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1. Introduccién y objetivos

La familia Chlamydiaceae comprende once especies de bacterias patbgenas que tienen
en comun un desarrollo intracelular obligado y un ciclo bifasico, caracteristico y Unico
entre los procariotas, con dos formas bien diferenciadas: una infectiva, y otra reproductiva,
adaptadas a los ambientes extracelular e intracelular respectivamente. Una de estas
especies, Chlamydia abortus, es el agente etiolégico del aborto enzodtico ovino (AEO),
una enfermedad que causa importantes pérdidas econémicas en el sector ovino-caprino y
gue tiene un potencial zoondsico, especialmente para mujeres embarazadas.

Tras el contagio, que suele ser por via oronasal, C. abortus se caracteriza por mantenerse
de forma latente en el hospedador sin causar sintomas hasta que el animal queda
gestante, entonces se multiplica de forma masiva en la placenta causando abortos en las
Ultimas semanas de gestacion. Tras el aborto, el hospedador logra controlar la
enfermedad poniendo en marcha mecanismos inmunitarios que conducen al
establecimiento de una memoria inmunoldgica que protege a los animales en gestaciones
sucesivas.

Los animales que han abortado excretan la bacteria en el periodo periovulatorio de los
siguientes ciclos estrales, de forma que la enfermedad se mantiene de forma enzodtica en
el rebafio. Asi, existen fases de latencia durante la infeccién clamidial, primero desde la
infeccion del animal hasta la colonizacion placentaria, y luego desde el aborto hasta la
nueva excrecion en los siguientes estros [1]. Este proceso de latencia/multiplicacién activa
parece estar relacionada con las hormonas responsables del ciclo reproductor. Estudios
previos han demostrado que el estradiol y la progesterona son capaces tanto de modular
la respuesta inmune frente a bacterias como de influir en la interaccion patdégeno
intracelular-célula hospedadora [2][3].

A pesar de esta relacion entre el ciclo estral y la infeccion por C. abortus, no existen, ni en
modelos murinos ni en modelos utilizando al hospedador natural, estudios sobre el papel
gue pueden jugar en el transcurso de la infeccidon clamidial las hormonas sexuales
esteroideas, tales como el estradiol o la progesterona.

El objetivo de este estudio fue investigar la influencia de dichas hormonas en el ciclo de
infeccion de C. abortus. Para ello analizamos la expresién génica de esta bacteria
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cultivada in vitro y expuesta a estradiol y progesterona para poder evaluar su posible
papel en la inmunopatologia de la infeccién por este microorganismo.

2. Material y métodos
2.1. Cultivo celular

Para este ensayo utilizamos la linea celular RAW 264.7. Se trata de una linea continua de
macréfagos derivada de ratén, susceptible a la infeccién por Chlamydia [4] y sensible a
hormonas esteroideas [5]. Fueron mantenidas en medio DMEM sin rojo fenol (Gibco),
complementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS) tratado para eliminar la presencia
de hormonas esteroideas (charcoal stripped serum) a 37°C y 10% de CO..

2.2. Preparacioén y adicién de hormonas

La progesterona y el 17B-estradiol, ambos liofilizados (Sigma), fueron disueltos en etanol
absoluto para tener una solucién stock de 1 mg/ml. A continuacién se diluyeron estas
soluciones hasta alcanzar las concentraciones séricas fisiolégicas medias de
progesterona (35 ng/ml) y estradiol (5 pg/ml) del ratén [6] utilizando medio DMEM. Una
vez que las células, en placas de 24 pocillos, alcanzaban el 70% de confluencia, se
afiadia a los pocillos correspondientes estradiol o progesterona, dejando algunos pocillos
sin tratar como controles. Los cultivos se mantuvieron en incubacion con los distintos
tratamientos hormonales durante 24 horas antes de proceder a la infeccién con C. abortus
de los mismos.

2.3. Infeccidn del cultivo celular

Para la infeccién se utilizé la cepa AB7 de C. abortus. La técnica consiste en diluir el
in6culo en tampdén PBS con dietilaminoetil dextrano (DEAE-D) hasta tener una
concentracién de 2 x 10° unidades formadoras de inclusiones/ml. Tras retirar el medio de
cultivo de los pocillos, se procede a la co-incubacion de las células con 100 pl de este
inodculo durante 90 minutos a 37°C. Posteriormente se centrifugan las placas a 840 x g
durante 30 minutos, se lavan suavemente con PBS y se vuelve a afiadir el medio de
cultivo celular (DMEM + 10% FBS).

Los cultivos infectados fueron tratados de nuevo con hormonas como se describe en el
punto anterior y se incubaron a 37°C y 10% CO..

2.4. Obtencion de muestras

A las 24, 48 y 72 horas post-infeccién se recogieron las células infectadas en una solucion
estabilizadora de RNA (RNAlater, Sigma) y se congelaron a -20°C. Posteriormente se
llevé a cabo la separacion del pellet de células de la solucién estabilizadora mediante
centrifugacion, y la extraccion de RNA total usando un kit comercial (RNeasy Mini Kit,
Qiagen), incluyendo tratamiento con DNAsa (Qiagen), siguiendo las instrucciones del
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fabricante. La cantidad y calidad del RNA fueron determinadas por espectrofotometria
(NanoDrop). Las muestras se conservaron a -80°C hasta su posterior analisis.

