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I.  RESUMEN 

 
 La mastitis bovina es una inflamación de la glándula mamaria que 

puede ser causada por diversos cambios metabólicos o por la infección por 

bacterias patógenas. La mastitis bovina genera una gran cantidad de pérdidas 

económicas a nivel mundial, en especial en las regiones con una producción 

lechera intensiva (Schlenstedt et al, 1997).  Existen diversos agentes patógenos 

que causan mastitis bovina, sin embargo se sabe que el agente causal más 

importante es S. aureus puesto que tiene la capacidad de invadir y sobrevivir 

dentro de las células del epitelio mamario bovino. El tejido de la glándula mamaria 

está protegido por la inmunidad innata y la inmunidad adquirida. Ambas 

interactúan en conjunto para proveer protección  contra los microorganismos 

causantes de la mastitis (Sordillo and Streicher, 2002). En éste padecimiento, los  

factores anatómicos y la respuesta inmune innata de la glándula mamaria actúan 

coordinadamente para eliminar el patógeno (Oviedo-Boyso et al, 2007). Por otro 

lado, los AGCC son componentes de la grasa de la leche de los bovinos, y son 

también conocidos por tener varios efectos fisiológicos y fisiopatológicos (Li and Li, 

2006). El butirato está presente únicamente en la leche de bovinos, y además de 

tener propiedades nutrimentales, también se le ha asociado con funciones 

celulares como es la modulación de la respuesta inmune (Hague et al, 1995; Luhrs 

et al, 2002). Teniendo como base lo anterior, en este trabajo se evaluó el efecto 

del butirato de sodio durante la invasión de S. aureus en las células epiteliales 

mamarias bovinas y se analizó la expresión de genes de la respuesta inmune 

innata. Los resultados obtenidos demostraron que el butirato de sodio disminuye la 

invasión de S. aureus en las células epiteliales mamarias bovinas y regula 

positivamente la expresión de genes de la respuesta inmune. 
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II. MARCO TEÓRICO 
 
2.1 MASTITIS BOVINA 

La mastitis bovina es una enfermedad multifactorial caracterizada por la 

inflamación de la glándula mamaria con daños localizados o generalizados, puede 

tener manifestaciones clínicas y subclínicas dependiendo de la magnitud de los 

daños (Kerro et al, 2002). La mastitis clínica se caracteriza por la inflamación de 

uno o varios de los cuartos mamarios, el animal presenta dolor al tacto y en la 

leche se observan coágulos, descamaciones y en ocasiones sangre, no así la 

mastitis subclínica, donde la vaca se muestra saludable ya que la ubre no muestra 

signos de inflamación, no obstante, la infección puede ser detectada por un 

aumento en el conteo de células somáticas (Oviedo-Boyso et al, 2007). 

La mastitis bovina es considerada una de las enfermedades más 

importantes del ganado lechero puesto que genera una gran cantidad de pérdidas 

económicas a nivel mundial, en especial en las regiones con una producción 

lechera intensiva (Schlenstedt et al, 1997). Las pérdidas económicas que ocasiona 

comprenden la disminución de la calidad y la cantidad de leche producida, un 

incremento en el costo de tratamientos médicos, servicios veterinarios y pérdida 

de animales (Halasa et al, 2007). Además de los altos costos financieros para el 

ganadero, la mastitis tiene una gran importancia en el valor higiénico de la leche y 

de sus subproductos, debido a que algunos agentes causales de la mastitis son 

patógenos potenciales en humanos y puede haber residuos de antibióticos o 

químicos en la leche por el tratamiento de la ubre. Para la industria de productos 

lácteos son muy significativas las transformaciones causadas a la leche por la 

mastitis, principalmente debido a una pérdida de sus características 

organolépticas (Schlenstedt et al, 1997). 

La inflamación de la glándula mamaria es una respuesta que puede ser 

causada por cambios metabólicos, fisiológicos y más frecuentemente por 

microorganismos patógenos contagiosos o ambientales. Los patógenos 

contagiosos viven y se multiplican alrededor y dentro de la glándula mamaria de la 
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vaca y se diseminan de animal a animal y de cuarto a cuarto, debido a 

procedimientos poco higiénicos de ordeña (Kerro et al, 2002). Los patógenos 

contagiosos más importantes causales de la mastitis son: Staphylococcus aureus, 

Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis, Mycoplasma spp (Riffon et al, 

2001; Kerro et al, 2002; Rossitto et al, 2002; Sears y McCarthy, 2003). Dentro de 

los principales patógenos ambientales encontramos Streptococcus uberis, 

Streptococcus dysgalactiae, Enterococcus spp, Escherichia coli, Klebsiella spp y 

otros bacilos entéricos (Almeida et al, 1996; Kerro et al, 2002). Sin embargo, se 

sabe que S. aureus es a nivel mundial el agente patógeno contagioso más 

importante asociado con la glándula mamaria, que causa la mastitis clínica y 

subclínica (Kerro et al, 2002). Algunas bacterias responsables de la mastitis tienen 

la habilidad de invadir el epitelio mamario bovino, como es el caso de S. aureus 

que invade y sobrevive dentro de la célula (Buzzola et al, 2007). Una vez que el 

patógeno ha causado un daño considerable al epitelio mamario, la patología suele 

complicarse por infecciones con microorganismos oportunistas (Sears y McCarthy, 

2003). 

 
2.2 Staphylococcus aureus 

S. aureus es un patógeno contagioso que puede causar infecciones tanto 

en humanos como en animales (Brouillette et al, 2004). Pertenece a la familia 

Micrococcaceae, microscopicamente es un coco Gram positivo de 

aproximadamente 0.8 micrómetros, agrupados en racimos. En las placas de agar 

las colonias son lisas, opacas, redondas, convexas-bajas y de 1-4 mm de 

diámetro. Se diferencía del resto de las especies de Staphylococcus porque da un 

resultado positivo a la prueba de coagulasa, fermenta el manitol, además presenta 

un pigmento amarillo-dorado en las colonias (Lowy, 1998).  

Actualmente la identificación de esta bacteria se complementa con el 

análisis molecular del ADN mediante el empleo de la Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR); para ello se utiliza frecuentemente la amplificación del gen nuc 

que codifica la termonucleasa producida por S. aureus (Depardieu et al, 2004). 
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S. aureus es uno de los agentes etiológicos frecuentemente aislados de 

mastitis bovina (Jasper, 1982). Puede ser trasmitido, principalmente por la mano 

del ordeñador durante el ordeño, por la toalla de aseo de la ubre y por la máquina 

de ordeño durante su funcionamiento. La transmisión puede facilitarse mediante 

un ordeño defectuoso (fallas en la compresión de la ordeñadora, interrupción de la 

succión al momento de colocar las pezoneras, ordeño ciego).  

Para el establecimiento de la infección en la glándula mamaria, S. aureus 

debe entrar por el pezón, posteriormente la bacteria penetra por el canal lácteo al 

tejido glandular muy profundamente y es común que se encapsule para formar 

nódulos en la ubre los cuales se pueden palpar. Las infecciones causadas por S. 

aureus pueden volverse crónicas debido a la localización intracelular de la 

bacteria, que hace difícil que el sistema inmune la reconozca y la elimine, o bien, 

eliminarla mediante una terapia antimicrobiana convencional (Sears y McCarthy, 

2003). La colonización de la glándula mamaria puede ser activada por la adhesión 

a proteínas de superficie de las células epiteliales (ej. Proteína A)  (Ziebuhr, 2001; 

Kerro et al, 2002).   

