98%
T IN] 3-2 Proteina hipotética O31_005060 [N. brasiliensis ATCC 700358] 112 112 30% 8E-26 96%
PBR [B. cenocepacia]) 95.5 95.5 18% 1E-21 100% No detectados
| 4-1 Proteina hipotética 031_028560 [N. brasiliensis ATCC 700358] 152 152 44% 5.00E-43 96%
Proteina hipotética nfa36660 [N. farcinical 125 125 44% 1.00E-32 | 78% PHA03307 Regulador
PBR [B. cenocepacial 96.3 96.3 28% 1.00E-22 | 96% transcripcional, provisional
4-1 Proteina hipotética 031_028560 [N. brasiliensis ATCC 700358] 133 133 96% 2.00E-37 97%
Proteina hipotética NOCYR_3556 [N. cyriacigeorgica GUH-2] 111 111 96% 1.00E-28 78% No detectados
4-2 Proteina hipotética 031_028560 [N. brasiliensis ATCC 700358] 157 157 54% 1.00E-45 99%
Proteina hipotética nfa36660 [N. farcinica IFM 10152] 125 125 52% 4.00E-33 79% No detectados
3 [10x] PBR [B. cenocepacial 45.8 73.2 25% 2.00E-05 100%
4-3 Proteina hipotética 031_028560 [N. brasiliensis ATCC 700358] 150 150 39% 4.00E-42 95%
Proteina hipotética nfa36660 [N. farcinica IFM 10152] 119 119 38% 5.00E-30 75% No detectados
PBR [Burkholderia cenocepacia] 95.9 95.9 25% 3.00E-22 96%
4-3 Proteina hipotética 031_028560 [N. brasiliensis ATCC 700358] 155 155 29% 5.00E-43 98%
Proteina hipotética nfa36660 [N. farcinica IFM 10152] 123 123 28% 7.00E-31 78% PHA03307 Regulador
PBR [Burkholderia cenocepacia] 92 92 18% 2.00E-20 | 92% transcripcional, provisional
4-3 Proteina hipotética 031_028560 [N. brasiliensis ATCC 700358] 154 154 37% 1.00E-43 98% No detectados
10-4 F Subunidad E1 de la Piruvato deshidrogenasa [N. farcinica IFM 10152] 98.2 154 37% 2.00E-29 100%
Subunidad E1 de la Piruvato deshidrogenasa [N. brasiliensis ATCC 700358 | 98.2 154 37% 2.00E-29 100% Thiamine pyrophosphate (TPP)
Subunidad E1 de la Piruvato deshidrogenasa de union a tiamina [N. 98.2 154 37% 2.00E-29 100% family
cyriacigeorgica GUH-2]
10-4R Subunidad E1 de la Piruvato deshidrogenasa [N. brasiliensis ATCC 43.5 43.5 30% 0.002 100%
T [10x] 700358
Subunidad E1 de la Piruvato deshidrogenasa [N. farcinica IFM 10152] 431 43.1 30% 0.003 100% No detectados
Subunidad E1 de la Piruvato deshidrogenasa de unidén a tiamina [N. 431 43.1 30% 0.004 100%
cyriacigeorgica GUH-2]
10-5 PBR [B. cenocepacia] 96.7 96.7 22% 2.00E-22 100%
Proteina hipotética 031_030545 [N. brasiliensis ATCC 700358] 86.3 86.3 22% 3.00E-18 88% No detectados
10-6 Proteina hipotética 031_020245 [N. brasiliensis ATCC 700358] 51.6 80.5 31% 9.00E-08 100% No detectados

Cuadro 8. Alineamiento de secuencias, resultado de la estimulacion con estradiol

62



Expresion  Fragmento eamiento Max Total Query E-Value Max Dominios conservados
[hormonal] Score Score cover Ident
16-2 59

Proteina hipotética 031_028560 [N. brasiliensis ATCC 700358] 1 159 70% 9.00E-47 98% PHA03307 Regulador
Proteina hipotética nfa36660 [N. farcinica IFM 10152] 127 127 72% 3.00E-34 74% transcripcional, provisional
1 IN] 16-3 Proteina hipotética 031_005060 [N. brasiliensis ATCC 700358] 110 110 36% 2.00E-25 | 95% No detectados
PBR [B. cenocepacia] 72.4 72.4 20% 1.00E-13 82%
16-4 Proteina hipotética 031_028560 [N. brasiliensis ATCC 700358] 154 154 61% 9.00E-45 95% No detectados
Proteina hipotética nfa36660 [N. farcinica IFM 10152] 127 127 58% 3.00E-34 79%
17-1 rRNA (adenina-N (6) -)-metiltransferasa [N. brasiliensis ATCC 700358] 343 343 74% 1.00E-115 | 83%
rRNA (adenina-N (6) -)-metiltransferasa [Streptosporangium roseum DSM 179 179 69% 6.00E-51 49%
43021] Superfamilia Ado Met_Mtases
rRNA (adenina-N (6) -)-metiltransferasa [Thermobispora bispora DSM 161 161 74% 2.00E-44 45%
T[Nl y 43833]
[10x] 17-2 rRNA (adenina-N (6) -)-metiltransferasa [N. brasiliensis ATCC 700358] 346 346 70% 8.00E-117 | 84%
rRNA (adenina-N (6) -)-metiltransferasa [S. roseum DSM 43021] 178 178 66% 1.00E-50 | 49% Superfamilia Ado Met_Mtases
rRNA (adenina-N (6) -)-metiltransferasa [T. bispora DSM 43833] 165 165 70% 2.00E-45 46%
17-3 rRNA (adenina-N (6) -)-metiltransferasa [N. brasiliensis ATCC 700358] 262 262 87% 2.00E-85 82%
rRNA (adenina-N (6) -)-metiltransferasa [S. roseum DSM 43021] 124 124 79% 2.00E-31 46% Superfamilia Ado Met_Mtases
rRNA (adenina-N (6) -)-metiltransferasa [T. bispora DSM 43833] 123 123 79% 3.00E-31 45%
19-4 rRNA (adenina-N (6) -)-metiltransferasa [N. brasiliensis ATCC 700358] 311 311 73% 1.00E-103 | 83%
rRNA (adenina-N (6) -)-metiltransferasa [S. roseum DSM 43021] 174 174 62% 2.00E-49 55% Superfamilia Ado Met_Mtases
rRNA (adenina-N (6) -)-metiltransferasa [T. bispora DSM 43833] 159 159 73% 1.00E-43 47%
¥ [10x] 19-5 rRNA (adenina-N (6) -)-metiltransferasa [N. brasiliensis ATCC 700358] 231 231 85% 1.00E-73 85%
rRNA (adenina-N (6) -)-metiltransferasa [S. roseum DSM 43021] 152 152 87% 3.00E-42 55% Superfamilia Ado Met_Mtases
rRNA (adenina-N (6) -)-metiltransferasa [T. bispora DSM 43833] 134 134 92% 2.00E-35 50%
20-1 Hidrolasa asociada a pared cellular [Streptomyces sp. e14] 144 144 38% 3.00E-40 91% No detectados
Hidrolasa asociada a pared cellular [S. lividans TK24] 143 143 38% 4.00E-40 91%
¥ [10x] 20-3 Anhidrasa carbénica [N. brasiliensis ATCC 700358] 108 108 33% 3.00E-26 | 100% No detectados
Proteina hipotética nfa4300 [N. farcinica IFM 10152] 92.8 92.8 32% 2.00E-20 83%
20-4 Proteina hipotética 031_030545 [N. brasiliensis ATCC 700358] 87.4 87.4 43% 5.00E-20 98% No detectados
 [10x] 23-1 Carboxilesterasa [N. brasiliensis ATCC 700358] 167 167 45% 7.00E-46 86% Colesterasa
23-2 Carboxilesterasa [N. brasiliensis ATCC 700358] 187 187 43% 3.00E-52 82%

