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Resumen.

Gallibacterium anatis es una bacteria Gram negativa miembro de la familia Pasteurellaceae
gue forma parte del microbiota del tracto respiratorio y reproductivo de aves domésticas o
silvestres, pero también es la causa de diversas afecciones tales como salpingitis,
peritonitis, sindrome respiratorio y baja en la postura. Este microorganismo puede ser biovar
hemolitico o0 no hemolitico. La patogenicidad de esta bacteria se ha asociado a la expresion
de algunos factores de virulencia, sin embargo, el efecto de las hormonas catecolaminas
en la expresién de éstos, ha sido poco estudiado. En el presente trabajo se estudi6 el efecto
de diversas concentraciones de epinefrina (E) o norepinefrina (NE) en el crecimiento de
esta bacteria, asi como su efecto en la expresion diferencial de proteinas. La presencia de
E o NE en concentraciones de 20 a 50 uM en el medio de cultivo, favorecen el crecimiento
de ambos biovares, pero no significativamente el de la no-hemolitica. Estas
concentraciones de hormonas incrementan o diminuyen el patron de proteinas en el rango
de 20 a 70 kDa de ambas cepas; y también incremento la expresion de probables adhesinas
en ambas cepas. Estas diferencias fueron corroboradas en los ensayos de Western blot
usando suero de aves infectadas con G. anatis . El incremento de posibles adhesinas
tambien se corroboré por Far Western blot usando fibrindgeno biotinilado. Aunque ambas
cepas unen el colorante Rojo Congo, se observé una incremento de su unién por el biovar
hemolitico, tanto con E como con NE; pero la NE indujo una disminucién de su union para
el biovar no-hemolitico, lo que sugiere que la produccion de proteinas amiloide-like;
principal componente proteico de una biopelicula, se ve afectada por la presencia de E o
NE. La presencia de hormonas provoc6 una disminucion en la formacion de biopelicula en
ambas cepas. La presencia de catecolaminas afecta el crecimiento y la expresion de
probables factores de virulencia de G. anatis, indicando que esta bacteria responde al

estrés de su hospedador.
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Introduccioén.

El estrés es una respuesta a los estimulos, externos o internos, capaz de alterar la
homeostasis fisiol6gica y la capacidad de hacer frente a esa situacién estresante, es un
determinante crucial de la salud y la enfermedad. La exposicion a condiciones adversas
inicia una serie de respuestas adaptativas organizadas para defender la estabilidad del
medio interno y mejorar la supervivencia del organismo. Este proceso suele denominarse
"respuesta al estrés", esto implica varios mecanismos que permiten al organismo realizar
los ajustes fisioldgicos y metabdlicos necesarios para hacer frente a las exigencias del
desafio homeostatico (Gold & Chrousos., 2002).

En los animales, el estrés da lugar a una comunicacion bidireccional entre el cerebro y los
organos periféricos, ademéas de estar mediada por una serie de hormonas y factores
neuroactivos (Reiche et al., 2004).

La respuesta al estrés es un sistema sofisticado, eficiente y evolutivamente mantenido, que
regula el aprendizaje, los recuerdos y la toma de decisiones estratégicas en varias capas
del sistema nervioso central (SNC) (Bains et al., 2015). Cuando un escenario se percibe
como peligroso el cerebro activa varios circuitos neuronales para mantener la integridad
fisiologica incluso en las circunstancias mas extremas. Sin embargo, la deteccion de
diversas formas de estrés requiere la participacion de muchas redes. Diferentes redes
neuronales y funciones celulares se activan por el estrés psicolégico y fisico, dejando
diversas huellas en el cerebro. Los estresores fisicos son estimulos que provocan
auténticas anomalias fisiolégicas y superan al individuo; como una hemorragia o una
enfermedad (Dayas et al., 2001).

Los estresores fisicos son analizados principalmente por el tronco del encéfalo y las areas
hipotalamicas y con frecuencia requieren una respuesta sistémica inmediata (Joéls &
Baram 2009). En consecuencia, la primera etapa de la reaccién al estrés (sistema simpatico
adrenomedular-SAM) permite una rapida aclimatacion, que da lugar a respuestas a corto
plazo como el estado de alerta, la vigilia y la valoracion de circunstancias particulares, lo
gue permite un movimiento estratégico para superar la adversidad en las primeras etapas
de un periodo traumatico. El mecanismo hormonal (eje hipotalamo-hipofisario-suprarrenal-
HPA) se considera mas lento en comparacion con los procesos sinapticos que estimulan el
SAM, pero da lugar a una reaccién secretora intensificada y prolongada en la fase

secundaria (respuestas de larga duracion) (Ulrich-Lai & Herman., 2009).
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El estrés provoca la liberacién de una serie de potentes efectores biol6gicos y ha llevado a
pensar que el aumento de las infecciones que se producen tras el estrés se debe a la
reduccion de la eficacia inmunitaria por parte de las hormonas del estrés: catecolaminas.
En el contexto de la infeccion, casi todas las células inmunitarias poseen receptores para
las hormonas catecolaminas y los neuropéptidos. Demostrando asi que existe una estrecha
conexién entre los sistemas nervioso e inmunitario, ya que las fibras nerviosas simpaticas
inervan ampliamente el tejido linfatico y los ganglios de los 6rganos. En general, se ha
demostrado que la exposiciéon a las hormonas del estrés reduce la eficacia inmunitaria,
especialmente lainmunidad celular protectora (Reiche et al., 2004; Glaser & Kiecolt-Glaser.,
2005).

La epinefrina y norepinefrina son catecolaminas que estan evolutivamente conservadas en
los animales, tanto vertebrados como invertebrados, la fuente principal de epinefrina es la
médula suprarrenal, mientras que la norepinefrina se sintetiza en la médula suprarrenal y

por neuronas adrenérgicas distribuidas por todo el cuerpo (Walker & Drouillard 2012).

Catecolaminas.

Una hormona es el primer mensajero quimico, transmitido por sangre y suele ser secretada
por un 6rgano o grupo de células en respuesta a una demanda del entorno para sefalar la
respuesta especifica de otro (Gomperts et al., 2003).

Hay un gran namero de sustancias, que actlan con gran intensidad en cantidades minimas,
gue son de gran importancia en los procesos fisiolégicos. Una clase de éstas consiste en
las hormonas que se producen en un 6rgano particular; pasan a la corriente sanguinea y
producen efectos en oOrganos distantes. Por lo tanto, proporcionan una coordinacion
guimica de las actividades del organismo, trabajando junto a ella a través del sistema
nervioso. Las hormonas suelen liberarse en pequefias cantidades en lugares alejados de
los 6rganos a los que se dirigen. Al entrar en la circulacion, pueden entrar en contacto con
enzimas que las descomponen. Muchas de ellas circulan en forma de complejos con
proteinas de unidn especificas, lo que reduce aiin mas su concentracion libre (Gomperts et
al., 2003).

La familia de las hormonas del estrés que incluyen a la epinefrina, la norepinefrina y la
dopamina son catecolaminas naturales que contienen un nicleo de catecol formado por un

anillo de benceno con grupos hidroxilos adyacentes y una cadena amina lateral opuesta
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gque contribuye a la especificidad del receptor. Las catecolaminas existen en
concentraciones bajas (micromolares) en el cerebro con respecto a los neurotransmisores
aminoacidos como el glutamato y el acido y-aminobutirico. Sin embargo, tienen una
importancia considerable en la regulacion de multiples aspectos de la funcién del sistema
nervioso central (Goldstein et al., 2003).

Las catecolaminas se sintetizan en los nervios en el lugar de su liberacion, tanto en las
terminales como en los cuerpos celulares. La tirosina hidroxilasa (TH, tirosina 3-
monooxigenasa) cataliza la conversion de sus sustratos tirosina y oxigeno molecular en
3,4-dihidroxi-I-fenilalanina (L-DOPA). Es la enzima mas importante en la sintesis de
catecolaminas, siendo el paso inicial y limitante de la velocidad en la sintesis de dopamina,

norepinefrina y epinefrina (Goldstein et al., 2003).