 Durante la mastitis el principal mecanismo de defensa es la fagocitosis por 

macrófagos y neutrófilos polimorfonucleares, a través de oxidación o por 

mecanismos independientes de oxígeno, después de la opsonización por 

anticuerpos, con o sin complemento. Sin embargo, los mecanismos de defensa del 

hospedero no pueden prevenir por completo una infección intramamaria, 

posiblemente debido a dos factores:  

1.-Factores de virulencia y mecanismos de S. aureus, tales como la producción de 

factores antifagocíticos (proteína A y encapsulamiento), la adhesión a las células 

del epitelio mamario, la supervivencia intracelular en el epitelio y macrófagos, la 

producción de exotoxinas y proteasas.  

2.-Defectos de protección de la célula hospedera como la reducción en la eficacia 

de los fagocitos debido a la fagocitosis de componentes de la leche, lo cual 

provoca una disminución de enzimas hidrolíticas en estas células. 
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Los factores de virulencia de S. aureus implican productos de secreción, 

componentes estructurales y mecanismos que contribuyen a la habilidad de la 

bacteria para sobrevivir en el hospedero y causar la mastitis (Kerro et al, 2002). 

Basándose en la actividad biológica, los factores de virulencia pueden ser 

clasificados en tres categorías: 1) los que modulan la adhesión de la bacteria a la 

célula o tejido, 2) los que promueven el daño tisular y la diseminación, y 3) los que 

protegen a la bacteria del sistema inmune. La adhesión de la bacteria al 

hospedero y al tejido, es el evento inicial de la mayoría de los procesos infecciosos 

y es considerado un factor importante de patogenicidad y virulencia. S. aureus es 

uno de los agentes causantes de mastitis más importantes que presenta 

adherencia a las células de la glándula mamaria tanto  in vivo como in vitro (Kerro 

et al, 2002). 

S. aureus produce una gran variedad de proteínas de superficie que 

promueven la adherencia al tejido dañado y mantienen la infección, como son: 

proteína A, proteína de unión a fibrinógeno, proteína de unión a fibronectina, etc., 

proteínas que ayudan a evitar la respuesta inmune y enzimas como coagulasa, 

colagenasa, fosfatasa ácida y alcalina, catalasa, proteasas, nucleasas, lipasas, 

hialuronidasa y  hemolisinas (Ziebuhr, 2001; Kerro et al., 2002). La síntesis de 

éstas proteínas depende de la fase de crecimiento en que se encuentre la bacteria 

(Lowy, 1998). Las hemolisinas producidas dañan el tejido y permiten su 

colonización intracelular lo que hace más complicado la eliminación de las 

bacterias, por lo que la infección se puede convertir en crónica. Al mismo tiempo, 

produce numerosas toxinas que se reconocen como superantígenos, que dañan el 

tejido y protegen a la bacteria de la respuesta inmune del hospedero liberando 

mediadores de la inflamación (Kerro et al, 2002; Zecconi et al, 2005). Las 

proteínas de superficie mejor caracterizadas son la proteína A, proteína de unión a 

fibrinógeno, proteína de unión a fibronectina y proteína de unión a colágena 

(Ziebuhr, 2001). 

La invasión de S. aureus a la glándula mamaria puede ser activada por un 

proceso endocítico que incluye la participación de elementos del citoesqueleto de 
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la célula epitelial y/o receptores específicos y los ligandos correspondientes que 

requieren las síntesis de novo de proteínas de las células eucariota y procariota 

(Kerro et al, 2002). 

 
2.3 LA INFLAMACIÓN 
 

La inflamación es un mecanismo de protección que presenta el sistema 

inmune de los animales contra infecciones o lesiones. Es un proceso complejo en 

el que intervienen diversos elementos, como son los leucocitos, sustancias 

vasoactivas, citocinas y productos de la cascada del ácido araquidónico, 

incluyendo prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos y prostaciclinas. Cuando 

hay una lesión lo primero que ocurre es una vasoconstricción transitoria de las 

arteriolas y una vasodilatación de los capilares con lo que se provoca que el flujo 

sanguíneo aumente. Cuando se dilatan los vasos aumenta su permeabilidad 

facilitando así que las células inflamatorias lleguen al sitio dañado (Coussens and 

Werb, 2002). 

Los macrófagos, que son células inflamatorias, se originan en la médula y 

se liberan en la sangre como monocitos, circulan hasta entrar al tejido y 

diferenciarse en macrófagos. Dentro de sus principales funciones está la de 

fagocitar y presentar antígenos a otras células del sistema inmune como los 

linfocitos T y producir citocinas. Las citocinas son pequeñas proteínas que actúan  

como mensajeros intercelulares, estimulando o inhibiendo la diferenciación, 

proliferación o función de las células del sistema inmune. Comprenden a las 

linfocinas, monocinas, interleucinas [desde la interleucina 1(IL-1) α y β, hasta la 

16], factores de necrosis tumoral (TNF-α y β) e interferones.  

 Las citocinas actúan en varios tipos celulares utilizando mecanismos 

autócrinos, parácrinos, endócrinos y yuxtácrinos. Efectúan múltiples funciones 

fisiológicas y fisiopatológicas:  

1. Las citocinas inflamatorias se producen en respuesta a infecciones y 

estimulaciones inmunológicas como inmunizaciones. 
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2. Algunas citocinas actúan como factores de crecimiento y reguladores 

normales. 

3. Algunas actúan para facilitar el mantenimiento de la función inmune. 

 La reacción inflamatoria se inicia por la producción y liberación de TNF-α, 

interferones e interleucinas (Casey, 2000). 

 
2.4 INMUNIDAD DE LA GLÁNDULA MAMARIA BOVINA 

El sistema inmune se caracteriza por la capacidad de reconocer y distinguir 

entre agentes externos y moléculas producidas por el organismo (Janeway y 

Medzhitov, 2002). El tejido de la glándula mamaria está protegido por la inmunidad 

innata y la inmunidad adquirida. Ambas interactúan en conjunto para proveer 

protección  contra los microorganismos causantes de la mastitis (Sordillo and 

Streicher, 2002). La efectividad de éstas está determinada por la susceptibilidad o 

la resistencia a la infección de la glándula mamaria. En éste padecimiento, los  

factores anatómicos y la respuesta inmune innata de la glándula mamaria actúan 

coordinadamente para eliminar el patógeno (Oviedo-Boyso et al, 2007). 

 

2.4.1 Factores anatómicos 
El canal de la ubre es la primera línea de defensa, porque las bacterias 

deben penetrar a través de él para así causar una infección intramamaria. La 

función del esfínter del pezón es mantener el orificio cerrado y así aislar el interior 

de la glándula mamaria (Fig. 1). Esto significa, que cualquier daño a ésta 

estructura referirá un incremento de la incidencia de mastitis. El canal del pezón 

está provisto de queratina, la cual es una barrea física adicional, que previene la 

migración de bacterias a la cisterna de la glándula mamaria (Oviedo-Boyso et al, 

2007). Por estas razones, el canal del pezón es considerado como una barrera 

importante contra la infección intramamaria.  
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FIGURA 1. ESQUEMA ANATÓMICO DE LA GLÁNDULA MAMARIA. Muestra los factores 

anatómicos más importantes que actúan como barrera de defensa contra agentes externos 

potencialmente dañinos (Lowy, 1998). 

 

2.4.2 Inmunidad innata de la glándula mamaria 
Cuando una bacteria logra penetrar al canal del pezón, la segunda línea de 

defensa consiste de neutrófilos, macrófagos y linfocitos. Estas células regulan 

tanto la respuesta inmune innata como la respuesta inmune adquirida (Oviedo-

Boyso et al, 2007).  

 El tejido sano de la glándula mamaria bovina y la leche contienen 

principalmente macrófagos, cuando hay una infección bacteriana como es el caso 

de la mastitis bovina, los macrófagos ya sea del tejido o de la leche, reconocen el 

patógeno que está invadiendo e inician la respuesta inflamatoria descargando 

citocinas pro-inflamatorias (TNF-α y IL-1β) que inducen el reclutamiento de 

neutrófilos hacia el sitio de la infección y se producen también prostaglandinas y 

leucotrienos que incrementan la reacción inflamatoria local (Rainard, 2003; 

Bannerman et al, 2004),  además controlan la respuesta inmune adquirida 

(Sordillo and Streicher, 2002).  