Cuadro 9. Alineamiento de secuencias, resultado de la estimulacién con testosterona 63



Proteina

Ruta metabolica

Posicion en el genoma

nt

Total de
aa

Similitud con otras proteinas
(Clustalw) Secuencias ortélogas

Posible funcion

Anhidrasa carbdnica Metabolismo del 555945..556568 207 Proteina hipotética de N. farcinica 'y Cataliza la conversion de CO, a
[N. brasiliensis ATCC 700358] nitrogeno Anhidrasa carbdnica de las especies: N. bicarbonato y protones.
farcinica, N. cyriacigeorgica, Rhodococcus
josti, R. opacus, R. equi, R. erythropolis,
Amycolicicoccus subflavus, Gordonia sp.
Carboxilesterasa Metabolismo de 2542617..2544035 472 Carboxilesterasa de las especies: Hidroliza una amplia variedad de
[N. brasiliensis ATCC 700358] Xenobidticos Thermobifida fusca, Blastococcus ésteres de acidos carboxilicos.
saxobsidens, Gordonia polyisoprenivorans,
S. griseus, Streptosporangium roseum.
Hidrolasa asociada a pared celular Metabolismo de lipidos 2157674..2158042 122 Hidrolasa de Streptomyces lividans, Divisidn y crecimiento celular.
[Streptomyces sp. el4] proteina hipotética de S. ghanaensis, Formacién de nuevas células.
proteina hipotética de Caenorabditis Factor de virulencia en diversos
remanei, hidrolasa de Rothia organismos.
dentocariosa.
PBR Biosintesis de Fenazina 818..1060 80 Péptido alfa-LacOPZ de pUCP9 vector de Regulador de la transcripcion de la
[B. cenocepacia) clonacién, Regulador transcripcional fenazina, involucrado en la
dependiente de sigma-54 de B. transcripcion de genes implicados
cenocepacia MCO0-3, Regulador en la virulencia, formacién de
transcripcional dependiente de sigma-54 biofilms, respuesta al estrés
de B. cenocepacia HI2424, Regulador osmoético, intermediarios centrales
transcripcional dependiente de sigma-54 del metabolismo y la biosintesis de
de B. cenocepacia AU1054, Regulador aminoacidos.
transcripcional dependiente de sigma-54
de B. cenocepacia J2315, Regulador
transcripcional de la familia Fis de
Burkholderia sp.
Proteina hipotética 031_005060 Desconocida 1185804..1186868 354 Proteinas hipotéticas de: Nocardia Desconocida
[N. brasiliensis ATCC 700358] cyriacigeorgica, N. farcinica, Rhodococcus
opacus, R. jostii RHAL. Proteina de
membrana de R. equi.
Proteina hipotética 031_020245 Desconocida 4537367..4582978 15203 Proteinas hipotéticas de: Streptomyces sp. | Desconocida
[N. brasiliensis ATCC 700358] SirexAA-E, Psychrobacter sp. PRwf-1,
Nocardiopsis dassonvillei, Myxococcus
stipitatus, Nocardia cyriacigeorgica.
| Proteina hipotética O31_028560 Desconocida 6503521..6504069 182 Proteinas hipotéticas de Nocardia Desconocida
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[N. brasiliensis ATCC 700358]

farcinica, N. cyriacigeorgica y
Arthrobacter arilaitensis, chaperona Dnal
de Corallococcus coralloides, proteina de
la banda 7 de Paracoccus denitrificans.

Proteina hipotética 031_030545 Desconocida 6933884..6934243 119 Proteinas hipotéticas de Nocardia Desconocida
[N. brasiliensis ATCC 700358] farcinica, Rhodococcus opacus,
Rhodococcus jostii RHA1, Mycobacterium
vanbaalenii, proteina de unién a 4cidos
nucleicos implicada en la terminacion de
la transcripcion de Mycobacterium
gilvum Spyr1.
rRNA (adenina-N (6) -)-metiltransferasa Desconocida 233 rRNA (adenina-N(6)-)-metiltransferasa de | Catalizan la transferencia de un
[N. brasiliensis ATCC 700358] 6558643..6559344 Streptosporangium roseum, Nocardiopsis | grupo metilo del cofactor S-
alba, Thermobispora bispora, N. adenosil L-metionina (SAM) al
dassonvilleiy T. curvata. nucledtido blanco. Regulacidn pos-
transcripcional y resistencia
aminoglucdsidos.
Subunidad E1 de la Piruvato Glucolisis, 2467328..2470105 925 Subunidad E1 de la Piruvato Cataliza la descarboxilacion del

deshidrogenasa
[N. farcinica IFM 10152]

gluconeogénesis, ciclo
Krebs.

deshidrogenasa de N. farcinica, N.
cyriacigeorgica, Rhodococcus equi,
Rhodococcus jostii RHAL y R. erythropolis.

piruvato y su unién a la lipoamida
de la subunidad E2.