2.5. Seleccion de genes y disefio de primers

Para este estudio seleccionamos 10 genes relacionados con el ciclo de vida de C.
abortus: ompA, omcA (proteinas de membrana), dnaK, GroEL (respuesta a estrés), ftsw,
hctA (divisién celular), euo (conversion de cuerpos reticulares a cuerpos elementales),
Cpaf (degradacion de proteinas) y sctN (sistema de secrecién tipo Ill) asi como un gen
constitutivo como referencia para hacer cuantificacion relativa (16S rRNA).

Para el disefio de primers utilizamos la herramienta informatica OligoPerfect Designer,
disponible en la pagina web de Thermo Fisher Scientific. Posteriormente los posibles
primers candidatos fueron evaluados con el programa OligoAnalizer 3.1, disponible en la
web de Integrated DNA Technologies y seleccionados segun la menor probabilidad de
formacion de dimeros inespecificos.

Para optimizar la reaccion de RT-gPCR, antes de analizar las muestras de RNA, los pares
de primers elegidos fueron validados funcionalmente mediante gPCR con DNA de C.
abortus a distintas concentraciones.

2.6. RT-qPCR

Las reacciones de sintesis de cDNA (retrotranscripcion) y de amplificacion se hicieron en
un solo tubo mediante una técnica “one-step” siguiendo el protocolo del kit QuantiFast
SYBR Green RT-PCR (Qiagen).

La mezcla para la RT-gPCR contenia 1 ng de RNA, 250 nM de cada primer, 1 x
mastermix-SYBR Green, 1 x mix-RT y agua hasta completar 20 pl de reaccion.

Para cuantificar los niveles de expresion relativa de genes hay que comprobar si los genes
objetivo y el gen de referencia son amplificados con eficiencias de reaccién comparables.
Por ello, se hicieron curvas standard (5 logs) para cada gen y cada par de primers sobre
un control positivo de RNA de C. abortus.

Todas las reacciones se realizaron por duplicado. La cuantificacion relativa se llevé a cabo
siguiendo el método “delta-delta” descrito por Pfaffl (2001)[7].

3. Resultados y discusion

Siguiendo la metodologia obtuvimos los resultados de amplificacion para 4 muestras
(estradiol y progesterona a las 24 y 72 horas post infeccién) y sus respectivos controles
(no tratados a las 24 y 72 horas post infeccion) asi como la variacion en el
incremento/disminucién (“fold change”) de expresion de cada uno de los 10 genes
estudiados con respecto a los controles.
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Convencionalmente se considera como umbral de significacion adecuado un incremento
de 2 veces la expresion de un gen con respecto al gen de referencia, en este caso el 16S
rRNA. Siguiendo la férmula descrita por Pfaffl (2001) [7], todos nuestros incrementos en
los niveles de expresidon se encuentran entre 0 y 1, lo que significaria que en nuestro
ensayo no encontramos ninguna diferencia significativa entre grupos tratados con
hormonas y grupos no tratados. Sin embargo, en estudios recientes realizados con la
cercana especie Chlamydia trachomatis [8], patégeno del tracto genital femenino humano,
cuyo ciclo también se ha relacionado con fluctuaciones hormonales, los autores
encontraron diferencias significativas, tanto al alza como a la baja, entre el nivel de
expresion de genes de cultivos tratados con hormonas y el de cultivos no tratados,
llegando a la conclusién de que el estradiol podria jugar un importante papel en el
establecimiento de persistencia clamidial intracelular.

Al tratarse de patdgenos intracelulares, es muy probable que el efecto que ejercen las
hormonas sobre las clamidias sea una respuesta indirecta a través de cambios que se
producen en la célula hospedadora [3]. Asi, la linea celular empleada para este tipo de
estudios es de vital importancia. Nuestros resultados podrian ser explicados por una falta
de respuesta de las células a las hormonas o por usar unas dosis insuficientes de
hormonas. En el primer caso, a pesar de existir otros trabajos en el campo de la
inmunologia en los que se han afiadido estradiol sobre la linea RAW 264.7 [5], los
macréfagos no son el modelo in vitro mas caracteristico para trabajar con hormonas, y en
cualquier caso, no existen estudios previos sobre esta linea que combinaran tratamiento
hormonal e infeccién intracelular por C. abortus. Actualmente se estan llevando a cabo
ensayos con otras dos lineas celulares: ovLE (procedentes de endometrio ovino) [9] y AH-
1 (trofoblasto ovino) [10], en las cuales se ha demostrado la presencia de receptores de
estradiol y progesterona o se han utilizado especificamente para el cultivo de C. abortus
respectivamente. En cuanto a la dosis de hormonas, cabe mencionar que, in vivo, los
niveles de éstas fluctian ampliamente a lo largo del ciclo estral y durante la gestacion, por
lo que utilizar un valor medio puede no ajustarse a la realidad. En la actualidad se estan
realizando ensayos piloto con las lineas celulares mencionadas anteriormente probando
distintas concentraciones de hormonas.
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