 Durante la infección se activa la vía del NF-κB que es un factor de 

transcripción importante implicado en la regulación de la respuesta inmune innata 
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(Andoh et al, 1999; Place et al, 2005) controlando la expresión de genes que 

codifican citocinas proinflamatorias, quimiocinas, enzimas inducibles de la 

inflamación, como la sintasa inducible de óxido nítrico y la ciclo oxigenasa-2, 

moléculas de adhesión y factores de crecimiento (Jobin and Sartor, 2000; Segain 

et al, 2000; Luhrs et al, 2002). 

La respuesta inmune innata es crucial para el control de la proliferación de 

microorganismos y la erradicación de patógenos asociados a mastitis; lo cual está 

íntimamente relacionado con la respuesta inmune adquirida, que es fundamental 

para establecer la memoria inmunológica (Oviedo-Boyso et al, 2007). La glándula 

mamaria también contiene factores bacteriostáticos no específicos que pueden 

actuar independientes o asociados con inmunoglobulinas, estos factores pueden 

ser: la proteína lactoferrina que es una proteína de defensa inducible producida 

por las células epiteliales, su expresión en la glándula mamaria aumenta cuando 

cesa la lactancia y durante la mastitis clínica; factores del complemento, presente 

en el suero y la leche, producido principalmente por los hepatocitos y algunos 

monocitos y macrófagos en diferentes tejidos; el sistema lactoperoxidasatiocianato 

- peroxido-hidrogeno y la lisozima (Rainard, 2003). La sintasa inducible de óxido 

nítrico (iNOS) es un elemento clave de la actividad antimicrobiana realizada por 

los macrófagos activados en la glándula mamaria. Este complejo enzimático 

cataliza la conversión de la arginina a citrulina y óxido nítrico, un radical altamente 

reactivo con actividad antibacteriana (Rainard y Riollet, 2003). 

Uno de los elementos de la inmunidad innata que tiene un papel crucial 

para combatir las infecciones son los péptidos antimicrobianos (PA). Son péptidos 

de bajo peso molecular (menores a 10 kDa), típicamente son moléculas catiónicas 

debido a su alto contenido de lisina y arginina. Son moléculas anfipáticas, lo que 

les concede estabilidad en ambientes tanto acuosos como hidrofóbicos (Boman, 

1995; Rao, 1995; Nissen-Meyer y Nes, 1997). 

Los PA se sintetizan principalmente en tejidos epiteliales regularmente 

expuestos al ataque microbiano como la piel, el intestino y pulmones. Las células 

sanguíneas de defensa también son importantes productoras de PA, donde 
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constituyen parte de los mecanismos efectores no-oxidativos contra patógenos 

potenciales. Los PA se sintetizan hasta cien veces más rápido que una 

inmunoglobulina y a mucho menor costo metabólico, pueden almacenarse en altas 

concentraciones, estar disponibles para actuar inmediatamente y se liberan o 

producen cuando las células se estimulan por contacto con microorganismos 

(Rao, 1995; Nissen-Meyer y Nes, 1997). Son un medio rápido, no específico para 

combatir una amplia variedad de bacterias, hongos, virus e incluso protozoarios 

(Evans y Harmon, 1995).  

Para llevar a cabo su función antimicrobiana, los PA utilizan uno de los 

siguientes mecanismos: a) interfieren en la síntesis de enzimas metabólicas ó del 

DNA; o b) actúan directamente a nivel de la membrana celular ya sea alterando la 

permeabilidad o lisándola mediante la formación de canales o poros (Nissen- 

Meyer y Nes, 1997). En los mamíferos los PA se dividen en dos familias, las 

defensinas y las catelicidinas. Las defensinas de los mamíferos son PA que se 

consideran importantes en la inmunidad innata y podrían contribuir a la inmunidad 

adaptativa contra las invasiones microbianas. Las defensinas en los mamíferos se 

clasifican en 3 categorías, según su tamaño y patrón de puentes disulfuro: α, β y 

θ. En las vacas, se conocen alrededor de 13 tipos de β-defensinas producidas por 

neutrófilos (Yang et al, 2002). 

 

2.5 LA LECHE BOVINA 
Para producir leche, la glándula mamaria bovina tiene que llevar a cabo por 

lo menos tres funciones en sus células epiteliales; la primera es obtener energía 

para realizar su trabajo, donde la mitocondria juega un papel muy importante; la 

segunda es elaborar los elementos para la leche que no provienen directamente 

de la sangre; la tercera es regular la cantidad de los diferentes elementos que 

integran la leche (Bath et al, 1979). La leche contiene principalmente agua, 

lactosa, proteínas, sales inorgánicas, vitaminas, etc., composición que varía entre 

especies. Para el proceso de producción, la glándula dependerá del flujo 

sanguíneo para el suministro de energía y de los elementos precursores de la 
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leche. La cantidad y la disponibilidad del material producto del metabolismo con 

que cuenta la glándula, así como la capacidad con la cual ésta toma ese producto 

dependerán, por tanto, de la rapidez con que la sangre fluya por la glándula. Se 

estima que pasan por la glándula mamaria bovina 500 volúmenes de sangre ó 375 

de plasma por cada volumen de leche que se produce (Bath et al, 1979). En la 

leche, la proteína principal es la caseína y en el plasma la albúmina y globulina 

(Dukes, 1961).  

 Los precursores de los constituyentes de la leche de bovinos, son en 

general: glucosa, aminoácidos, acetato, β-hidroxibutirato y triglicéridos, los cuales 

se describen a continuación:  

a) Proteínas: α, β, γ y κ-caseina, lactoalbúmina, β-lactoalbúmina, 

seroalbúmina sanguínea, inmunoglobulinas (Rose et al, 1970; Dukes, 

1961). 

b) Lactosa. Principal carbohidrato de la leche y consiste en una molécula de 

glucosa y una de galactosa; este carbohidrato se sintetiza en la glándula 

mamaria de la vaca. 

c) Grasa. La grasa presente en la leche de la vaca se caracteriza por obtener 

una mezcla de triglicéridos. Aproximadamente el 50% de los ácidos grasos 

presentes en la leche son ácidos grasos de cadena corta (4 a 14 carbonos) 

y el resto, de ácidos grasos de cadena larga (16-20 carbonos). La leche 

contiene una elevada proporción de ácidos grasos saturados (Bath et al, 

1979). Los ácidos grasos de cadena corta no provienen de los ácidos 

grasos presentes en la ración, sino que son sintetizados en la glándula 

mamaria a partir de acetatos, cuerpos cetónicos y β-hidroxibutirato. Existen 

diversos estudios que indican que la grasa de la leche contiene numerosos 

componentes con potencial anticarcinogénico (Parodi, 1997). 

d) Minerales, vitaminas y agua. Los principales minerales son el calcio, 

fósforo, potasio y magnesio, los cuales son suministrados por la sangre. El 

agua de la leche, pasa parcialmente, por el movimiento de agua de la 

sangre a las células en el mantenimiento del equilibrio osmótico, como 
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resultado de la síntesis de proteínas, grasa y lactosa. La leche es una 

fuente rica de vitamina A, D y riboflavina. La niacina está presente en 

pequeñas cantidades y se considera que la leche es pobre en ácido 

ascórbico y rica en tiamina (Bath et al, 1979; Muñoz, 1979). 

 

La leche bovina es un excelente medio de crecimiento para S. aureus, debido a 

que puede hidrolizar caseína y fermentar lactosa (Carter et al, 1995). Esta bacteria 

produce un elevado nivel de proteasas en un medio rico en caseína (Anderson, 

1976).  