Cuadro 10. Caracteristicas de las proteinas que mostraron similitud con los fragmentos diferencialmente expresados bajo estimulo hormonal
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VIII) DISCUSION

Las hormonas esteroides juegan un papel importante en el establecimiento y/o desarrollo de diversas
enfermedades infecciosas ™ 2°® Estas moléculas participan en la regulacién de la respuesta inmune del
hospedero, propiciando o inhibiendo la invasién de un gran ndmero de agentes infecciosos ™™ 209,
Existe una amplia variedad de reportes en los que se hace referencia a la susceptibilidad a algunas
patologias infecciosas relacionada con el estatus genérico, dando como resultado que principalmente los
hombres presenten una mayor incidencia en comparacién con las mujeres € 2000 McClelland. 2011) A o5
gue una gran cantidad de patologias infecciosas, el micetoma causado por Nocardia brasiliensis, se
presenta con mayor frecuencia en hombres que en mujeres (3:1) (Lopez. 2006) - gjpy embargo, los trabajos que
muestran evidencias moleculares sobre el posible mecanismo de interaccidon entre el hospedero y el

agente infeccioso son escasos.

En la busqueda de receptores hormonales citosélicos bacterianos que nos ayuden a comprender
este mecanismo, solo un trabajo ha sido publicado hasta la fecha. Kurth y colaboradores demostraron la
existencia de un receptor citosélico en la bacteria Streptomyces hydrogenans con una alta afinidad ala 5
a-dihidrotestosterona. Este contiene sitios competitivos tanto para progesterona como para la

(Kurth. 1975

dihidrotestosterona ), Aunque en la actualidad no existan trabajos con receptores hormonales en

N. brasiliensis, se sugiere su existencia.

En un estudio previo a este trabajo se demostré que las hormonas esteroides modifican el curso
clinico del micetoma experimental, asi como el crecimiento in vitro de N. brasiliensis (#emandezHernandez. 1995)
En el presente trabajo mediante la técnica RAP-RT PCR se demostrd que el estradiol y la testosterona
modifican la expresidén genética de N. brasiliensis, siendo la combinacién de primers Ea4+Ea5 la mas util
para detectar dichos cambios. El mayor cambio en la expresién génica se observé a las 2 y 8 horas de
estimulaciéon con ambas hormonas; a las 24 horas el cambio se observd solamente con testosterona.
Estos cambios podrian indicar que N. brasiliensis tiene una respuesta transcripcional mas rapida ante 17
B-estradiol que ante la testosterona. A pesar de que en el humano la vida media del estradiol es menor
que la de la testosterona (aproximadamente 5 minutos y de 10 a 100 minutos), dificilmente se podria

atribuir a este hecho la diferencia temporal de expresion entre estas dos hormonas, ya que el

microambiente en el humano es muy diferente al microambiente experimental.
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Recientemente el genoma completo de N. brasiliensis ATCC 700358 fue secuenciado. Este consta
de un cromosoma circular que contiene 9 489 024 pb, 8 414 genes que codifican para proteinas y 57
genes que codifican para RNA. El 68% del contenido del genoma son regiones ricas en G+C y contiene tres
copias de los genes del rRNA ribosomal 5S, 16S y 23S. Presenta una gran homologia con el genoma de N.
farcinica y M. tuberculosis. Hasta la fecha, se han identificado genes implicados en diferentes funciones;

sin embargo la mayoria de los genes codifican para proteinas hipotéticas (¢ c2Prer 2012)

De acuerdo a los datos obtenidos por el alineamiento de secuencias de proteinas, se propone que
los fragmentos clonados correspondientes a proteinas hipotéticas, corresponden a moléculas
participantes en la fisiopatogenia de la infeccion o en la transcripcién de moléculas especificas. Sin
embrago, se requieren estudios adicionales para corroborar la existencia y funcién de dichas proteinas
hipotéticas. Los 6 fragmentos restantes que presentaron una expresion diferencial bajo la estimulacion
con hormonas esteroides presentaron una alta similitud con proteinas de las que se conoce su funcién. A
continuacién se hace una breve descripcién de cada una de estas proteinas, asi como de su posible

implicacion en la virulencia de N. brasiliensis.

rRNA (adenina-N (6) -)-metiltransferasa de Nocardia brasiliensis ATCC 700358

La modificacidn post transcripcional es un proceso ampliamente estudiado en diversos organismos. La
magquinaria celular de cualquier organismo necesita de este tipo de regulacidon para sobrevivir. En

procariontes, la modificacién transcripcional mds comun es la metilacion de bases realizada por una

familia de enzimas conocidas como metiltransferasas (AP2d-2apatero. 1999)

Las metiltransferasas catalizan la transferencia de un grupo metilo del cofactor S-adenosil L-

(Chow. 2007)

metionina (SAM) al nucleétido blanco de una manera muy especifica . Estudios recientes han

demostrado que la metilacién en sitios especificos del ribosoma es un mecanismo que confiere resistencia

a los antibiéticos de la familia de los aminoglucésidos, con excepcion de la estreptomicina - 2006 Det- 2007;

Wachino. 2010; Wachino. 2012) - Actyalmente se conocen siete metiltransferasas producidas por diversos
microorganismos: RmtA, RmtB, RmtC, RmtD, RmtE, RomA y ArmA (Wachine-2010) "g| 1r6ceso de metilacion ha
sido mejor estudiado en las bacterias Gram negativas. En un estudio realizado por Liou y colaboradores,
se demostré que ArmA metila el nucleétido G1405 en la posicion N7 en el rRNA ribosomal 16S, inhibiendo
la unién del antibidtico al ribosoma; este proceso favorece la resistencia bacteriana a antibidticos

. ;. Liou. 2
aminoglucésidos Mo 2%,
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Los actinomicetos son productores de aminoglucésidos, sustancias que tienen un efecto
antibidtico particularmente contra bacterias gram negativas. Aunque no se han descrito metiltransferasas
en todos los actinomicetos, se sugiere que éstos son intrinsecamente resistentes a los aminoglucésidos
gue ellos mismos producen. Es posible que un gran nimero de actinomicetos produzcan metiltransferasa.
En algunas especies de Streptomyces y Micromonospora se ha descrito que la resistencia esta asociada a
la metilacidn especifica de nucleétidos dentro de sitio A del rRNA 16S lo cual dificulta la unién de los

aminoglucésidos a las subunidades ribosomales 30S, actuando como un mecanismo de auto proteccion

(Doi. 2007)

En este trabajo se puso evidencia la inhibicion de la expresién de un fragmento con alta similitud
a metiltransferasas en presencia de una alta concentracidon de testosterona. Esto implicaria que esta
hormona potencialmente podria eliminar la “auto-proteccion” de N. brasiliensis a la accidon de los

aminoglucésidos.