La catecolamina afecta al crecimiento y la virulencia de las bacterias, el aumento del
crecimiento de las bacterias por las catecolaminas también depende del tipo y la
concentracion de catecolamina a la que son expuestas las bacterias (O'Donnell et al., 2006).
Se ha observado que las catecolaminas (epinefrina, norepinefrinay Dopamina), influyen
directamente en el crecimiento de bacterias Gram negativas como E. coli, Yersinia
enterocolitica y Pseudomonas aeruginosa. La virulencia de una bacteria se manifiesta
cuando se produce una interaccibn mutua entre un patégeno bacteriano y su huésped
(Kendall & Sperandio, 2016).
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Comunicacion celular

Se ha sostenido ampliamente que las bacterias deben percibir y reconocer el entorno del
huésped para expresar los genes esenciales para la colonizacion o la expresion de la
virulencia. En este sentido, la deteccién de quérum sensing (QS) es un mecanismo de
sefalizacién de célula a célula en el que las bacterias responden a moléculas quimicas
similares a las hormonas, llamadas autoinductores (Al). Cuando un autoinductor alcanza
un umbral de concentracion critico, las bacterias reconocen y responden a esta sefial
alterando sus patrones de expresion génica (Clarke et al., 2006).

Casi todos los sistemas conocidos de deteccién de quérum en bacterias Gram negativas
presentan cuatro caracteristicas comunes. En primer lugar, los autoinductores de estos
sistemas son las acil-homoserinas-lactonas (AHL) u otras moléculas que se sintetizan a
partir de la S-adenosilmetionina (SAM), y son capaces de difundirse libremente a través de
la membrana bacteriana. En segundo lugar, los autoinductores se unen a receptores
especificos que residen en la membrana interna o en el citoplasma. En tercer lugar, la
deteccién de quorum suele alterar entre docenas y cientos de genes que sustentan diversos
procesos biolégicos. En cuarto lugar, en un proceso denominado autoinduccién, la
activacion de la deteccion de quérum impulsada por el autoinductor estimula el aumento de

la sintesis del autoinductor (Papenfort & Bassler, 2016; Miller & Bassler, 2001).

Existen 3 tipos de autoinductores, Al-1: quimicamente son acil-homoserina-lactonas (AHL)
los cuales tiene un anillo conservado de homoserina lactona conectada a través de un
enlace amida a una cadena de acilo variable que puede ser de cadena corta y se difunde a
través de la membrana. La deteccion del quérum de tipo AHL se produce principalmente en
las bacterias Gram negativas y esta implicada sobre todo en la sefializacion intraespecifica
(Rai et al., 2015).

Al-2: quimicamente es un diéster de borato de furanosilo, el Al-2 es producido y reconocido
tanto por bacterias Gram-positivas como Gram-negativas y esta implicado en QS tanto inter
como intra especifico (Rai et al., 2015; Clarke et al., 2006).

Al-3: Es un compuesto aromatico que no contiene un esqueleto de azucar como Al-2
sintetizado por el gen LuxS, el cual también se encarga de sintetizar al Al-2. El Al-3 tiene la
capacidad de generar comunicacion interdominio ya que ciertas hormonas catecolaminas
y en particular la epinefrina y norepinefrina producidas por mamiferos inducen una

sefalizacion cruzada con Al-3 (Clarke et al., 2006; Walters et al., 2006).
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Todas estas catecolaminas sirven como sefiales para que los microorganismos modulen la
expresion de los genes, por tanto, funcionan en la sefializacion interdominio.

La sefalizacién interdominio implica una comunicacién hormonal entre las bacterias y el
huésped (Molina, 2013). Varias especies bacterianas utilizan dos sensores adrenérgicos
bacterianos, la epinefrina y norepinefrina no atraviesan la membrana celular; por tanto,
depende de los sistemas de dos componentes (TCS) QseBC y QseEF para transmitir las
sefales adrenérgicas al entorno intracelular. Los sistemas de doble componente suelen
estar compuestos por un sensor histidina quinasa situado en la membrana citoplasmatica
gue detecta una sefial especifica y un regulador de respuesta citoplasmatico que controla
la salida. Al detectar una sefial ambiental concreta, la quinasa se autofosforila y
posteriormente transfiere este fosfato a su regulador de respuesta correspondiente. La
mayoria de los reguladores de respuesta son factores de transcripcién que, tras la
fosforilacion, median la salida de esta cascada de sefializacion uniendo el ADN para
promover o reprimir la expresion génica (Weigel & Demuth., 2016). Sorprendentemente, el
receptor de la hormona del estrés bacteriano y un regulador global, QseC, pueden modular
la expresion de muchos (>400) genes, incluidos los de virulencia, metabdlicos y de

respuesta al estrés (Hughes et al., 2009).

Gallibacterium anatis

Gallibacterium anatis es un cocobacilo, Gram negativo, no mévil, encapsulado, anaerobio
facultativo, que pertenece a la familia Pasteurellaceae, G. anatis puede subdividirse en dos
biovares fenotipicamente distintos: el biovar hemolitico y el biovar anatis no hemolitico, la
cepa hemolitica forma zonas B-hemoliticas. G. anatis presenta colonias de 1-2 mm de color
grisaceo, lisas, semitransparentes, ligeramente elevadas y circulares con un margen entero
cuando se incuban durante 24 h a 37 °C en placas ricas en nutrientes que contienen sangre
de cerdo, oveja, ternera o pollo (Christensen et al., 2003; Bojesen et al., 2004). G. anatis se
encuentra frecuentemente en pollos, pero también se ha reportado en aves domésticas, asi
como en silvestres incluyendo pavos, gansos y patos (Bisgaard et al., 2009; Bisgaard 1993).
G. anatis forma parte de la microbiota del tracto respiratorio y reproductivo de aves. Por lo
tanto, es considerado un patdégeno oportunista que compromete principalmente a estos dos
sistemas y que puede expandirse al resto del organismo a través de la sangre, provocando
lesiones principalmente en los érganos reproductores de gallinas ponedoras y se le

considera una de las causas de la salpingitis, peritonitis, sindrome respiratorio y baja en la
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postura (Mendoza et al., 2014; Neubauer et al., 2009; Paudel et al., 2013; Paudel et al.,
2014).

G. anatis bv. haemolytica G. anatis bv. anatis
strain 12656-12 strain F149

Figura 1. Biovares de Gallibacterium anatis, y sus diferencias en las propiedades
hemoliticas (Persson & Bojesen., 2015).

Factores de virulencia

Las bacterias poseen mecanismos de patogenicidad especificos que se presentan al
superar las defensas de un hospedero. Un microorganismo patégeno posee la capacidad
de producir un dafio a cualquier nivel en un organismo hospedero susceptible. La virulencia
es una medida cuantitativa de la patogenicidad y se mide por el nimero de microorganismos
necesarios para causar una enfermedad, es decir, es el grado de patogenicidad (Casadevall
& Pirofski, 1999).

Los factores de virulencia bacterianos permiten que un huésped se replique y se disemine
dentro de un hospedero, en parte subvirtiendo o eludiendo las defensas. Un factor de
virulencia debe permitir al organismo hacerlo con un in6culo relativamente pequefio (Cross,
2008).

Las bacterias cuentan con dos mecanismos de patogenicidad bacteriana, estos son la fase
temprana que se caracteriza por presentar factores de virulencia como movimiento,
adhesion e invasion, en la fase tardia presentar factores como supervivencia intracelular,

evasion de la respuesta inmune y variacion antigénica (Cardenas-Perea et al., 2014).

Un factor de virulencia para Gallibacterium anatis es una toxina que secreta, denominada

GtxA (toxina A de Gallibacterium), la proteina GtxA expresada posee actividad hemolitica
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contra eritrocitos de una amplia variedad de huéspedes, y actividad leucotdxica contra la
linea celular de macro6fagos de pollo (Kristensen et al., 2010).