 

 2.6 ÁCIDOS GRASOS DE CADENA CORTA (AGCC) 
Los ácidos grasos de cadena corta son el resultado de la fermentación 

anaeróbica bacteriana en el colon de todas las especies de mamíferos, donde 

utilizan como sustrato las  fibras dietéticas (carbohidratos complejos) (Karaki et al, 

2008). Los ácidos grasos de cadena corta, 2-4 carbonos, monocarboxilados como 

son el acetato, propionato y butirato, son los mayores aniones presentes en el 

lumen del intestino grueso. La producción de acetato, propionato y butirato ocurre 

en una producción molar aproximada de 60:20:20, respectivamente (Cummings et 

al, 1979). Pero es difícil estimar la producción total porque más del 95% de los 

ácidos grasos de cadena corta son absorbidos y metabolizados (Topping and 

Clifton, 2001). 

 La producción de AGCC permite tomar energía principalmente de las 

fuentes de carbono como la fibra dietética que no se digiere en el intestino 

delgado. Se ha estimado que los AGCC aportan cerca de un 5 - 15% del 

requerimiento de calorías totales de humanos, y un 70% de los requerimientos de 

energía de los rumiantes (Bergman, 1990). Los AGCC están disponibles en 

concentraciones milimolares (mM) en el lumen del colon que son absorbidos a 

través del epitelio por transporte activo y pasivo (Cook et al, 1998; Topping and 

Clifton, 2001). Además, son conocidos por tener varios efectos fisiológicos y 

fisiopatológicos en el intestino. El acetato es considerado el AGCC predominante 
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en el colon. Sin embargo, con respecto a la inflamación, se sabe poco del acetato 

y el propionato. 

 Los AGCC no son absorbidos como nutrientes a través del epitelio intestinal 

de humano, pero tienen influencia en varias funciones fisiológicas en el tracto 

gastrointestinal (Cummings and Macfarlane, 1997; Topping and Clifton, 2001). Por 

ejemplo, estimulan el flujo de sangre en el colon (Mortensen et al, 2000), influyen 

en la captación del fluido electrolítico (Binder y Mehta, 1989), contracción del 

músculo liso (Yajima, 1985), secreción transepitelial del cloro (Yajima, 1988; Hubel 

y Russ, 1993), proliferación de células epiteliales de colon (Sakata, 1987; Kripke et 

al, 1989) inhibe la proliferación de células cancerosas previniendo así el cáncer 

colorectal (Ogawa  et al, 2003). 

Se sabe también que las fibras dietéticas y los AGCC tienen un potencial 

clínico elevado, incluso pueden tener eficacia en la prevención y tratamiento de la 

enfermedad de Crohn, mediante la inhibición de citocinas pro-inflamatorias e 

induciendo la activación del factor transcripcional NF-κB (Andoh et al, 2003). 

Los efectos de los AGCC en el lumen del intestino se considera que son 

inducidos vía la activación de receptores específicos y/o vía absorción en las 

células epiteliales; sin embargo, el mecanismo exacto aún no es claro. Diversos 

estudios han analizado los efectos de los AGCC en los neutrófilos (Niederman et 

al, 1997). Se demostró que el propionato estimula la generación del superóxido en 

neutrófilos de humanos (Nakao et al, 1998), también estimula la quimiostasis de 

los neutrófilos (Le et al, 2003). Pero aun no está claro cómo influyen en la 

respuesta de los mediadores inflamatorios, como los lipopolisacaridos (LPS) en los 

neutrófilos. 

En estudios recientes, se demostró que los AGCC inhiben fuertemente la 

expresión del TNF-α en neutrófilos humanos estimulados con LPS, al mismo 

tiempo se demostró que no afectaba la expresión de IL-8, lo que indica que la 

expresión de estas citocinas en neutrófilos son regulados por mecanismos 

separados (Tedelind et al, 2007). 
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2.6.1 Butirato 
El ácido butírico o butirato es un ácido graso de cadena corta (C4), 

producido en el lumen intestinal de los rumiantes por la fermentación bacteriana 

principalmente de carbohidratos solubles y en menor medida los insolubles y 

proteínas endógenas (Hamer et al, 2008). El butirato es el AGCC más estudiado 

puesto que se ha observado que tiene varios efectos tanto en humanos como en 

animales (Fig 2).  

 

 
FIGURA 2. EFECTOS DEL BUTIRATO EN HUMANOS Y ANIMALES. El butirato es un producto 
final de la fermentación bacteriana de carbohidratos complejos en el lumen intestinal (Hamer et al, 
2008). 

 

 

Este ácido graso está presente únicamente en la grasa de la leche de los 

rumiantes lo cual la diferencia de la leche del resto de los mamíferos (Parodi, 
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1997). La grasa de la leche de bovinos contiene butirato con valores de 7.5 a 13.0 

mol/ 100 mol de grasa total, que corresponde a un 2-5% del peso de la leche. En 

la ingestión, la hidrólisis del butirato mediada por lipasas comienza en el estómago 

y se completa en el intestino delgado. Una vez liberado el butirato es absorbido 

por los enterocitos del lumen del intestino (Parodi, 1997). 

 Se considera que el butirato es la fuente de energía preferida por las células 

del colon (Kida et al, 2006). El epitelio del colon es un tejido blanco para los 

efectos benéficos del butirato (Cuff et al, 2005). Además se ser una fuente 

importante de energía, el butirato puede ejercer efectos inmunomodulatorios 

demostrados tanto in vitro como in vivo. 

 Se ha demostrado que el butirato en bajas concentraciones tiene una 

influencia significativa en el sistema inmune de humanos y roedores, ya que in 

vitro, disminuye la proliferación de los linfocitos en ratones y en ratas (Weber y 

Herr, 2006) y específicamente en linfocitos humanos incrementa la expresión del 

ARNm y la producción de IL-10, pero no tiene efecto en la producción del INF-γ y 

sí se aumenta la concentración, se inhibe la expresión del INF-γ pero se 

incrementa significativamente la expresión de IL-10.  

 Los resultados encontrados en reportes de células mononucleares de 

sangre periférica de cerdo muestran, que al igual que en humanos, la expresión de 

IL-10 se ve favorecida con el tratamiento de butirato a bajas concentraciones, lo 

cual no sucede con el INF-γ (Nancey et al, 2005). Pero los resultados encontrados 

en células mononucleares de cerdo tratadas con altas concentraciones de butirato 

contrastan con lo reportado en humanos y roedores, ya que en cerdos la 

expresión del INF-γ se incrementó y la de IL-10 disminuyó, lo cual dio como 

resultado la disminución de la magnitud del proceso inflamatorio. Este hallazgo 

indica que la regulación de la producción de citocinas en cerdos depende de la 

concentración de butirato de sodio, lo cual no sucede en humanos y roedores 

(Weber et al, 2006).  

  El butirato es un potente inhibidor de la proliferación de células 

cancerígenas, además de inducir la diferenciación celular y la apoptosis en líneas 
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celulares cancerígenas (Hague et al, 1995). Los mecanismos de las funciones 

celulares en las que el butirato tiene efecto aún no han sido descritas en su 

totalidad, aunque se considera por la regulación de  la expresión de genes, que es 

debido a la inhibición de la enzima histona desacetilasa (Comalada et al, 2006). 

Además hay reportes donde se indica que el butirato induce la hiperacetilación de 

histonas y la hipermetilación del ADN, ambos eventos están asociados con la 

inactivación de la expresión de oncogenes. Además el butirato juega un papel muy 

importante en la prevención de tumores invasivos y la metástasis (Gibson et al, 

1994). El colon es el órgano que se asocia mayormente con la acción del butirato. 

Aunque el butirato inhibe la proliferación de líneas celulares de cáncer de colon, 

paradójicamente estimula la proliferación de células normales de colon (Parodi, 

1997). 