En el fragmento 17 (24 horas de estimulacion con testosterona, primers Ea3 + Es5) se expresé
esta enzima en condiciones de concentracion normal y 10 veces la concentracién normal, no asi en el
condicidn sin hormona. Por otro lado, en el fragmento 19 (24 horas de estimulacién con testosterona,
primers Ead + Es5) se aprecia una expresion de esta enzima sin hormona y en la concentracién normal;
sin embargo, en presencia de una alta concentracidn de testosterona, es notable una marcada inhibicion.
La expresion del fragmento 17 es muy tenue comparada con la expresion del fragmento 19; la diferencia
experimental entre ambos fragmentos, fueron los primers utilizados, lo cual valida la expresion de este

ultimo fragmento y justifica el haber utilizado diversos juegos de primers.
Anhidrasa carbodnica

La anhidrasa carbdnica es una metaloenzima que lleva a cabo la conversién de CO, a bicarbonato y

(Supuran. 2008) "'Fy |35 bacterias y otros organismos, esta enzima estd involucrada en muchos

protones
procesos fisioldgicos como la fotosintesis, respiracion, transporte de CO, y el metabolismo de
xenobiodticos. Existen cinco familias de metaloenzimas que utilizan zinc, cadmio y fierro dentro de su
centro activo P P®*® 2012 ge ha demostrado que este tipo de enzimas es esencial para el ciclo de vida de
varias bacterias como Brucella spp., Mycobacterium tuberculosis, Streptococcus spp., Helicobacter pylori,
Salmonella entérica y Sulfurihydrogenibium spp, por lo que han sido motivo de busqueda de nuevos

antibiéticos (Supuran. 2008; Supuran. 2011)
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En muchos organismos se ha demostrado que la produccidon de bicarbonato estd ligada a su

virulencia (Del Prete. 2012)'

En un estudio realizado por Supuran con Vibrio cholerae, se demostré que la
etoxzolamida (una sulfonamida) inhibe la andhidrasa carbdnica de mamiferos y bacterias. En Vibrio
cholerae la etoxzolamida inhibe una o varias anhidrasas carbdnicas que juegan un papel fundamental en

la transformacién de CO, en bicarbonato, reduciendo su virulencia P20,

El fragmento 20 correspondid a la secuencia de una anhidrasa carbdnica en el genoma de N.
brasiliensis. Su expresién fue evidente solo con el juego de primers Ea4 + Es5. Se expresa en ausencia de
estimulo hormonal y a la concentracion hormonal normal; en presencia de un exceso de la misma la
expresion de esta enzima desaparece. La interpretacidon a esta observacidon es que N. brasiliensis en
condiciones normales produce esta enzima y solo tendria algun significado en el humano cuando se

produjeran cantidades excesivas de testosterona.
Hidrolasa asociada a pared celular

Las hidrolasas de pared celular han sido conocidas como enzimas de vital importancia para la separacién
celular y la formacién de una nueva célula. Existe un amplio repertorio de estas moléculas que cumplen

(Wyckoff. 2012) " |3 actualidad se han

funciones especificas de acuerdo a las necesidades de los organismos
descubierto nuevas hidrolasas de pared celular que actuan de forma auténoma o en las células vecinas
para modular la invasion a las células del hospedero, la forma celular, la deteccidn inmune innata, la
comunicacion intercelular y la lisis contra sus competidores. Mas alld del papel de estas moléculas en la
division y crecimiento celular, se han abierto nuevos campos de estudio en donde las hidrolasas juegan un
papel importante en distintos comportamientos como la depredaciéon, la movilidad, la evasidn

inmunoldgica, la estructura de la comunidad bacteriana y la latencia ‘WYeff- 2012)

Algunos ejemplos de las nuevas funciones que llevan a cabo las hidrolasas de pared celular se

mencionan a continuacion:

Se ha observado que Bdellovibrio bacteriovorus expresa amidasas requeridas para modificar la

(Lerner. 2012)

forma de las células del hospedero y facilitar la entrada a ellas . Las amidasas producidas por

Helicobacteri pylori y Campylobacter jejuni modulan la forma de las células del hospedero y promueven la

colonizacién a través de la activacion del sistema inmune (Bons: 2010; Frirdich. 2012)

Mycobacterium tuberculosis requiere una combinacién de hidrolasas para “resucitar” de su estado de

latencia. Esta bacteria utiliza multiples clases de hidrolasas simultdneamente para romper las uniones del
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peptidoglucano. Ademas, la liberacion de estos fragmentos de pared celular se cree son un mecanismo de

sefializacion en la interaccién con el sistema inmune del hospedero ¢t 20%8),

Las enzimas lipoliticas son uno de los factores de virulencia conocidos en muchas bacterias como

(Lonon. 1988; Rollof. 1988)

Pseudomonas cepacia, Staphylococcus aureus , ¥ en algunas especies de hongos como

Alternaria brassicicola, Candida albicans, y Fusarium graminearum (Tu6° 1996 Berto. 1999; Voigt. 2005) pj,chag
especies de bacterias producen lipasas que pueden contribuir a la invasién y proliferacién, causando la

destruccion del tejido del hospedero 8" 2010,

Las lipasas de Propionibacterium acnes y Staphylococcus epidermidis pueden estar involucrados

(Gribbon. 1993; Farrell. 1993) Las Iipasas de S

en la colonizacion y persistencia de bacterias en la piel humana
aureus y P. aeruginosa son producidas durante el proceso de infeccién bacteriana. In vitro, estas enzimas
han sido asociadas a la disfuncion de diferentes tipos de células de la respuesta inmune como macréfagos

Jaeger. 1994

o plaquetas ¢ ). Burkholderia cepacia segrega una lipasa que aumenta la invasion en las células

(Mullen. 2007)

epiteliales sin afectar a su propia membrana plasmatica . Las fosfolipasas de las bacterias,

hongos y pardsitos actian como factores de virulencia mediante la modificacion de los lipidos de la célula

hUéSped (Ghannoum 2000; Heffernan. 2006; Mumy. 2008.)