Se ha demostrado que G. anatis produce vesiculas de membran externa con un contenido
proteico que varia dependiendo de la condicion de crecimiento, lo que sugiere que la
produccion de vesiculas de membrana externa podria servir para mdltiples funciones y ser
una forma de hacer frente a los cambios del entorno, por ejemplo, dentro del huésped.

G. anatis expresa metaloproteasas capaces de degradar la inmunoglobulina aviar 1gG
(Garcia-Gomez et al.,, 2005). Las metaloproteasas son una clase de proteasas que
desempefian muchas funciones importantes en la virulencia, como la colonizacion, la
adquisicion de nutrientes, la evasion inmunitaria y la invasion bacteriana en la circulacion
sistémica (Miyoshi & Shinoda, 2000).

Se ha visto que G. anatis es capaz de adherirse a superficies inertes, lo que se considera
un primer paso hacia la formaciéon de biofilm, esta capacidad se asocia a infecciones
persistentes y crénicas y a una mayor resistencia a los antimicrobianos (Vaca et al., 2011).
G. anatis puede ser clasificado en cepas que no producen biofilm y cepas que producen

biofilm débil, moderado y fuerte (Johnson et al., 2013).

La adhesion es una colonizacion inicial esencial seguida de la penetracion a través de los
tejidos. La adhesién es aparentemente esencial para evitar los mecanismos defensivos
innatos del huésped, que no se limitan a los efectos enziméticos, que pueden eliminar

eficazmente los patdégenos bacterianos no adherentes (Wu et al., 2008).

Sin embargo, para que la adhesion de los patdgenos bacterianos tenga éxito, los patégenos
bacterianos deben ser capaces de acceder a algunos nutrientes esenciales, como el hierro,
para su crecimiento. Los patdgenos bacterianos deben tener una o mas estrategias de
fijacién o adherencia comunes que son las fimbrias y las adhesinas proteicas monoméricas.
La adhesion es mas bien una union mas fragil y altamente especifica, a menudo mediada
por adhesinas, el organelo de unién, como el pili, podria estar formado por adhesinas
proteicas monoméricas, donde la unién esta mediada por proteinas de la superficie celular,
la unibn mas estrecha a la célula huésped puede reconocer proteinas de la superficie de la

célula huésped (Hori & Matsumoto, 2010).

G.anatis F-1497 es capaz de expresar fimbrias y adherirse a las células epiteliales de pollos

(Lucio etal., 2012). En el caso del G. anatis su adhesion esta dada por fimbrias de tipo F17-
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like que se expanden en la superficie de la bacteria, la adhesina se ubica en el extremo de
la fimbria y se encarga del reconocimiento y unién al receptor, estas fimbrias se unen a los
receptores que poseen N-acetil-D-glucosamina en la superficie de la célula del hospedero
(Persson & Bojesen, 2015).

La movilidad bacteriana es la capacidad que tiene la bacteria de desplazarse de un lugar a
otro por medio del flagelo o fimbrias. Los flagelos son apéndices largos los cuales se
encuentran fijos a la célula por uno de sus extremos Y libres por el otro. El filamento del
flagelo bacteriano esta compuesto de subunidades de una proteina denominada flagelina y

constituyen el principal medio de motilidad (Cardenas-Perea et al., 2014).

Antecedentes.
Freestone y colaboradores en 2002 evaluaron el crecimiento de Escherichia coli en
presencia de catecolaminas, reportaron un crecimiento significativo de E. coli por
catecolaminas, demostraron un mecanismo que promueve el crecimiento de bacterias en
presencia de catecolaminas que es la eliminacién a través de la captacion de hierro de la
lactoferrina y la transferrina y su posterior adquisicién por las bacterias. Se demostro
también que la estructura de 3,4-dihidroxibenzoico de las catecolaminas era fundamental

para la adquisicién de hierro.

Belay y colaboradores en 2003 examinaron el efecto de las catecolaminas en
Porphyromonas gingivalis, Bacteriodes fragilis, Shigella boydii, Shigella sonnei,
Enterobacter Sp, y Salmonella choleraesuis. Los resultados del estudio indicaron que la
suplementacion de los cultivos bacterianos en un medio minimo con norepinefrina o

epinefrina no incrementan el crecimiento de estas bacterias.

Garcia y colaboradores en 2005 reportaron metaloproteasas secretadas por G. anatis, con
actividad proteolitica sobre caseina e IgG de pollo después de 24 horas, también reportaron
una reaccién cruzada con anticuerpos policlonales contra la proteasa purificada de

Aactinobacillus pleuropneumoniae.

Rivero y colaboradores en 2005 reportaron que Haemophilus paragallium secreta

metaloproteasas en diferentes medios de cultivo que carecen de suero, mostrando una
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actividad proteolitica en proteinas de 100 kDa de masa molecular, activa en un amplio rango
de pH 4-9, siendo el pH 7.5 el 6ptimo. La actividad de proteasas fue inhibida por 20 mM de
EDTA/mL y reactivada por el calcio, las proteinas secretadas degradaron parcialmente 1gG
de pollo y reaccionaron de forma cruzada con un suero policlonal contra una proteasa

secretada por A. pleuropneumoniae

Bansal y colaboradores en 2007 analizaron el efecto de la epinefrina, norepinefrina e indol
en E. coli entero hemorragica (EHEC) O157:H7 mediante un ensayo de quimiotaxis con dos
fluoréforos, descubrieron que EHEC es atraido por la epinefrina y la norepinefrina mientras
gue es repelida por el indol. Ademas, la epinefrina y la norepinefrina aumentan la motilidad

y la formacion de biopelicula, mientras que indol la atenua.

Yang y colaboradores en 2014 evaluaron el efecto de norepinefrina y la dopamina en Vibrio
harveyi, estas favorecen el crecimiento, la produccion de sider6foros, la motilidad, la

formacion de biopeliculas y la produccién de exopolisacaridos

Cambronel y colaboradores en 2019 analizaron el efecto de la epinefrina en la motilidad, la
adhesion, la formacion de biopeliculas y la virulencia de Pseudomonas aeruginosa. Los
resultados demostraron que la epinefrina aumentd la adhesion y la formacién de

biopeliculas.

Cambronel y colaboradores en 2020 evaluaron los efectos de la epinefrina y norepinefrina
en 4 cepas de Enterococcus faecalis: MMH594, V583, Symbioflor 1 clon DSM 16431 y
OB15, reportaron que la epinefrina modulaba la formacién de biopelicula, mientras que la
norepinefrina tuvo menos efecto en formacion de biopelicula. También se encontré que la
epinefrina aumentd significativamente la adhesion de Enterococcus faecalis MMH594 y
OB15, mientras que la norepinefrina aumentd significativamente la adhesion en

Enterococcus faecalis V583 y Symbioflor 1 DSM 16431.
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Justificacion.

G. anatis es un patégeno oportunista que causa diversas afecciones en el sistema
reproductor y respiratorio de las aves. Este microorganismo podria responder a diferentes
respuestas del estrés de su hospedero, por lo que la producciéon de hormonas del estrés

por parte de las aves podria modificar su potencial patogénico.

Hipotesis.
La expresion de hormonas del estrés (epinefrina/norepinefrina) por aves puede ser
detectada por G. anatis y esta deteccién pueden afectar el crecimiento de la bacteria y

modificar la expresion de sus probables factores de virulencia

Objetivos.

Objetivo general
Determinar el efecto de la Norepinefrina y Epinefrina en el crecimiento y expresion de

factores de virulencia de G. anatis.

Objetivos particulares

e Determinar el efecto de la adicion Norepinefrina y Epinefrina sobre el crecimiento
de G. anatis en fase liquida.

e Establecer patrones de proteinas e inmunoreconocimiento de G. anatis en presencia
de Norepinefrina y Epinefrina

e Establecer los patrones de proteinas secretadas por G. anatis en presencia de
Norepinefrina y Epinefrina.

e Observar el efecto de la adicién de Norepinefrina y Epinefrina sobre la produccion
de proteasas en G. anatis.

e Determinar el efecto de la adicion de Norepinefrina y Epinefrina sobre la produccién
de proteinas de tipo adhesinas en G. anatis.

e Determinar el efecto de la adiciéon de Norepinefrina y Epinefrina sobre la produccion
de proteinas amiloide-like en G. anatis.

e Determinar el efecto de la adicion de Norepinefrina y Epinefrina sobre la formacion

de biopelicula en G. anatis.
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Material y Métodos

Cepas bacterianas
Se utilizaron las cepas 12656-12 y F-149" de G. anatis, para su mantenimiento fueron

crecidas en placas de agar sangre 37°C durante 24 horas.