 Otros efectos demostrados del butirato son los descritos en líneas celulares 

de epitelio de pulmón humano, donde se observa que induce la expresión de 

péptidos antimicrobianos como son las catelicidinas (Hancock y Scott, 2000); 

estos péptidos juegan un papel importante en el mecanismo de defensa contra 

infecciones bacterianas (Kida et al, 2006). El butirato de sodio induce la acetilación 

de histonas y la inhibición reversible de la histona desacetilasa en células 

epiteliales de pulmón, favoreciendo la inducción de la expresión del gen de las 

catelicidinas (Kida et al, 2006). 

 Existen reportes donde se describe que el butirato de sodio puede inducir 

apoptosis y el arresto del ciclo celular en una línea celular de epitelio de riñón de 

bovino, puesto que, en el 40% de las células tratadas con butirato de sodio se 

indujo la apoptosis después de 24 h. Además el butirato bloqueó la sobrevivencia 

de las células en dos distintas fases (la G1 y la M/G2) del ciclo celular (Li and Li, 

2006). En estudios posteriores, también en células epiteliales de riñón de bovinos, 

se demostró que el tratamiento con butirato induce la actividad de la caspasa-3 e 

induce la acumulación de histonas acetiladas, es por tal motivo que ejerce un 

efecto regulador en el ciclo celular y en la apoptosis (Li and Elsasser, 2005). 
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III. JUSTIFICACIÓN 
 La mastitis bovina es la inflamación de la glándula mamaria que afecta al 

ganado bovino lechero generando así grandes pérdidas económicas a nivel 

mundial. El agente etiológico frecuentemente aislado es S. aureus, considerado 

como un microorganismo patógeno contagioso, que es difícil de controlar con una 

terapia antimicrobiana convencional debido a su capacidad de invadir las células 

del epitelio mamario bovino y a la resistencia que presenta frente a los 

antimicrobianos. 

 Adicionalmente, se han estudiado ampliamente las funciones 

antimicrobianas y moduladoras de algunos de los ácidos grasos de la leche, 

siendo el butirato el más estudiado. Se conoce que este ácido graso, además de 

tener propiedades nutrimentales para los rumiantes, posee distintas funciones 

celulares entre las que se encuentra la proliferación y la diferenciación celular, 

motilidad, arresto del ciclo celular y apoptosis, además de asociársele con la 

modulación de la respuesta inmune a través de la expresión de péptidos 

antimicrobianos. Sin embargo, no se ha estudiado la participación del butirato de 

la leche bovina durante el establecimiento y desarrollo de la infección por S. 

aureus en la glándula mamaria para lo cual se plantea la siguiente hipótesis: 
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IV. HIPÓTESIS   
 El butirato de sodio disminuye la invasión de Staphylococcus aureus en las 

células de epitelio mamario bovino mediante la expresión de genes de respuesta 

inmune innata. 

 
 
V. OBJETIVO GENERAL 
 Evaluar el efecto del butirato de sodio sobre la invasión de S. aureus en 

células epiteliales mamarias bovinas (CEMB). 
 
5.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Evaluar la viabilidad de las CEMB en presencia de butirato de sodio, así 

como el efecto sobre la proliferación de S. aureus. 

 

2. Evaluar la invasión de S. aureus en las CEMB en presencia de butirato de 

sodio. 

 

3. Analizar la expresión de péptidos antimicrobianos en las CEMB tratadas con 

butirato de sodio e infectadas con S. aureus.  

 

4. Evaluar la expresión de citocinas proinflamatorias en las CEMB tratadas con 

butirato de sodio e infectadas con S. aureus. 
 

5. Cuantificar la producción de óxido nítrico producido por las CEMB tratadas 

con butirato de sodio e infectadas con S. aureus. 

 

6. Determinar el efecto de butirato de sodio en la acetilación de histonas en las 

CEMB. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 
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6.2 CULTIVO PRIMARIO DE CÉLULAS DE EPITELIO MAMARIO BOVINO 
(CEMB) 
 Las células fueron aisladas a partir del tejido alveolar de ubres de vacas 

lactantes de acuerdo con un protocolo establecido previamente en el laboratorio 

(Anaya-López et al, 2006). Las CEMB se cultivaron en cajas de Petri con medio 

mínimo esencial de Dulbecco (DMEM, Sigma) suplementado con 10% de suero 

fetal bovino, 100 U/mL de penicilina-estreptomicina (100 μg/mL), insulina (5 

μg/mL) e hidrocortisona (5 μg/mL). 

 

6.3 CULTIVO DE Staphylococcus aureus 
 Se utilizó una cepa comercial de S. aureus ATCC 27543, aislada de un 

caso de mastitis clínica. Se cultivó en medio Luria Bertani (LB, Difco) a 37°C. El 

inoculo bacteriano se obtuvo a partir de cultivos crecidos durante 16-18 h a 37°C. 

 

6.4 ENSAYO DE CRECIMIENTO DE S. aureus EN PRESENCIA DE BUTIRATO 
DE SODIO 
 Se cultivó S. aureus de una cepa comercial ATCC 27543 en medio líquido 

LB, se incubó en agitación por 18 h. La suspensión bacteriana se ajustó por DO600 

a 97X106 UFC/mL, posteriormente se agregaron diferentes concentraciones (0.25 

- 4 mM) de butirato de sodio, se incubaron por 24 h a 37°C en agitación y 

posteriormente se midió la absorbancia. 

 
6.5 ENSAYO DE VIABILIDAD DE CEMB 
 Para evaluar la viabilidad de las CEMB con las diferentes concentraciones 

de butirato de sodio, se utilizó el bioensayo de MTT, una técnica colorimétrica que 

emplea el colorante 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5 bromuro difeniltetrazolio, que es 

reducido por deshidrogenasas mitocondriales de células viables a formazan 

púrpura. Se cultivaron 5 X103 células por pozo, en cajas de 96 pozos con medio 

sin suero y sin antibióticos. Se agregó butirato de sodio a diferentes 

concentraciones (0.25 - 4mM) por 24 y 48 h, posteriormente se agregaron 10 μL 
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de MTT, y se incubó a 37°C por 4 h, posteriormente se agregó SDS al 10% y se 

homogenizó perfectamente con pipeteo constante. Posteriormente se determinó la 

absorbancia en espectrofotómetro (590 nm, DAS). 

 

6.6 ENSAYOS DE INFECCIÓN 
 En cajas de cultivo celular de 24 pozos se agregó colágena de cola de ratón 

por un periodo de 2h.  Posteriormente se crecieron a confluencia las CEMB con 

medio DMEM sin suero y antibióticos, se agregó butirato de sodio en diferentes 

concentraciones (0.25 - 4 mM) y se incubaron por 24 h a 37°C en 5% de CO2. 

Posteriormente se lavaron las células 3 veces con PBS estéril, y se dejaron con 

DMEM sin suero y sin antibióticos. Se infectaron las células con la cepa de S. 

aureus (97X106 UFC/mL), se empleó una multiplicidad de infección (MDI) de 30 

bacterias por célula, después de 2 h se lavó con PBS estéril 3 veces y se agregó 

40 μg/mL de gentamicina por pozo durante 1 h para matar las bacterias que 

quedaron sin invadir la célula. Posteriormente se volvió a lavar 3 veces con PBS 

estéril. Se agregó tripsina (0.25%) para despegar y recuperar las células y se 

centrifugó a 15000 rpm 10 minutos, se decantó la tripsina y se agregaron 150 μL 

de agua destilada estéril; esto para lisar las células, y éstas se sembraron en agar 

LB y se incubaron a 37°C por 18 h, y después se procedió a hacer el conteo 

manual de UFC. 