La carboxilesterasa es una enzima que hidroliza los enlaces éster de sustratos con longitud de
cadena intermedia. En un estudio realizado por Lun y Bishai con M. tuberculosis se caracterizé el gen
MT2282 que codifica para una carboxilesterasa de la pared celular asociada a la virulencia. Para evaluar el
papel de este gen en la patogenia, fue eliminado del genoma de M. tuberculosis. Las mutantes fueron
inoculadas en ratones BALB/c, los cuales mostraron una reduccién en las unidades formadoras de

colonias en pulmones y bazo y menor dafio pulmonar "™ 2%7),

En el presente estudio, se observd la expresidn de un fragmento de N. brasiliensis (fragmento 20)
a las 24 horas de estimulo con la concentracion normal de testosterona, asi como en ausencia de
hormona. A alta concentracién de testosterona la expresion de este fragmento fue inhibida. El andlisis de
este fragmento mostrd una alta similitud con proteinas hipotéticas de N. farcinica y N. brasiliensis,
ademads de una similitud con proteinas con funcidn conocida. La secuencia de este fragmento mostrd
similitud con hidrolasas asociadas a pared celular de Streptomyces sp. y de S. lividans. El hecho de que
este fragmento con similitud con una hidrolasa se exprese tras la exposicién a una concentracidon normal
de testosterona asi como en el control sin hormona sugiere que puede tratarse de una hidrolasa

implicada en el crecimiento celular. Si estd hipdtesis es cierta, se esperaria que la inhibicién de la
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expresion de esta proteina a altas concentraciones de testosterona afectaria significativamente el
crecimiento y/o division de las células de N. brasiliensis, como reporté Hernandez-Hernandez (1995) en

Hernandez-Hernandez. 1995)

estudios in vitro '

En este estudio se observd que la testosterona a altas concentraciones estimula la expresion del
fragmento 23 correspondiente a la proteina carboxilesterasa de N. brasiliensis. Como se menciond
anteriormente, la carboxilesterasa se encuentra directamente relacionada con la virulencia de M.

(Lun, 2007)

tuberculosis Dado lo anterior posiblemente esta enzima juega un papel importante en la

virulencia de N. brasiliensis ante altas concentraciones de testosterona.
PBR (Phenazine biosynthesis regulator)

En Burkholderia cenocepacia, el gen PBR (regulador de la biosintesis de fenazina) codifica para una
proteina de 80 aminodcidos, que contiene un motivo hélice-alfa-hélice caracteristico de los reguladores

(Ramos. 2010)

transcripcionales en procariontes . Se encuentra localizado en el segmento de 3526 pb de su

cromosoma rio abajo de dos genes que codifican para las proteinas homdlogas a la PhzD y PhzF de

(Ramos. 2010)

Pseudomona chlororaphis . Estas proteinas estan implicadas en la biosintesis de la fenazina, las

cuales son compuestos heterociclicos que contienen nitrégeno y tienen una actividad antibidtica de

(Mavrodi. 2006)

amplio espectro Debido a su actividad redox y la capacidad de difundir a través de la

membrana, el mecanismo de accién de la fenazina estd implicado en la interrupcion de la respiracién

celular al interferir en el proceso normal de transporte de electrones (Pe"e¥- 2001,

En el estudio realizado por Ramos y colaboradores se describieron las diversas funciones del gen
PBR en donde utilizaron una cepa de B. cenocepacia K56-2, en la que el gen PBR fue modificado mediante
una mutagénesis insercional con un transposén. Se demostré que el gen de PBR es requerido para la
transcripcién de phzD y phzF y por lo tanto para la biosintesis de fenazina. Ademads, los resultados
muestran que la cepa mutante es incapaz de crecer en medios minimos, debido a que PBR esta implicado
en la regulacion de la sintesis de aminoacidos aromaticos. Demostraron ademas que la cepa mutante
presenta una baja virulencia en Caenorhabditis elegans. Una explicacidon es que la cepa mutante PBR es
incapaz de producir fenazinas, las cuales pueden actuar como compuestos redox, disminuyendo las

defensas del hospedero ante el estrés oxidativo "emes 2010,

Asimismo, Ramos y colaboradores demostraron que dicha cepa mutante de B. cenocepacia fue

mas susceptible que el fenotipo salvaje a los oxidantes H,0, y NaOCIl, y un pH acido o basico. También
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demostraron que esta proteina se une a la regidon promotora del operon phzF-D, regulando Ia

transcripcién de la fenazina fomos 200,

La proteina PBR muestra una homologia significativa a los 32 residuos de aminoacidos N-
terminales de un factor transcripcional putativo 0-54 BCAL de una cepa de B. cenocepacia. La RNA
polimerasa o0-54 transcribe genes cuyos productos tienen una amplia gama de funciones, incluyendo
algunos con implicaciones médicas, sin embargo, este factor de transcripcion no estd caracterizado

funcionalmente (femes- 2010)

En este trabajo se realizd un alineamiento con la proteina PBR resultante de la estimulacion con
hormonas esteroides con proteinas parecidas (clustalw), observamos que ésta tiene una gran homologia
con varios factores de transcripciéon asociados 0-54, como reporté Ramos y colaboradores. En primer
lugar, observamos una homologia con el péptido alfa del operon LACZ del vector de clonacién pUCP9. Lo
anterior nos sugiere que, la secuencia que se obtuvo podria formar parte del vector de clonacién o una

proteina parecida a PBR encontrada en B. cenocepacia.

En nuestro trabajo observamos que la produccién de esta proteina es sobre expresada cuando N.
brasiliensis es sometida a una concentracién normal de estradiol tras 8 horas de incubacién (Fragmento 3,
Figura 33). En el caso del fragmento 4, observamos una mayor expresion en la condicién de 8 horas de
incubacién sin hormona y a la concentracion normal de estradiol, no asi en la concentracién mas alta de
estradiol en donde la expresion disminuyd. Cabe sefalar, que al realizar la alineacién del fragmento 4 en
primer lugar obtuvimos similitud con la proteina hipotética 031_028560 de N. brasiliensis; en menor
grado, se observé una similitud con la proteina PBR. Por otro lado, el fragmento 16 (estimulacién con
testosterona a las 8 horas de incubacién) presenté el mismo patrén que el fragmento 3, es decir, una
sobreexpresidon Unica a una concentracién normal de testosterona. Debido a la repeticion de esta
expresion y a que el alineamiento del fragmento 4 es mas parecido a una proteina hipotética, podemos
sugerir que la expresion de los fragmentos 3 y 16 es la mas valida. De ser asi, tanto el estradiol (fragmento
3) como la testosterona (fragmento 16) a concentraciones normales estarian aumentando la expresion de

dicha proteina.