Cinética de crecimiento

Con la finalidad de determinar el efecto de epinefrina y norepinefrina sobre el crecimiento
en G. anatis, se realizé6 un precultivo de las cepas 12656-12 hemolitica y F-149" no
hemolitica en un tubo de ensayo con 3 ml de soya tripticaseina (TSB) y se mantuvieron en
agitacién (150 rpm) a 37°C durante 24 horas.

Posterior a las 24 horas se colocaron 90ul de los precultivos en tubos de 3 ml de TSB para
adicionar de manera independiente con 10, 20,30, 40 y 50uM de epinefrina o norepinefrina
respectivamente, como control se ocup6 un tubo solo con precultivo, se mantuvieron en
agitaciéon (150 rpm) a 39°C. Se tomé lectura de la densidad Optica cada hora durante 5

horas a 600nm, la uUltima lectura fue a las 24 horas.

Obtencidén de proteinas totales

Las muestras de cultivo de las cepas 12656-12 hemolitica y F-149" no hemolitica de 24
horas fueron centrifugadas a 13 400 rpm durante 2 minutos, la pastilla se resuspendi6 en 1
ml de HEPES 20 mM pH 7.4 con lisozima (1 mg/ml), las suspensiones se incubaron a 150
rpm a 37°C durante una hora, posteriormente se sonicaron durante 5 minutos (ciclo de 15
segundos de sonicacion y 10 segundos de pausa) en bafio de hielo.

Después de la sonicacion las muestras fueron centrifugadas a 13 400 rpm durante 2
minutos para descartar las células que no se lisaron (pellet), el sobrenadante fue
recuperado (extracto total) y mantenido en refrigeracion hasta su uso. La cuantificacion de

proteinas se realiz6 con el método de Bradford.

Obtencidn de proteinas secretadas
Se realizaron cultivos en 100ml de medio TSB de las cepas 12656-12 y F-1497, se les
afiadieron 10-50uM de Epinefrina o Norepinefrina, respectivamente, los cultivos se

incubaron a 150 rpm, a 39°C, durante 24 horas. Los cultivos se centrifugaron a 10 500 rpm
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durante 20 minutos a 9°C, el sobrenadante fue precipitado con un volumen de metanol
durante 1 hora en el congelador, las proteinas precipitadas fueron recuperadas por
centrifugacion a 10 500 rpm durante 20 minutos y posteriormente fueron resuspendidas en

PBS y mantenidas en congelacion hasta su uso.

Obtencion de adhesinas

De un cultivo de 24 horas con 10-50uM de Epinefrina o Norepinefrina respectivamente,
incubadas a 39°C, se procedi6 a centrifugar a 13 400 rpm durante 2 minutos, la pastilla fue
resuspendida en 1 ml de PBS y se adiciono &cido tricloroacético hasta que la concentracion
llegod al 3%, seguidamente la muestra fue incubada a 37°C en agitacion constante durante
30 minutos, posteriormente la muestra se dejo en reposo 1 hora, pasada la hora la muestra
fue centrifugada a 6000 rpm durante 15 minutos, el sobrenadante fue descartado y la
pastilla fue resuspendida en 1 ml de PBS, en seguida se sonicaron las muestras durante 5
minutos (ciclo de 15 segundos de sonicacién y 10 segundos de pausa) manteniéndose en
bafio de hielo, se volvid a centrifugar a 13 400 rpm durante 15 minutos, el sobrenadante fue
recuperado y preservado en congelacién (Figueroa-Valenzuela et al., manuscrito en

preparacion).

Aislamiento de proteinas amiloides

A 200 microlitros de proteinas secretadas se les adicionaron 200ul de &acido formico, se
homogeneizaron y se incubaron en bafio maria a 95°C durante 15 minutos, en seguida se
centrifugaron a 13 400 rpm durante 5 minutos, las pastillas se lavaron 3 veces con 500l de
acetona y se centrifugaron a las condiciones anteriormente mencionadas, por ultimo las
muestras fueron resuspendidas en Tris-HCL 20 mM, NaCL 50 mM pH 7.5, las muestras

fueron mantenidas en congelacién hasta su uso.

Produccion de proteinas amiloide-like

Para determinar si la presencia de hormonas induce un cambio en la cantidad de proteinas
amiloide-like, ambas cepas de G. anatis fueron crecidas en presencia de Epinefrina o
Norepinefrina toda la hoche a 39 °C a 150 rpm.

La cantidad de proteinas amiloide-like puede ser determinada indirectamente por la

capacidad de unir el colorante rojo Congo (RC). Los cultivos fueron ajustados a una D.O de
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1.0 a 600 nm, posteriormente fueron lavados en PBS, se tomé 1ml de muestra y fue
centrifugada a 16,300g /2 minutos, la pastilla se homogeneizé en 1ml de PBS/RC (50ug/ml),
se mantuvo en agitacion durante 30 minutos, posteriormente se centrifugo a 16,300 g
durante 5 minutos, y el sobrenadante fue recuperado para su posterior lectura
espectrofotométrica a 480 nm, de esta manera se determiné la cantidad de colorante no

unido (Montes Garcia et al., 2018).

Electroforesis

Para observar los cambios en los patrones de proteinas de G. anatis 12656-12 y F-1497
generados por las hormonas epinefrina y norepinefrina, se realizé una separacion
electroforética en geles de poliacrilamida con docetil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 12%,
a las muestras se les afadi6é Buffer de muestra 6x y B mercaptoetanol 5%. Al culminar la
electroforesis los geles se tifieron en una solucién de azul Coomassie 0.25%, metanol 50%
y acido acético 10% durante 30 minutos, el exceso de colorante se eliminé usando una

solucion de acido acético al 10%.

Zimograma

Para evaluar la actividad proteolitica se realiz6 un zimograma en gel de poliacrilamida al
10% copolimerizado con gelatina porcina al 1%, a las muestras de proteinas secretadas se
les afiadi6 Buffer de muestra 6x y f mercaptoetanol 5%, posteriormente a la separacion,
los geles fueron incubados en agitacion durante 1 hora con una solucion de Tritén X-100 al
1.5%, seguidamente los geles fueron incubados en Tris-HCI 20 mM pH 7.4, CaCL2, 10 mM
durante una noche a 37°C.

Los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie, el exceso de colorante se elimin6 con una

solucion de acido acético al 10% (Negrete et al., 1999).

Inmuno reconocimiento

Después de la separacion por electroforesis las proteinas fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa durante 60 minutos a 300 mA, seguidamente de la transferencia
la membrana fue incubada en una solucion de leche al 5% en PBS-Tween 0.05% por 1 hora

a 37°C, en agitacion constante, esto con la finalidad de bloguear los lugares de unién que
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hayan quedado, posteriormente la membrana fue sometida a 3 lavados de 10 minutos cada

uno con PBS-Tween 0.05% para retirar el excedente de leche.

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario y proteina
Suero de aves infectadas G. anatis Anti-pollo
Fibrindbgeno cerdo biotinilado Estreptavidina peroxidada

Tabla 1. Lista de anticuerpos y proteinas usados a concentracién 1:1000

La membrana fue puesta en incubacién durante 2 horas a temperatura ambiente con
anticuerpo primario con una dilucién de 1:1000 en PBS-Tween 0.05%, posteriormente los
anticuerpos fueron retirados y se volvieron a realizar 3 lavados de PBS-Tween,
seguidamente se adiciono el anticuerpo secundario en una concentracion de 1:1000,
dejando la membrana con este durante 2 horas a temperatura ambiente. Se realiz6 un
lavado de membrana 3 veces mas con PBS-Tween, para el revelado de la membran se
prepar6 una solucién Hz;PO. 50 mM pH 7.4, diaminobencidina, CoCL, y NiCL>,

seguidamente se afiadieron 50 ul de H;0».