6.7 CUANTIFICACIÓN DE ÓXIDO NÍTRICO PRODUCIDO POR LAS CEMB 
 El NO se cuantificó en el medio condicionado obtenido del tratamiento de 

las células con diferentes concentraciones de butirato de sodio (0.25 – 4 mM) 24 h 

previas a la infección y en el medio que se recuperó posterior a la infección. El NO 

se evaluó midiendo la concentración de nitrito (NO2) empleando la reacción de 

Greiss. El reactivo de Greiss se preparó mezclando 1 volumen de solución stock A 

(10% de sulfanilamida, 40% de ácido fosfórico, Sigma) y 1 volumen de solución 

stock B [1% N-(1-naphtyl) etilendiamida dihidroclorido, Sigma]. Finalmente, se 

utilizó 1 volumen de la mezcla de reactivos por 1 volumen de medio condicionado 

y se procedió a medir la absorbencia que se determinó a 550 nm en un 
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espectrofotómetro (DAS). La concentración de nitrito se calculó a partir de una 

curva estándar de NaNO2 (Sigma) en PBS estéril.  

 

6.7 EXTRACCIÓN DE ARN TOTAL 
 Se realizó la extracción de ARN total de células de epitelio mamario bovino 

tratadas con diferentes concentraciones de butirato de sodio (0.25 - 4 mM) e 

infectadas con S. aureus. Se agregó el reactivo Trizol (Invitrogen) y se rasparon 

las células adheridas. Posteriormente se trataron con cloroformo, se precipitó el 

ARN con isopropanol, y se centrifugó hasta obtener una pastilla que fue disuelta 

en agua con inhibidor de RNAsa que se incubó a 60°C por 10 min, posteriormente 

fue tratado con DNasa I (Invitrogen). 

 

6.8 ANÁLISIS DE RT-PCR 
 Se realizó la síntesis de ADNc (ADN complementario) por retrotranscripción 

a partir del ARN total extraído de las CEMB tratadas con butirato de sodio, 

infectadas con S. aureus y sin infectar. La retrotranscripción se realizó en 20 μL 

conteniendo 25 μg/mL de Oligo d(T) y 500 nM de dNTPs (Invitrogen). La reacción 

fue incubada a 65°C por 5 min e inmediatamente transferida a hielo y centrifugada. 

Posteriormente, se añadió First Standar Buffer 1X (Invitrogen), ditiotreitol 10 nM e 

inhibidor de RNAsa 2 U/μL (Invitrogen) y se incubó a 37°C durante 2 min. 

Finalmente, se agregó la enzima transcriptasa reversa M-MLV (10 U/μL, 

Invitrogen) y posteriormente se volvió a incubar a 37°C por 50 min, seguido de la 

inactivación de la reacción mediante el calentamiento a 70°C por 15 min. 

 

6.9 PCR 
 En las reacciones de PCR se utilizaron oligonucleótidos específicos para la 

enzima sintasa inducible de óxido nítrico (iNOS), los péptidos antimicrobianos β-

defensina y el péptido antimicrobiano traqueal (TAP), además del factor de 

necrosis tumoral (TNF-α) (Tabla 1). Se amplificó también β-actina para verificar la 

integridad de ARN y la eficiencia del RT-PCR. Los productos de ADN amplificados 
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de las PCR se observaron por electroforesis en geles de agarosa al 2%, y 

finalmente se hizo un análisis densitométrico estandarizado respecto a la 

expresión de β-actina.  

 

Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 

Especificidad Oligonucleótido Secuencia 

 
Tamaño 

del 
fragmento 

(pb) 
 

 
Temperatura de 
alineamiento°C/ 
número de ciclos 

     
 

TAP bovino* 
 

Sentido 
Reverso 

5’-GCCAGCATGAGGCTCCAT-3’ 
5’-AACAGGTGCCAATCTGT-3’ 

 
166 

 
50/35 

 
-defensina bovina  

 

Sentido 
Reverso 

5’-TCTTCTGGTCCTGTCTGCT-3’ 
5’-CCGAACAGGTGCCAATCTGT-3’ 

 
130 

 
55/35 

 
iNOS bovino 

 

Sentido 
Reverso 

5’-GGAAGCAGTAACAAAGGAGATAG3’ 
5’-CATAGCGGATGAGCTGGGCG-3’ 

 
282 

 
60/40 

 
β-actina Sentido 

Reverso 
5’-ATGGTGGGCATGGGTCAGAA-3’ 
5’-TCATACTCCTGCTTGCTGAT-3’ 

 
900 

 
55/25 

 
TNF-α bovino Sentido 

Reverso 
5’-CTGGTTCAGACACTCAGGTCCT-3’ 

5’-GAGGTAAAGCCCGTCAGCA-3’ 

 
183 

 
60/35 

(Ochoa-Zarzosa et al, 2009) 

 
6.10 IDENTIFICACIÓN DE HISTONAS ACETILADAS (INMUNOCITOQUÍMICA) 
 Para este ensayo se utilizaron células de epitelio mamario bovino infectadas 

con S. aureus y sin infectar, tratadas 24 h previas con butirato de sodio (0.25 - 4 

mM). Se sembraron 20,000 CEMB en cubreobjetos redondos (1 cm de diámetro) 

cubiertos con colágena en PBS. Posteriormente se lavaron 2 veces con PBS y se 

fijaron por 10 min con paraformaldehído (4% en PBS). A continuación, se lavó 3 

veces con PBS y se bloqueó por 2 h a temperatura ambiente con FBS (suero fetal 

bovino) al 10% en PBS. Se lavaron tres veces con PBS y se incubaron en una 

cámara húmeda a temperatura ambiente toda la noche con los anticuerpos 

primarios diluidos en PBS con Tritón 0.3%. Se utilizó el anticuerpo policlonal anti-

histona H3 acetilada (Upstate) diluido 1:1000. Las células se lavaron tres veces 

con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo acoplado 
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a rodamina, diluido 1:100 en PBS-Tritón, por 2 h a temperatura ambiente. 

Posteriormente, las células se lavaron 3 veces con PBS, los cubreobjetos se 

montaron en una solución PBS-glicerol 1:1. Finalmente, se observaron en un 

microscopio de fluorescencia (Leica Microsystems), se seleccionaron 30 campos 

al azar, se fotografiaron y se contaron los núcleos fluorescentes. Posteriormente 

se midió la intensidad relativa de fluorescencia con el software Leica Qwin 

Standard v 2.3 (Leica Microsystems Imaging Solutions).  

 

6.12 ANÁLISIS ESTADÍSITICO  
 A los resultados obtenidos se les realizó una comparación de medias y se 

aplicó la prueba t de Student. Los valores de P <0.01 se consideraron 

estadísticamente significativos. 
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VII. RESULTADOS 
Ensayo de viabilidad de las CEMB y crecimiento de S. aureus en presencia 
de butirato de sodio 
 Primero se realizaron ensayos de viabilidad de las CEMB tratadas con 

diferentes concentraciones de butirato de sodio (0.25 – 4 mM), la viabilidad se 

determinó por medio del ensayo de MTT. Los resultados obtenidos mostraron que 

el butirato de sodio no afectó negativamente la viabilidad de las células después 

de 24 y 48 h de cultivo, excepto en las condiciones de 0.5 y 4 mM (Fig. 3). 