En este trabajo sugerimos que la produccién de esta proteina podria actuar de manera similar
ante un tipo de estrés (estimulacion hormonal), sin embargo se necesitan estudios que evallen las

funciones antes mencionadas de esta proteina.
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Subunidad E1 de la Piruvato deshidrogenasa

En la mayor parte de las células eucariontes y muchas bacterias que viven en condiciones aerobias y
oxidan sus nutrientes a CO, y H,0, la glucélisis es la primera etapa de la oxidacidn completa de la glucosa.
El Piruvato formado en la glucdlisis en condiciones anaerobias puede ser reducido a lactato, etanol o
algun producto de la fermentacién. Por otro lado, en condiciones aerobias el piruvato puede sufrir una
oxidacion por medio del complejo multienzimatico de la piruvato deshidrogenasa localizado en las
mitocondrias de las células eucariontes y en el citoplasma de las células procariontes. Esta oxidacidén es un
proceso irreversible en el que el piruvato pierde un grupo carboxilo en forma de CO, mientras que los dos

carbonos restantes se transforman en el grupo acetilo del acetil-CoA (de Kok. 1998)

Esta fase aerobia del catabolismo es llamada respiracidn celular y consta de tres fases principales:
I) la oxidacién de la glucosa, acidos grasos y algunos aminodcidos para dar lugar acetil-CoA, IlI) la
incorporacién de los grupos acetilo al ciclo de Krebs, donde son oxidados enzimdaticamente hasta CO, en
donde se libera energia en forma de NADH y FADH vy lll) la reduccion y oxidacién de las coenzimas
liberando protones y electrones que son transferidos a la cadena transportadora de electrones en donde

se genera ATP debido al proceso de fosforilacion oxidativa (% ok 19%8),

El complejo multienzimatico de la Piruvato deshidrogenasa estd formado principalmente por 3
enzimas que catalizan diferentes pasos de la reaccidn. La subunidad E1 esta formada por 2 subunidades
alfa y 2 subunidades beta. Esta subunidad cataliza la descarboxilaciéon del piruvato y su unién a la
lipoamida de la subunidad E2 la dihidrolipoil transacetilasa. La subunidad E2 transfiere el grupo acetil que
se encuentra unido a la lipoamida a la coenzima A para dar el acetil-CoA producto de la reaccién y la
lipoamida en su forma reducida. La subunidad E3 dihidrolipoil deshidrogenasa recupera la forma oxidada

(de Kok. 1998)

de la lipoamida rindiendo un NADH, en donde se requiere de FAD como coenzima . El complejo

multienzimatico de la Piruvato deshidrogenasa es de vital importancia para la generacion de energia. Sin
embargo, en algunos estudios se ha demostrado que esta juega un papel muy importante en la patogenia

. . . . 201
de varios microorganismos (T"°ms 2013,

Las interacciones entre los microorganismos y los componentes de la matriz extracelular del

hospedero pueden influir en la iniciacidn y el establecimiento de las infecciones. Los microorganismos

poseen un amplio repertorio de estrategias que les permite tener una interaccién con el hospedero ™"

2002) 'Eny este sentido, se ha estudiado el papel de la subunidad B E1 de la Piruvato deshidrogenasa. Por

medio de la purificacidn de proteinas de superficie celular de Mycoplasma pneumoniae, del andlisis de las
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secuencias de aminoacidos asi como de la microscopia con el marcaje con inmunogold con anticuerpos
policlonales reactivos contra la subunidad BE1 de la Piruvato deshidrogenasa, se demostrd que ésta forma
parte de la superficie celular y que ademds propicia la adherencia a la fibronectina del hospedero. Lo
anterior se corrobord con la utilizacién de un atisuero anti-subunidad B E1 en donde la adherencia a la

fibronectina por M. pneumoniae fue inhibida " 2002

En otro estudio realizado por Thomas y colaboradores se corrobord este fendmeno al hacer un
analisis de fraccionamiento de la superficie celular de M. pneumoniae en donde encontré la presencia de
la subunidad B E1. Estos autores indican que la unién de enzimas a plasmindgenos humanos vy
particularmente la asociacion de la subunidad B E1 de la Piruvato deshidrogenasa puede contribuir a la
patogénesis de la infeccidén causada por M. pneumoniae, ya que es un factor importante en la adherencia

y en la interaccién parasito-hospedero (™ 2013),

El doble papel de estas enzimas ha sido poco estudiado, sin embargo en este trabajo podemos
sugerir la posible doble funcién de esta enzima debido a que en este trabajo observamos que la expresién
genética de ésta se presentd en la concentracidon mas alta de estradiol. Lo anterior podria explicar el papel

gue juega en la virulencia y en el establecimiento en el hospedero.

De acuerdo a los resultados que obtuvimos en este trabajo, observamos que cinco (proteinas
hipotéticas, PBR, metiltransferasas, hidrolasas de pared y Anhidrasa carbdnica) de las siete proteinas que
modificaron su expresidon genética, podrian ser producidas de manera natural por N. brasiliensis ya que se
expresaron en ausencia de estimulo hormonal, aunque es interesante el hecho de que estas inhibieran su
expresion a altas concentraciones hormonales. Por otro lado, dos proteinas (Piruvato deshidrogenasa y
carboxilesterasa), se expresaron en presencia de una concentracién excesiva de estradiol y testosterona
respectivamente. Los resultados obtenidos tendran que ser sustentados con estudios mas especificos

para evaluar su implicacién en la fisiopatogenia del micetoma.

El presente trabajo, representa el primer estudio en relacion al efecto que tienen las hormonas
esteroides en la expresidn genética de N. brasiliensis, el cual abre camino a diversas investigaciones que

involucren el hallazgo de las funciones de las proteinas aqui mencionadas.
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XI) CONCLUSIONES

Se estandarizo la técnica RAP-RT-PC para el estudio de expresién diferencial en N. brasiliensis
Se caracterizo el aislado clinico FM825 como Nocardia brasiliensis

Se detectaron 7 posibles proteinas que modificaron su expresién en presencia de 17 B-estradiol y/o

testosterona:

e Proteinas hipotéticas

e PBR (Phenazine biosynthesis regulator)

e Subunidad E1 de la piruvato deshidrogenasa
o rRNA (adenina-N (6) -)-metiltransferasa

e Hidrolasa de pared celular

e Anhidrasa carbdnica

e Carboxilesterasa

Cinco de estas proteinas (proteinas hipotéticas, PBR, metiltransferasas, hidrolasas de pared y Anhidrasa
carbdnica) son producidas naturalmente por N. brasiliensis ya que se expresaron en ausencia de estimulo

hormonal.