Formacion de biopelicula

Con la finalidad de evaluar los efectos de la Norepinefrina y epinefrina sobre la formacion
de biopelicula, se utilizaron placas de polietileno estériles de 96 pozos.

Se realizaron precultivos de las 2 cepas empleadas en tubos de 3 ml de medio TSB
incubadas a 37°C, posteriormente fueron ajustadas a una D.O de 1.0 a 600 nm. La
formacion de biopeliculas se indujo en placas de microtitulacion de poliestireno de 96
pocillos, estos fueron llenados con 180ul de medio TSB e inoculados con 20 ul de las 2
cepas previamente ajustadas. Como controles negativos se utilizaron medios sin inocular,
cada cepa se analizé por triplicado, para los tratamientos se adiciono Norepinefrina y
epinefrina respectivamente a concentraciones de 10 pM - 50puM.

La placa fue incubada a 39°C durante 24 horas, posteriormente el medio fue retirado de los
pozos, a continuacion, la biopelicula se fij6 con 200ul de metanol por 15 minutos a
temperatura ambiente. Se mantuvieron a temperatura ambiente hasta la evaporacién total
del metanol, posteriormente se realizd la tinciébn de cada pozo con 150ul de cristal violeta
Huesker's al 1% por 15 minutos. Se recuperé el colorante y la placa se lavé con agua

corriente para eliminar el exceso de colorante. Posteriormente se afadieron 150ul de
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acético glacial al 30%, se dej6 incubar la placa con esta solucién durante 30 minutos, para
recuperar el colorante absorbido por las células.

El colorante recuperado se colocé en una caja nueva de microtitulacion, las muestras fueron
diluidas 1:5 con acido acético glacial al 30%, y la densidad 6ptica determinada medida en

un lector de placas a 630 nm (Fredheim et al., 2009).

Resultados

Cinética de crecimiento

El crecimiento de la cepa G. anatis 12656-12 fue incrementado cuando el medio estuvo
adicionado con 10, 40 o 50 pM de epinefrina (Figura 2) y con 20, 30, 40 o 50 de
norepinefrina (Figura 3). Con respecto a la cepa G. anatis F-149" su crecimiento fue
incrementado cuando estuvo adicionado con 10uM de epinefrina (Figura 4), cuando estuvo

en presencia con norepinefrina no se observaron diferencias en el crecimiento (Figura 5).
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Figura 2. Cinética de crecimiento de la cepa G. anatis 12656-12 en medio TSB, sin
adiciones (control) o con epinefrina 10, 20, 30, 40, o 50uM.
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Figura 3. Cinética de crecimiento de la cepa G. anatis 12656-12 en medio TSB, sin
adiciones (control) o con norepinefrina 10, 20, 30, 40, o 50uM.
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Figura 4. Cinética de crecimiento de la cepa G. anatis F-149" en medio TSB, sin adiciones
(control) o con epinefrina 10, 20, 30, 40, o 50uM.
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Figura 5. Cinética de crecimiento de la cepa G. anatis F-1497, en medio TSB, sin adiciones
(control) o con norepinefrina 10, 20, 30, 40, o 50uM.

Perfil de proteinas
En concentraciones de 10 y 20 uM de epinefrina se observé una disminucion de la expresion

de bandas de 15, 16 y 25 kDa, y a 40 pyM en bandas de 55 y 60 kDa, por el contrario, se
observo un incremento en bandas de 17, 21, 25, 26 y 38 kDa cuando se us6 30, 40 o 50
MM de epinefrina (Figura 6A).

Norepinefrina a concentraciones de 10 y 20 yM inducen incremento en la expresion de
bandas de 23, 28 y 71 kDa, a concentraciones de 30,40 0 50 yM de una banda de 21 kDa.
Por el contrario, estas Ultimas concentraciones provocaron una disminucioén de bandas de
proteina de 16, 21, 26,31y 71 kDa (Figura 6B).
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Figura 6. Patron de proteinas de G. anatis 12656-12 en gel SDS-PAGE al 12 %, en
presencia de catecolaminas, (1) MPM, (2) muestra control, (3) 10 uM, (4) 20 pM, (5)30 uM,
(6) 40 uyM y (7) con 50 uM de epinefrina (A) o norepinefrina (B). Las flechas indican los
cambios observados en los patrones de proteinas.

A pesar de que las catecolaminas no afectaron el crecimiento de la cepa F-1497, estas
produjeron diferentes cambios en los patrones de proteinas de extractos totales,

dependiendo de la concentracion de hormona adicionada (Figuras 7A 'y B) ( Tabla 2).
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Peso Concentracion Efecto

molecular Epinefrina

250 kDa 10-20uM Disminucion
150 kDa 10-20 yM Disminucion
75 kDa 10-20 uM Disminucion
33 kDa 30-50 uyM Aparicion
25 kDa 30-50 uyM Incremento
21 kDa 30-50 uM Incremento

Peso Concentracién Efecto

molecular Norepinefrina

250 kDa 10-20uM Disminucion
150 kDa 30 uM Disminucion
75 kDa 10 uM Disminucion
43 kDa 30-50 uM Ausencia
35 kDa 30-50 M Disminucion
33 kDa 30,40 uM Disminucién
32 kDa 10-30 pM Incremento
31 kDa 10,20 uM Incremento
20 kDa 10, 30-50 uM Incremento

Tabla 2. Expresion diferencial de proteinas (extractos totales) de G. anatis F-149".
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Figura 7. Patron de proteinas de G. anatis F-149" en gel SDS-PAGE al 12%, en presencia
de catecolaminas, (1) MPM, (2) muestra control, (3) 10 uM, (4) 20 pM, (5)30 uM, (6) 40 uM
y (7) con 50 uM de epinefrina (A) o norepinefrina (B). Las flechas indican los cambios
observados en los patrones de proteinas.

Adhesinas.

Con la finalidad de determinar si la adicién de catecolaminas a los cultivos de G. anatis
promovia una mayor expresion de proteinas de tipo adhesinas, las muestras obtenidas
como probables adhesinas fueron separadas por electroforesis en geles SDS-PAGE al 12%
para visualizar los patrones de proteinas.

En la cepa 12656-12, la adicion de epinefrina en todas las concentraciones evaluadas
produjo cambios en los patrones de proteinas tipo adhesinas, observandose un incremento
en la expresion de bandas de aproximadamente 60 y 70 kDa (Figura 8A). A 30 uM se
incrementaron las bandas de 13 y 43 kDay a 40 y 50 uM las de 13, 28 y 34 kDa (Figura
8A).
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En el caso de norepinefrina la concentracién de 10 uM no presenté cambios con respecto
al control. Con 20 uM de norepinefrina se observé un incremento en la expresion de bandas
de 60 y 70 kDa; de 14, 15, 24, 30, 34, 43, 60, 70 kDa con 30 uM y de 11, 14, 24 kDa con
40 y 50 yM (Figura 8B).
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Figura 8. Patrén de proteinas de posibles adhesinas de G. anatis 12656-12 en gel SDS-
PAGE al 12 %, en presencia de catecolaminas, (1) MPM, (2) muestra control, (3) 10 uM,
(4) 20 uM, (5)30 uM, (6) 40 uM y (7) con 50 uM de epinefrina (A) o norepinefrina (B). Las
flechas indican los cambios observados en los patrones de proteinas.

La epinefrina a concentraciones de 20 a 50 uM indujo una disminucion de bandas a 37 y
40 kDa en la cepa F-149", pero increment6 la banda de 35 kDa con concentraciones de 40
y 50 uM (Figura 9A).

En el caso de norepinefrina se presentaron cambios en todas las concentraciones

evaluadas aumentando la expresion de bandas a 14, 24 y 37 kDa(Figura 9B).
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Figura 9. Patron de proteinas de posibles adhesinas de G. anatis F-149" en gel SDS-PAGE
al 12 %, en presencia de catecolaminas, (1) MPM, (2) muestra control, (3) 10 uM, (4) 20
MM, (5)30 uM, (6) 40 uM y (7) con 50 uM de epinefrina (A) o norepinefrina (B). Las flechas
indican los cambios observados en los patrones de proteinas.