 

  

.  
  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 3. EFECTO DEL BUTIRATO DE SODIO SOBRE LA VIABILIDAD DE LA CÉLULAS DE 
EPITELIO MAMARIO BOVINO. Las CEMB fueron cultivadas en presencia de butirato de sodio 
(0.25 – 4 mM) por 24 y 48 h. Los resultados obtenidos corresponden al promedio de tres 
experimentos independientes realizados por triplicado. “*” y “**” indican cambios significativos 
P 0.01 con respecto al tratamiento sin butirato.* 24h y ** 48h 
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 Posteriormente, se realizó el ensayo de crecimiento de S. aureus en 

presencia de diferentes concentraciones de butirato de sodio (0.25 – 4 mM) con el 

fin de evaluar si este compuesto tenía algún efecto sobre la viabilidad de las 

CEMB, para ello se midió la densidad óptica después de 24 h de cultivo. En la 

figura 4, se muestra que el butirato de sodio no afectó el crecimiento de S. aureus, 

puesto que el crecimiento de la bacteria es similar en presencia o ausencia de 

butirato. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 4. EFECTO DEL BUTIRATO DE SODIO SOBRE EL CRECIMIENTO DE S. aureus. El 
crecimiento de S. aureus no se afectó por la presencia de butirato de sodio después de 24 h de 
cultivo. Los resultados obtenidos corresponden al promedio de tres experimentos independientes 
realizados por triplicado.  
 
 

Evaluación del efecto del butirato de sodio sobre la invasión de S. aureus en 
las CEMB 
 Para evaluar el efecto del butirato de sodio en la invasión de S. aureus en 

las CEMB, se realizaron ensayos de infección, donde se cultivaron las CEMB 

tratadas con las diferentes concentraciones de butirato de sodio (0.25 – 4 mM) 24 
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h antes de ser infectadas con S. aureus. El butirato de sodio en las 

concentraciones de 0.25 - 1 mM provocó una disminución de la invasión del ~50% 

(Fig. 5); esta diferencia fue significativa respecto a las CEMB sin tratar. Sin 

embargo, cuando se utilizaron concentraciones de 2 – 4 mM de butirato de sodio, 

solo se observó una disminución de ~10%. Estos valores se determinaron 

comparando con las células control que no fueron tratadas con butirato de sodio. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 5. EVALUACIÓN DE LA INVASIÓN DE S. aureus EN LAS CEMB EN PRESENCIA DE 
BUTIRATO DE SODIO. Se determinó el efecto de diferentes concentraciones de butirato de sodio 
(0.25 – 4 mM) en la invasión de S. aureus en las CEMB. Se representa el número de UFC 
recuperadas después de la lisis de las células, los valores fueron determinados considerando las 
células sin tratar con butirato de sodio como el 100% de la invasión. Los resultados obtenidos 
corresponden al promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado. “*” indica 
cambios significativos P 0.01 con respecto al tratamiento sin butirato. 
 
 

Cuantificación de la producción de óxido nítrico por las CEMB 

 Se cuantificó el óxido nítrico producido por las CEMB antes de la infección y 

después de la infección en presencia de butirato de sodio. Las células fueron 

tratadas 24 h antes con las diferentes concentraciones de butirato de sodio. Los 
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induce la producción de óxido nítrico de hasta ~7 veces en las concentraciones de 

0.5 y 1 mM, y de ~13 y ~20 veces en las concentraciones de 2 y 4 mM 

respectivamente. Cuando las células fueron infectadas con S. aureus el 

incremento de la producción de NO fue de ~10 veces respecto al control sin 

infectar y sin butirato de sodio, en las concentraciones de 0.25 -1 mM de butirato 

de sodio. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 6. CUANTIFICACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE ÓXIDO NÍTRICO EN LAS CEMB EN 
PRESENCIA DE BUTIRATO DE SODIO. Se determinó la cantidad de óxido nítrico producido por 
células infectadas y no infectadas, tratadas con las diferentes concentraciones de butirato de sodio 
(0.25 – 4 mM). El óxido nítrico fue medido como la concentración de nitrito (NO2

-) en el medio 
condicionado sin células. Los valores de la gráfica son el resultado de tres o más experimentos 
independientes realizados por triplicado. “*” y “**” indican cambios significativos P 0.01 con 
respecto al control sin butirato de sodio en células infectadas y sin infectar respectivamente.  
 
 
Análisis de la expresión de genes de la respuesta inmune innata  
 
 Se analizó la expresión del ARNm del TNF-α en las CEMB tratadas con 

butirato de sodio e infectadas con S. aureus, para determinar si el butirato y la 

infección regulan la expresión del TNF-α. Se evaluó la expresión del ARNm 

mediante RT-PCR en células tratadas 24 h previas a la infección con las diferentes 

concentraciones de butirato de sodio. Cabe mencionar que para los análisis del 
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ARNm se utilizaron únicamente las concentraciones de 0.25 a 2 mM, ya que en 

los resultados obtenidos en los experimentos anteriores se detectó que en éste 

rango de concentraciones es donde se observa un efecto significativo. En la figura 

7A se muestran los productos de RT-PCR donde se observa un incremento en la 

intensidad en las concentraciones de 0.25 y 0.5 mM de butirato de sodio, y en la 

figura 7B la gráfica muestra que el butirato de sodio incrementó ~3 veces la 

expresión del ARNm de TNF-α en la concentración de 0.25 y ~5 veces en la 

concentración de 0.5mM. 

 

    A 
 
 

 

 

 

    B 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 7. EXPRESION DEL ARNm DE TNF-α EN LAS CEMB TRATADAS CON BUTIRATO DE 
SODIO. A) Electroforesis en geles de agarosa al 2% representativa de los productos de RT-PCR 
amplificados con los oligonucleótidos específicos para TNF-α y β-actina. B) Análisis densitométrico 
de la expresión de TNF-α con respecto a la expresión de β-actina. Los datos de la gráfica son 
resultado del promedio de 3 experimentos independientes. “*” indica cambios significativos P 0.01 
con respecto al tratamiento sin butirato. 
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 Posteriormente, se analizó la expresión de iNOS por RT-PCR para 

determinar si el butirato de sodio en las diferentes concentraciones y la infección 

regulan su expresión en las CEMB. Para este análisis se utilizaron CEMB tratadas 

con butirato de sodio y sin tratar, posteriormente se infectaron con S. aureus. Los 

resultados muestran  en la figura 8 que la expresión de la iNOS es regulada 

positivamente por la infección y el butirato de sodio en las concentraciones de 0.25 

y 0.5 mM, no así en las demás concentraciones. 

 

 

 A 

 

 

 

 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
FIGURA 8. EXPRESIÓN DEL ARNm DE iNOS EN LAS CEMB TRATADAS CON BUTIRATO DE 
SODIO. Las CEMB se trataron 24 h antes de la infección con butirato de sodio (0.25 – 2 mM) y se 
infectaron con S. aureus. A) Electroforesis en geles de agarosa al 2% representativa de los 
productos de RT-PCR amplificados con los oligonucleótidos específicos para iNOS y β-actina. B) 
Análisis densitométrico de la expresión de iNOS con respecto a la expresión de β-actina. Los datos 
de la gráfica son resultado del promedio de 3 experimentos independientes. “*” indica cambios 
significativos P 0.01 con respecto al tratamiento sin butirato de sodio. 
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 Análisis de la expresión de péptidos antimicrobianos 
 Para evaluar la expresión de TAP se utilizaron células sin infectar e 

infectadas con S. aureus y tratadas previamente con butirato de sodio (0.25 - 2 

mM). La figura 9B demuestra que las células infectadas y tratadas con butirato de 

sodio, a una concentración de 0.25, 0.5 y 2mM mostraron un incremento de la 

expresión de ~2 veces con respecto al control sin infectar y sin butirato.  