Dos proteinas (Piruvato deshidrogenasa y carboxilesterasa), se expresaron en presencia de una

concentracion alta de estradiol y testosterona respectivamente.

El papel de estas proteinas en la fisiologia o virulencia de N. brasiliensis solo podra determinarse con

estudios adicionales.
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X) PERSPECTIVAS

Con los resultados obtenidos en el presente estudio se plantean las siguientes lineas de investigacién a

abordar:

e Validar los resultados obtenidos en el presente trabajo por Northern blot o gPCR.

e Determinar el efecto que tiene el 17 B-estradiol y la testosterona en la expresion de los genes
obtenidos en el presente trabajo, disefiando primers especificos que permitan amplificar un

fragmento mayor o el gen completo con lo cual se permitira la caracterizacién completa del gen.

e Investigar el efecto de las deleciones o la interrupcion de los genes para evaluar la sobrevivencia,

virulencia u otra funcién en N. brasiliensis.

e Determinar si los genes regulados por el 17 B-estradiol y la testosterona en N. brasiliensis son
factores de virulencia potencialmente manipulables de tal forma que se pueda contribuir a

establecer medidas preventivas y terapéuticas en el micetoma causado por N. brasiliensis.
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X) ANEXOS
Estandarizacion de la técnica RAP-RT-PCR

En el Despliegue Diferencial ™" 92 disefiado para eucariontes, se utiliza un oligo dT que se unen a las
colas de Poli A, presentes en el mMRNA. Los procariontes carecen de esta secuencia en el mRNA, por lo
gue se han reportado estudios con modificaciones a la técnica original. La técnica de RAP-RT-PCR (RNA
fingerprinting by arbitrarily primed PCR) fue disefiada para secuencias que carecen de colas de poli A. En
esta técnica, tanto en la reaccidn de transcripcion inversa (RT) como en la Reaccidon en Cadena de la
Polimerasa (PCR) se utilizan primers de pocos pares de bases que permiten detectar un alto porcentaje de
las secuencias del mMRNA de bacterias. Asi, de acuerdo al trabajo publicado por Fislage se eligieron 10
juegos de primers (Cuadro 1) para lo cual se extrajo DNA de una cepa de Escherichia coli (TG1) y de la

cepa de N. brasiliensis para evaluar la funcionalidad de los primers. No se realizaron RT’s en este paso.

Primer Secuencia
Ea3 5’-TTT ATC CAG CG-3’
Ead 5’-TCA GCG TTT TA-3’
Ea5 5’-TTT CAG CGC CT-3’
Ea8 5’-ATC ATC CAG CA-3’
Eal0 5’-TTC AGC CAG CG-3’
Es2 5’-GCT GCT GGC G-3’
Es3 5’-GAA GTG CTG G-3’
Es5 5’-TGG CGG CGG C-3’
Es7 5’-ATG CGC TGG C-3’
Es8 5’-TGC CGA TGA A-3’

Cuadro 1. Primers utilizados para la evaluacién de la técnica RAP-RT-PCR

Para la reaccién de Reversa Trascripatasa, se utilizd la enzima SuperScript™ |l Reverse
Transcriptase de la marca Invitrogen. Para fines de la estandarizacién, se realizé una extraccion de RNA
de N. brasiliensis sin tratar con ninguna hormona por el método de TRIzol, posteriormente se cuantificd y

se realizé una sintesis de cDNA para utilizarlo para la PCR.

Posteriormente, se realizaron diferentes procedimientos que incluian modificaciones en las

.. . . illi .1 ; 1992; Fi .1 .
condiciones para la PCR descritas por diversos autores (Wiiams: 1990; Welsh 1992; Fislage. 1997) "o raglizaron curvas
de concentracidn de cloruro de Magnesio en concentraciones que fueron de 1mM hasta 3 mM; curva de

concentracion de nucleotidos (dNTP’s) que fueron de 100 uM hasta 300 uM, curva de concentracion de
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primers que oscilaron entre 500 pM y 4 uM, curva de concentracién de cDNA desde 2 pl hasta 10 pl y una
curva de temperatura de alineacidon con temperaturas que fueron desde 30 °C hasta 50 ° C. Finalmente se
evaluaron varias enzimas polimerasas (SuperScript™One-Step RT-PCR with Platinum® Taq de Invitrogen,

Amplificasa BioTecMol, polimerasa “casera” y la Taqg DNA Polymerase (recombinant) de Fermentas.

Ensayos de diversas condiciones para estandarizar la técnica de RAP-RT-PCR

(Fislage. 1997) hara estudios de

Para evaluar la funcionalidad de los primers previamente utilizados por Fislage
expresion diferencial, se decidié a realizar los ensayos correspondientes con DNA de N. brasiliensis y con
la cepa de E. coli JIM107 como cepa control. En la Figura 1 se muestra el material nucleico extraido de
ambas cepas. Con este material se hicieron ensayos de PCR utilizando varias combinaciones de primers de

acuerdo al Cuadro 4 de Material y Métodos.

M DNAE. coli DNA N. brasiliensis
23130 — “ .
9416 |

2322 m—m—

| I

Figura 1. DNA de E. coliy DNA de N. brasiliensis

Con este material y siguiendo las condiciones mostrada en el Cuadro 2 y la Figura 2 se realizaron
los primeros ensayos para verificar la funcionalidad de los primers En la Figura 3 se muestra que con el

DNA de E. coli se forma un ligero bandeo. Con el DNA de N. brasiliensis no se produjo ningun amplificado
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visible. Con este resultado inferimos que los primers eran funcionales, sin embargo las condiciones de PCR

no eran las éptimas.

Reactivo Concentracion final
Buffer 10X 1X
MgCl, (10 mM) 1.5mM
dNTP’s (2 mM) 2uM
Ea3 (25 uM) 5uM
Es5 (25 um) 0.5uM
cDNA 2ul
Taq polimerasa Fermentas® 2U
H,0 MQ c.b.p. 30 ul

Cuadro 2. Condiciones para PCR utilizadas por Fislage. 1997.

35 ciclos

92°C ¢ 92°C Jpec § 72°C
: 40°C :

5:00 : 0:50 00 ¢
1:00 3 500

Figura. 2. Temperaturas utilizadas por Fislage. 1997 en las primeras
reacciones de PCR
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E. coli N. brasiliensis
M 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

pb

1000 m—

Figura. 3. PCR con primers aleatorios utilizando DNA de E. coliy N. brasiliensis. Condiciones
tomadas de Fislage. 1997.