Actividad proteolitica.

Para determinar si la presencia de catecolaminas inducia cambios en la actividad
proteolitica expresada por las cepas de G. anatis, las muestras de proteinas secretadas,
fueron separadas por electroforesis en zimograma con gelatina porcina al 1%.

En muestras de proteinas secretadas por la cepa 12656-12, se observo una disminucion
de la actividad proteolitica en todas las concentraciones de epinefrina evaluadas con
respecto al control sin hormona (Fig 10A). Las bandas principales de 73 o 50 kDa no se
observan al usar 20 o 30 uM , respectivamente, o concentraciones mayores (Figura 10A).

Con el uso de norepinefrina, las mismas bandas: 73 y 50 kDa se observan con mas
actividad a concentraciones de 10, 40 o 50 uM, con concentraciones de 20 o 30 uM
Unicamente se observé la actividad de 50 kDa (Figura 10B).

En muestras de la cepa F-1497, la adicion de 10 o 40 uM de epinefrina indujeron incremento
de la actividad proteolitica a 50 kDa (Figura 11A), este incremento fue ain mas evidente
con 30 uM de norepinefrina, a 40 o 50 uyM de norepinefrina no se apreci¢ actividad

proteolitica (Figura 11B).
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Figura 10. Zimograma 12% con gelatina porcina 1% de proteinas secretadas por G. anatis
12656-12, en presencia de catecolaminas (1) MPM, (2) muestra control, (3) 10 uM, (4) 20
MM, (5)30 uM, (6) 40 uM y (7) con 50 pM de epinefrina (A) o norepinefrina (B).
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A 10uM  20pM 30pM  40uM  50uM B 10uM  20pM 30pM  40pM  50uM

Figura 11. Zimograma 12% con gelatina porcina 1% de proteinas secretadas por G. anatis
F-1497, en presencia de catecolaminas (1) MPM, (2) muestra control, (3) 10 uM, (4) 20 uM,
(5)30 uM, (6) 40 uM y (7) con 50 pM de epinefrina (A) o norepinefrina (B).

Inmunoreconocimiento.

Con el fin de determinar si los cambios en patrones de proteina también correspondian con
proteinas inmunogénicas, probables factores de \virulencia, se realizO un
inmunoreconocimiento con suero de aves infectadas con G. anatis.

Para el caso de muestras de la cepa 12656-12, no se observaron cambios con 10 uM de
epinefrina, pero las demas concentraciones, indujeron incrementos en la intensidad de las

bandas reconocidas con respecto al control (Figura 12A) (Tabla 3).
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Con norepinefrina en concentraciones de 10 o 20 yM hubo aumento en el reconocimiento
de bandas de 21,17 y 16 kDa. En concentraciones de 30, 40 y 50 uM, el reconocimiento
disminuyo en las bandas de 47, 55, 75 y 100 kDa (Figura 12B).

A | B B

101M 20uM 30uM 40puM 50uM 10uM 20uM 30pM 40pM 50puM

250kD 250kD
150kD 150kD
100kD 100kD
75kD 75kD

50kD 50kD

ttoT

37kD 37kD

25kD 25kD

20kD 20kD

tt

15kD 15kD

Figura 12. Inmuno reconocimiento de proteinas de extractos totales de G. anatis 12656-12,
en presencia de catecolaminas, con suero de aves infectadas, (1) MPM, (2) muestra control,
(3) 10 pM, (4) 20 pM, (5)30 pM, (6) 40 uM y (7) con 50 uM de epinefrina (A) o norepinefrina
(B). Las flechas indican los cambios observados en los patrones de proteinas.
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Peso Concentracion Efecto

molecular Epinefrina

100 kDa 50 uM Incremento
80 kDa 50 uM Incremento
60 kDa 20,30,50 uM Incremento
55 kDa 20,30,50 uM Incremento
46 kDa 30 uM Incremento
21 kDa 20-40 uyM Incremento
17 kDa 30-50 uM Incremento
16 kDa 30-50 uyM Incremento
13 kDa 20-50 uyM Incremento

Tabla 3. Inmuno reconocimietno de proteinas de extractos totales de G. anatis 12656-12

en presencia de epinefrina.

Para muestras de la cepa F-1497, con 30 y 40 uM de epinefrina, se observé un

reconocimiento mas intenso para las bandas de 75y 100 kDa (Figura 13A), pero menos

intenso en bandas de 19, 75 y 100 kDa cuando se usé norepinefrina a las mismas

concentraciones (Figura 13B).
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Figura 13. Inmuno reconocimiento de proteinas de extractos totales de G. anatis F-149" en
presencia de catecolaminas, con suero de aves infectadas, (1) MPM, (2) muestra control,
(3) 10 pM, (4) 20 pM, (5)30 pM, (6) 40 uM y (7) con 50 uM de epinefrina (A) o norepinefrina
(B). Las flechas indican los cambios observados en los patrones de proteinas.

Para determinar si las catecolaminas inducen cambios en la expresién de probables
adhesinas, se realiz6 la técnica de Far western blot usando fibrin6geno de cerdo biotinilado.
El fibrinbgeno puede ser utilizado como “blanco” de adhesinas bacterianas.

Todas las muestras de probables adhesinas de la cepa 12656-12, en presencia de
epinefrina o norepinefrina, interaccionan con fibrinbgeno con bandas de 60 y 70 kDa;
bandas de 37 y 13 kDa se observan con concentraciones de 30 a 50 pM y una banda de
37 kDa interacciona con fibrinégeno a 30 uM (Figura 14Ay B).

Para muestras de la cepa F-149" en presencia de 20 a 50 uM de epinefrina, se observa un
incremento en la interaccion con fibrinégeno en bandas de 24 y 19 kDa (Figura 15A);
mientras que con norepinefrina a 10, 30 0 40 uM se aprecia este incremento en bandas de
40y 37 kDa (Figura 15B y A).
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Figura 14. Far western blot de probables adhesinas de G. anatis 12656-12, en presencia
de catecolaminas, con fibrinbgeno de cerdo biotinilado (1) MPM, (2) muestra control, (3) 10
MM, (4) 20 M, (5)30 uM, (6) 40 uM y (7) con 50 uM de epinefrina (A) o norepinefrina (B).
Las flechas indican los cambios observados en los patrones de proteinas.
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Figura 15. Far western blot de probables adhesinas de G. anatis F-1497, en presencia de
catecolaminas, con fibrinégeno de cerdo biotinilado (1) MPM, (2) muestra control, (3) 10
MM, (4) 20 uM, (5)30 uM, (6) 40 uM y (7) con 50 uM de epinefrina (A) o norepinefrina (B).
Las flechas indican los cambios observados en los patrones de proteinas.
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Produccion de proteinas amiloide-like

Para determinar si la presencia de catecolaminas induce un cambio en la cantidad de
proteinas amiloide-like de G. anatis, ambas cepas fueron crecidas en presencia del
colorante RC y hormonas, las proteinas amiloides pueden identificarse por su capacidad de
interaccionar con el colorante rojo Congo (RC).

A concentraciones de 10, 30, 40 o 50 yM de epinefrina, la cepa 12656-12 se tuvo una mayor
uniébn de RC (Figura 16A). Con norepinefrina, todas las concentraciones usadas
favorecieron la unién de RC, lo cual indica que hubo mayor produccién de proteinas
amiloides (Figura 16B).

La cepa F-1497 present6 una mayor capacidad de unién de RC con 10 o 30 uM de epinefrina
(Figura 17A), pero con norepinefrina a concentraciones de 20 a 50 yM se indujo una
disminucién en su union (Figura 17B).