A continuacidon se consideraron las condiciones de PCR propuestas por Williams y Welsh

(Williams.1990; Welsh. 1992) - gstradas en el Cuadro 3 vy Figura 4.

Concentracion final | Concentracion final
Reactivo Condiciones Condiciones
Williams et al, 1990. Welsh et al, 1992.
Buffer 10X 1X 1X
MgCl, (10 mM) 2mM 3mM
dNTP’s (2 mM) 200 uMm 50 uM
Ea3 (25 uM) 100pM 2puM
Es5 (25 um) 100pM 2uM
cDNA 2ul 2ul
Taq polimerasa 0.5 ul 0.5 ul
H,0 MQ c.b.p. 20 ul c.b.p. 20 ul

Cuadro 3. Concentraciones de reactivos utilizados por Williams y Welsh. Distintas condiciones para la estandarizacion de la
técnica RAP-RT-PCR
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1 ciclo 40 ciclos
94°C P gg° P
72°C o C . 790c i 72°C
. . 40°C :
500 3OOC » 1-00 .
500 : ~ 1:00
: : 5:00
5:00 : 1:00 : a°c

Figura 4. Programa de temperaturas utilizado en el termociclador para estandarizar la técnica RAP-RT-PCR

Bajo estas condiciones no se favorecidé la amplificacion. Por lo anterior se decidid hacer las

siguientes modificaciones:

Diversas combinaciones de primers

Uso de DNA y cDNA como material de partida (Figura 5)

Cantidad de cDNA (5 pl, 8 pl y 10 pl) (Figura 7)

Curva de Temperatura de alineamiento y tiempos (Figura 8)

Curva de concentracion de MgCl, (Figura 7)

Utilizacién de la enzima Taq Platinum (invitrogen) (Figura 6)

Utilizacién del Kit SuperScript™One-Step RT-PCR with Platinum® Taq de Invitrogen (Figura 9)
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cDNA DNA
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1000 m—

Figura. 5. PCRs a partir de cDNA y DNA de N. brasiliensis utilizando la enzima Taqg Polimerasa
Amplificasa Biotecmol. Pozos 1,4,7,10, combinacién de Primers Ea3+Es2. Pozos 2,5,8,11,
combinacion de primers Ea3+Es5. Pozos 3,6,9,12 combinaciéon de primers Ea3+Es8

cDNA DNA

pb M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1000 m—

Figura. 6. PCRs PCRs a partir de cDNA y DNA de N. brasiliensis utilizando la enzima Platinum Taq de
Invitrogen. Pozos 1,4,7,10, combinacidn de Primers Ea3+Es2. Pozos 2,5,8,11, combinacion de primers
Ea3+Es5. Pozos 3,6,9,12 combinacién de primers Ea3+Es8
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Figura 7. Curva de concentracion de MgClI2 y cantidad de cDNA de N. brasiliensis

30.0°C
35.7°C
40.8°C
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1000 m—
200 m—

Figura 8. Curva de Temperaturas de alineacién en la PCR

2.5um
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1000 m——

Figura 9. RT-PCR en un solo paso con el Kit SuperScript™One-Step RT-PCR with
Platinum® Taq de Invitrogen

Finalmente se decidié cambiar la enzima. Se recurrié a utilizar otras enzimas polimerasas ya que
Unicamente se habia trabajado con la enzima Amplificasa BioTecMol y con la Platinum® Taq de
Invitrogen. Para estas pruebas se partié de las condiciones de Williams (Williams, 1990) con algunas
modificaciones de acuerdo a los resultados anteriores. Las enzimas fueron la Tag DNA Polymerase
(recombinant) de Fermentas y una polimerasa extraida en la Universidad Auténoma del Estado de

Morelos (UAEM).

Los resultados mostraron que tanto la enzima UAEM (no mostrada), como la enzima Taq DNA
Polymerase (recombinant) de Fermentas induce la sintesis de algunos productos de amplificacién Figura

10.
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Ea3+Es5
Ead4+Es3
Ead4+Es5
Ea4+Es8
Ea5+Es3
Ea5+Es5
Ea5+Es7
Ea8+Es5
Ea8+Es7
EalO+Es2

1000 m—

Figura 10. Amplificacion por la enzima Taq Polimerasa de Fermentas utilizando
combinaciones de primers descritos en el Cuadro 10.

Se aumenté el nimero de combinaciones de primers y los productos fueron corridos en un gel de
poli-acrilamida al 6% tefiido con una solucion de bromuro de etidio al 0.1% (Figura 27). Con este perfil de
bandeo se determind que la enzima Tag DNA Polymerase (recombinant) de Fermentas fue la mejor

enzima para el RAP-RT-PCR. De acuerdo a la Figura 11 se eligieron 5 juegos de primers (marcados con

asterisco) para los estudios con estimulacién hormonal.
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Figura 11. Amplificacién de la enzima Taq polimerasa de Fermentas®. Distintas
combinaciones de primers. El asterisco (*) indica las combinaciones de primers que fueron
utilizadas en los experimentos posteriores.

Con base en los ensayos previamente descritos, a continuaciéon se resumen las condiciones
definitivas para obtener un patréon de amplificacidn satisfactorio para el estudio de RAP-RT-PCR de N.

brasiliensis estandarizadas durante el presente trabajo.
Las mejores condiciones para obtener un amplificado satisfactorio fueron:

RNA total 3pg

Condiciones de RT descritas en la seccién 6.4.6. de Material y Métodos

Condiciones de PCR:

Reactivo Concentracion final
Buffer 10X 1X
MgCl, (25 mM) 1.5mM
dNTP’s (3 mM) 200 um
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Ea3 (25 uM) 2 uM
Es5 (25 uM) 2 UM
cDNA 5l
Taq polimerasa Fermentas® 3.75U
H,0 MQ c.b.p. 30 ul

Cuadro 4. Condiciones para PCR estandarizadas para la técnica RAP-RT-PCR

1 ciclo 40
ciclos
24 C 72°C 24K o 72°C 1 72°C
5:00 o T 1. 40°C -
30°C 5:00 : 1:00 1:00 : 500
5:00 1:00 ' \ 4°C

Figura 12. Programa de temperaturas estandarizado para la técnica RAP-RT-PCR

Volumen de Carga en gel: 30 pl con buffer de carga naranja G a1 X.

Corrimiento de productos de PCR en un gel de agarosa al 3.5% tefiido con bromuro de etidio, en buffer

TAE 1X, a 80 volts durante 1.5 horas.
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