A) B)

Absorbancia 480
nm
nm

0.8+ 0.8+

Absorbancia 480

0.6+ 0.6

0.4+ 0.4

0.2+ 0.2+

0.0- 0.0
B c 20uM 104M 30uM 40uM 504M B c 104M 20uM 30uM 40uM

Figura 16. Unién de Rojo Congo por G. anatis 12656-12 a 39°C en presencia de
concentraciones crecientes de epinefrina (A) y norepinefrina (B).

pég. 29

504M



A) B)

1.8 1.8
1.6 1.6
1.4+ 1.4+
1.2 1.24

1.0

nm
nm

0.8 0.8

Absorbancia 480
Absorbancia 480

0.6 T 0.6
0.4+ 0.4+

0.2 0.2 T

0.0- 0.0-
B c 10pM 20uM 30uM 40uM 504M B c 10u4M 20uM 30uM 40uM 50uM

Figura 17. Uni6bn de Rojo Congo por G. anatis F-149" a 39°C en presencia de
concentraciones crecientes de epinefrina (A) y norepinefrina (B).

Habiendo corroborado la capacidad de G, anatis de producir proteinas amiloides-like,
muestras de proteinas secretadas fueron incubadas en bafio Maria con &cido férmico; las
proteinas tipo amiloide resisten la digestion acida. Una vez digeridas, las muestras fueron
separadas por electroforesis en gel SDS-PAGE al 12 %, observandose una proteina de

aproximadamente 43 kDa que retiene el colorante RC (Figura 18A 'y B) (Figura 19Ay B).
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Figura 18. Proteinas purificadas tipo amiloide de G. anatis 12656-12 en gel SDS-PAGE al
12% sin pintar con azul de coomassie, (1) MPM, (2) muestra control, (3) 10 uM, (4) 20 uM,
(5)30 UM, (6) 40 uM y (7) con 50 pM de epinefrina (A) o norepinefrina (B).
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Figura 19. Proteinas purificadas tipo amiloide de G. anatis F-1497en gel SDS-PAGE al 12%,
sin pintar con azul de coomassie, (1) MPM, (2) muestra control, (3) 10 uM, (4) 20 uM, (5)30
MM, (6) 40 uM y (7) con 50 uM de epinefrina (A) o norepinefrina (B).
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Formacién de biopelicula.

De manera similar a como se observaron cambios por la adicion de catecolaminas, la
presencia de estas indujo una disminucion en la produccién de biopelicula en G. anatis, en
ambas cepas, tanto con epinefrina como con norepinefrina, a todas las concentraciones
probadas, excepto en la cepa 12656-12 con 20 uM de norepinefrina, en que se observé un
incremento (Figura 20A y B) (Figura 21A y B).

A B

0.8 0.8
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Cc 10uM 20pMm 30uM 40puM 50uM o] 10uM 20pM 30uM 40pM 50uM

Figura 20. Formacion de biopelicula de G. anatis 12656-12, en presencia de catecolaminas.
Sin adiciones (control) o con 10, 20, 30, 40, o 50uM de epinefrina (A) o norepinefrina (B).
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Figura 21. Formacién de biopelicula de G. anatis F-149" en presencia de catecolaminas.
Sin adiciones (control) o con 10, 20, 30, 40, o 50uM de epinefrina (A) o norepinefrina (B).
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Discusion
Las enfermedades en las aves de corral, especialmente las infecciones causadas por la
microbiota, no so6lo afectan gravemente al bienestar de los animales, sino que también son
la causa de pérdidas devastadoras en la industria avicola. Los pollos representan alrededor
del 93% de la poblacion mundial de aves de corral. A pesar del enorme crecimiento del
sector avicola, la produccién de aves de corral sigue viéndose obstaculizada por numerosos
factores, entre los que destacan las enfermedades, que causan una elevada morbilidad y
mortalidad (El-Adawy et al., 2018). La septicemia es una importante causa de muerte en
las aves de corral, especialmente en los pollos, y causa importantes pérdidas econémicas
a la industria avicola de todo el mundo. Es bien sabido que varios patdégenos bacterianos
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Avibacterium paragallinarum, Pasteurella
multocida y G. anatis estan involucrados en la causa de la septicemia (Ewers et al., 2004;
Li et al., 2016; Guo et al., 2022 Jones et al., 2013).

Varios informes de casos clinicos en aves y estudios experimentales en pollos revelaron
gue G. anatis es un importante patégeno bacteriano, es un cocobacilo, Gram negativo, no

movil, encapsulado, anaerobio facultativo, que pertenece a la familia Pasteurellaceae.

Gallibacterium anatis produce gallibacteriosis, una enfermedad sistémica que afecta
principalmente al tracto reproductivo generando lesiones que afecta severamente a las
gallinas ponedoras, provocando la baja produccion de huevos (Neubauer et al., 2009). Los
animales con Gallibacteriosis presentan: cara hinchada, secrecion nasal, fiebre, postracion,
anorexia, dificultad respiratoria, crestas y barbillas ciandticas, diarrea, deshidratacion,
disminucion en la postura (gallinas) y mortalidad variable. En la necropsia se observa
congestion en senos infraorbitarios y traguea, hepatomegalia con puntos hemorragicos,
esplenomegalia, aerosaculitis, peritonitis y en otros casos, hemorragia en miocardio,
inflamacién renal, foliculos deformes (gallinas), salpingitis, atrofia ovarica, ruptura folicular
(Christensen et al., 2003; Bojesen et al., 2004).

Las bacterias poseen mecanismos de patogenicidad especificos que se presentan al
superar las defensas de un hospedero. Los factores de virulencia bacterianos permiten que
un huésped se replique y se disemine dentro de un hospedero, en parte subvirtiendo o
eludiendo las defensas (Cross., 2008).

La deteccion de quérum sensing es un mecanismo crucial de sefializacion entre células

bacterianas, que permite a las bacterias responder a los autoinductores y, por tanto,
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cambiar su expresion génica (Clarke et al., 2006). En varias especies bacterianas, como E.
coli enterohemorragica, la quinasa sensora de quérum QseC se ha asociado a cambios en
la motilidad bacteriana, asi como a la activacion de genes de virulencia (Moreira &
Sperandio., 2010). La deteccion de QS en las bacterias es la principal responsable de
expresion de factores de virulencia como las moléculas de adhesion, las toxinas, proteasas

y formacion de biopelicula (Rutherford & Bassler., 2012).

Los estudios de endocrinologia microbiana han revelado que las catecolaminas no solo
desempefian un papel esencial en el estrés y las respuestas inmunitarias, sino que también
desencadenan respuestas patégenas. Uno de los efectos de las catecolaminas en las
bacterias es estimular el crecimiento al facilitar la remosién del hierro de las proteinas de
unién al hierro del huésped (Freestone et al., 2000; Anderson & Armstrong., 2008).

La expresion de otros factores de virulencia bacteriana también se ve afectada por las
catecolaminas. Por ejemplo, en E. coli, las catecolaminas pueden aumentar la adhesion a
las células del huésped mediante la regulacién al alza de los genes asociados a la adhesién
(Lyet et al ., 1997) las catecolaminas también pueden afectar a la quimiotaxis y a la
colonizacién de las células Hela y aumentar la produccién de toxina Shiga (Bansal et al.,
2007; Voigt et al., 2006).

Previamente se demostr6 que en G. anatis se ve favorecido su crecimiento por la adicién
de E o NE 50 uM (Martinez Gonzales., 2013). En la cepa 12656-12 la adicion epinefrina o
norepinefrina tuvo como resultado un incremento en la densidad poblacional a
concentraciones menores de hormonas, esto concuerda con lo reportado por Belay &
Sonnenfeld en el 2002 o con Freestone y colaboradores en 2002 quienes reportaron que
las catecolaminas como epinefrina y norepinefrina favorecen el crecimiento en bacterias
como Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus y E. coli.
Sin embargo, el crecimiento de la cepa F-149" no fue afectado significativamente, de
manera semejante a como fue reportado por Belay y colaboradores en 2003 cuando
evaluaron el efecto de las catecolaminas en Porphyromonas gingivalis, Bacteriodes fragilis,
Shigella boydii, Shigella sonnei, Enterobacter Sp, y Salmonella choleraesuis, donde
observaron que la suplementacién de los cultivos bacterianos con norepinefrina o epinefrina

no incrementan el crecimiento de estas bacterias.
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Un mecanismo por el cual las catecolaminas aumentan el crecimiento bacteriano es
aumentar la disponibilidad de hierro, facilitando su remocion de la transferrina y, por tanto,
ponerlo a disposicién de las bacterias. Las catecolaminas forman complejos con la
transferrina, debilitando asi la alta afinidad con el hierro férrico (Fe®*) hasta el punto de
perder hierro. Hay que tener en cuenta que las hormonas catecolaminas contienen una

fraccion de catecolato que también esté presente en muchos sideréforos (Lyet et al. 2011).

La presencia de epinefrina y norepinefrina en todas las concentraciones evaluadas produjo
cambios en los patrones de proteinas totales de ambas cepas de G. anatis, se precisa
seguir estudiando estos cambios en los patrén de proteinas y tratar de identificar estas

proteinas expresadas diferencialmente.

La matriz extracelular es la parte proteica acelular de los tejidos animales, la matriz
extracelular participa en la construccion de andamios estructurales, la regulacién de los
procesos fisioldgicos, la sefializacién celular, la migracion y el transporte de solutos a través
de los tejidos corporales y las barreras celulares (Hynes, 2009). Los componentes de la
matriz extracelular incluyen diferentes proteinas, entre ellas, el colageno, la laminina, la
elastina y fibronectina estan normalmente presentes y constituyen como un objetivo para
la adhesion de diferentes microorganismos. Se ha demostrado que varios patdgenos
bacterianos, se adhieren a las moléculas de la matriz extracelular o a componentes de la
sangre, como el fibrinbgeno (Sela et al., 1993; McNab et al., 1996; Beg et al., 2002; Montes-
Garcia et al., 2018).

Para evaluar si las catecolaminas promovieron factores de virulencia, entre las cuales se
encuentran las adhesinas, que son proteinas con capacidad de unién a fibrindgeno, se
realiz6 la obtencion de posibles adhesinas de ambas cepas de G.anatis, las cuales fueron
sometidas a una ensayo de interaccion proteina-fibrinbgeno observandose una interaccion
positiva en bandas de 65 y 60 kDa para la cepa 12656-12 y para la cepa F-149" en bandas
de 24 y 19 kDa, esto concuerda con resultados previos con miembros de familia
Pasteurellaceae en especifico A. seminis en la cual Montes-Garcia y colaboradores 2018
identificaron dos proteinas de 25 y 40 kDa que funcionan como adhesinas ,demostrando

que ambas proteinas interactuaron con fibronectina y fibrinégeno.

pag. 35



En los zimogramas para la cepa 12656-12, se observa una disminucién de la actividad
proteolitica en todas las concentraciones de epinefrina y en norepinefrina a concentraciones
de 20 0 30 M.

En muestras de la cepa F-1497, la adicion de 10 o 40 uM de epinefrina induce incremento
de la actividad proteolitica a 50 kDa , este incremento es aliin mas evidente con 30 uM de
norepinefrina. Lanter & Davies en 2015 reportaron que Propionibacterium acnes, tras
interaccionar con norepinefrina libera proteasas y lipasas en gran medida, también inducen

la dispersion de biopelicula.

Las proteinas amiloides son agregados proteicos muy ordenados con una morfologia
filamentosa no ramificada, que suele presentar una disposicion helicoidal de hebras
empaguetadas ortogonalmente al eje largo de la fibra (Eisenberg & Sawaya., 2017).

Las fibrillas amiloides suelen presentar una "cremallera estérica" de cadenas laterales
apiladas e interdigitadas que estabilizan e impulsan la oligomerizacion. Debido a esta forma
tan ordenada y apretada, las fibras amiloides muestran una gran resistencia a la protedlisis
y a la desnaturalizacion quimica y térmica (Greenwald & Riek., 2010; Sitaras et al., 2011).

La arquitectura amiloide cross-f también da lugar a propiedades tintéreas indicativas
basadas en la union y el ordenamiento de los colorantes rojo Congo y tioflavina T
(Groenning., 2010).

El papel de los amiloides bacterianos en la virulencia es diverso, cuando actian como
estructuras adhesivas, es probable que lo hagan a través de una alta multivalencia de
interacciones no especificas con superficies y polimeros bibticos y abibticos, mas que a
través de interacciones especificas de alta o media afinidad como se observa en la mayoria
de las adhesinas bacterianas (Moonens & Remaut., 2017; Alteri et al., 2007; Montes-Garcia
et al., 2018).

Como componente de la matriz extracelular en la biopelicula, pueden aumentar la
capacidad de la bacteria productora para soportar condiciones ambientales cambiantes y
desafiantes. Las fibras de Curli son amiloides producidos en las biopeliculas de bacterias
entéricas en el medio ambiente, asi como durante las infecciones. La formacién de
biopeliculas puede promover la persistencia en el huésped, asi como facilitar la propagacion

al mejorar la supervivencia de un patogeno fuera del huésped (May & Okabe., 2008).

Se encontré que ambas cepas de G. anatis en presencia de epinefrina o norepinefrina hay

presencia de una proteina de 43 kDa que retiene el colorante de rojo Congo, esto concuerda
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con lo reportado por Lépez-Ochoa y colaboradores en 2017 donde encontraron una
proteina de 43 kDa que retiene rojo Congo en G. anatis, la cual fue identificada como EF-
Tu. Es una las proteinas mas abundantes que se encuentran en las bacterias, la funcién
principal y canonica de la EF-Tu es transportar los ARNt aminoacilados al ribosoma, pero
también puede desempefiar otras funciones, muchas de las cuales incluyen importantes
rasgos de virulencia, una de estas funciones es la de la adhesién en bacterias patdgenas

Gram positivas y Gram negativas (Harvey et al., 2019).

Las catecolaminas indujeron una disminucioén en la cantidad de biopelicula formada en
ambas cepas de G. anatis. Se ha descrito en diferentes microorganismos que las cepas
de un mismo microorganismo pueden responder de manera diferente ante la presencia de
catecolaminas.

Cambronel y colaboradores en 2020 evaluaron los efectos de la epinefrina y norepinefrina
en 4 cepas de Enterococcus faecalis: MMH594, V583, Symbioflor 1 clon DSM 16431 y
OB15, Se encontro que epinefrina modula la formacion de biopelicula (biovolumen y grosor)
en E. faecalis, norepinefrina tuvo menos efecto en la formacién de biofilm de estas

bacterias.

Cambronel y colaboradores en 2019 analizaron el efecto de la epinefrina en la motilidad, la
adhesion, la formaciéon de biopeliculas y la virulencia de Pseudomonas aeruginosa. Los
resultados demostraron que la epinefrina aument6 la adhesion y la formacién de

biopeliculas.

G. anatis es un microorganismo patégeno oportunista que responde a los cambios
ambientales y en patrticular a las diferencias en la concentracion de catecolaminas. El
incremento en la concentraciéon de estas hormonas, ademas de disminuir la respuesta
inmune de su hospedero, parece regular la expresion de sus factores de virulencia

favoreciendo la expresion de su potencial patogénico.
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Conclusiones

La presencia de hormonas E o N favorece el crecimiento de la cepa de G. anatis
12656-12, pero no de la cepa F-149".

Las hormonas E o N inducen cambios en los patrones de proteinas de ambas cepas
de G. anatis.

La presencia de hormonas E o N tiene efectos diversos en la actividad proteolitica
de las cepas de G. anatis

La presencia de hormonas E o N afectan la produccion de proteinas amiloide-like
en ambas cepas de G. anatis.

La presencia de hormonas E o N tiene efectos adversos en la produccion de

biopelicula en ambas cepas de G. anatis.
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Perspectivas

-Identificar alguna(s) de las proteina(s) expresadas diferencialmente por G. anatis al crecer
en presencia de catecolaminas.

-Corroborar que las probables adhesinas participan en adhesién celular e identificarlas

-ldentificar alguna(s) de las proteina(s) que participan en la dispersion de la biopelicula
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