 

A 

 

 

 

 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 9. EXPRESIÓN DEL ARNm DEL PÉPTIDO ANTIMICROBIANO TRAQUEAL EN LAS 
CEMB TRATADAS CON BUTIRATO DE SODIO. Las CEMB fueron tratadas con las diferentes 
concentraciones de butirato de sodio por 24 h y posteriormente infectadas con S. aureus. A) 
Electroforesis en geles de agarosa al 2% representativa de los productos de RT-PCR amplificados 
con los oligonucleótidos específicos para TAP y β-actina. B) Análisis densitométrico de la expresión 
de TAP con respecto a la expresión de β-actina. Los datos de la gráfica son resultado del promedio 
de 3 experimentos independientes. “*” indica cambios significativos P 0.01 con respecto al 
tratamiento sin butirato de sodio. 
 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

Sin 
infectar

0 0.25 0.5 1 2

Butirato de sodio (mM)

Ex
pr

es
ió

n 
de

 T
AP

 
(n

o.
 d

e 
ve

ce
s)

*

*



Químico Farmacobiología  Edith Villarreal Fernández 
 

 
 

36 
 

 A continuación, se analizó la expresión de β-defensina por RT-PCR en 

células sin infectar y células infectadas con S. aureus, tratadas con butirato de 

sodio, para determinar si el butirato y la infección regulan la expresión de β-

defensina. En la figura 10B se observa que el butirato de sodio en concentraciones 

de 0.25 - 0.5 mM incrementó la expresión de β-defensina ~3 veces, mientras en la 

concentración de 2 mM se observó la inhibición de la expresión de este gen.  
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FIGURA 10. EXPRESIÓN DEL ARNm DE β - DEFENSINA EN LAS CEMB TRATADAS CON 
BUTIRATO DE SODIO. Las CEMB fueron tratadas con butirato de sodio (0.25 – 2 mM) por 24 h y 
posteriormente infectadas con S. aureus. Se utilizó como control las células no infectadas y sin 
butirato de sodio. A) Electroforesis en geles de agarosa al 2% representativa de los productos de 
RT-PCR amplificados con los oligonucleótidos específicos para β-defensina y β-actina. B) Análisis 
densitométrico de la expresión de β- defensina con respecto a la expresión de β-actina. Los datos 
de la gráfica son resultado del promedio de 3 experimentos independientes. “*” indica cambios 
significativos P 0.01 con respecto al tratamiento sin butirato de sodio. 
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Identificación de histonas acetiladas 
 Por último, se realizó un ensayo inmunocitoquímico para evaluar el efecto 

del butirato de sodio sobre la acetilación de histonas en las CEMB. Se utilizaron 

células de epitelio mamario bovino sin infectar e infectadas con S. aureus, éstas 

fueron tratadas con las diferentes concentraciones de butirato de sodio (0.25 -4 

mM). Es importante señalar que en experimentos anteriores se observó que en las 

concentraciones de 0.25 y 0.5 mM de butirato de sodio se observan los efectos 

significativos, por lo que para este experimento solo se muestran los resultados de 

éstas concentraciones y las posteriores fueron descartadas. En la figura 11(A), se 

muestran los resultados obtenidos, donde se puede observar que en las células 

tratadas  con butirato de sodio en concentraciones de 0.25 y 0.5 mM  e infectadas 

con S.aureus se induce ~20 veces la acetilación de histonas H3 respecto a las 

células que no recibieron tratamiento con butirato de sodio. Las CEMB que fueron 

únicamente tratadas con butirato de sodio no muestran un incremento en la 

acetilación de histonas (Figura 11B). 
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FIGURA 11. ACETILACIÓN DE HISTONAS EN LAS CEMB INDUCIDA POR BUTIRATO DE 
SODIO Y LA INFECCIÓN. Se utilizaron CEMB infectadas y no infectadas, tratadas previamente 
con butirato de sodio (0.25 – 4 mM). A) Se estimó la acetilación de las histonas cuantificando la 
intensidad de fluorescencia (unidades arbitrarias), se contaron 30 campos al azar con un objetivo 
de 40X. Los resultados mostrados son producto de 3 experimentos independientes. “*” indica 
cambios significativos P 0.01 con respecto al tratamiento sin butirato de sodio. B) Fotografías 
representativas donde se muestra la acetilación de las histonas. La barra corresponde a 20 m. 
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VIII. DISCUSIÓN 
 La mastitis bovina es una inflamación de la glándula mamaria que puede 

ser causada por diversos cambios metabólicos o por la infección por bacterias 

patógenas. S. aureus es el patógeno que se aísla con mayor frecuencia y es 

capaz de invadir y sobrevivir dentro de las células del epitelio mamario siendo esta 

una de las causas por lo que muestra baja respuesta a la terapia antimicrobiana 

convencional (Kerro et al, 2002; Buzzola et al, 2007). Por otro lado, los AGCC son 

componentes de la grasa de la leche de los bovinos, y son también conocidos por 

tener varios efectos fisiológicos y fisiopatológicos (Li and Li, 2006). El butirato está 

presente únicamente en la leche de bovinos, y además de tener propiedades 

nutrimentales, también se le ha asociado con funciones celulares como la 

proliferación y diferenciación celular, la motilidad, la apoptosis, el arresto del ciclo 

celular, además de la prevención del cáncer mediante la inhibición de la 

proliferación de células cancerígenas y la modulación de la respuesta inmune 

(Hague et al, 1995; Luhrs et al, 2002). Teniendo como base lo anterior, en este 

trabajo se evaluó el efecto del butirato de sodio durante la invasión de S. aureus 

en las células epiteliales mamarias bovinas y se analizó la expresión de genes de 

la respuesta inmune innata.  

Para los experimentos se utilizaron cultivos primarios de CEMB y una cepa 

de S. aureus aislada de un caso de mastitis clínica. Se hicieron experimentos  

para evaluar el efecto del butirato de sodio sobre la viabilidad de las CEMB y S. 

aureus  y los resultados demostraron que las concentraciones utilizadas de 

butirato de sodio (0-4 mM) no afectaron la viabilidad de las células ni la 

proliferación de las bacterias (Fig. 3 y 4). Aunque se ha reportado el efecto 

antimicrobiano de los AGCC sobre bacterias patógenas (ej. Salmonella), en el 

presente estudio no se observó este efecto sobre S. aureus, esto puede ser 

debido a que en los estudios realizados por Van et al (2006) utilizaron AGCC en 

concentraciones que van de 25-100 mM, además se reportan los efectos 

antimicrobianos como específicos de especies de bacterias entéricas. 
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 Para el establecimiento de la infección en la glándula mamaria uno de los 

mecanismos de patogénesis más importante es la invasión de la bacteria en la 

célula epitelial (Kerro et al, 2002). El butirato está presente únicamente en la leche 

de los bovinos y por lo tanto está en contacto con las células epiteliales mamarias 

bovinas, ante esto, podemos suponer que el butirato de sodio podría estar 

modulando la invasión de S. aureus en las CEMB. Para probar esto, se hicieron 

ensayos de infección con CEMB y se infectaron con S. aureus aislado de un caso 

de mastitis clínica. Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento con 

butirato de sodio en concentraciones de 0.25 -1 mM disminuyeron hasta un 50% la 

invasión (Fig. 5), no así en las concentraciones más elevadas de butirato de sodio. 

Aunque estos son los primeros reportes del efecto del butirato de sodio en la 

invasión de S. aureus en CEMB, los resultados coinciden con reportes similares 

donde el butirato de sodio evita la invasión de C. jejuni en células Caco-2 (Van et 

al, 2008);  además de que en ambos casos se presenta el efecto de forma 

dependiente de la concentración, lo cual sugiere la  presencia de un receptor 

específico.  

 En la respuesta inflamatoria hay una liberación endógena de citocinas 

proinflamatorias que a su vez producen grandes concentraciones de NO que son 

citotóxicas y citostáticas para las células epiteliales (Bruckdorfer, 2005). Las 

células epiteliales mamarias bovinas que atraviesan un proceso inflamatorio son 

capaces de producir NO (Gutiérrez-Barroso et al, 2008). Para evaluar el efecto del 

butirato de sodio en estos eventos, se hicieron una serie de experimentos para 

cuantificar el NO producido por las células tratadas con butirato de sodio antes y 

después de la infección. Los resultados mostraron que el butirato de sodio induce 

la producción de NO, pero posterior a la infección el NO se eleva hasta ~20 veces 

en las concentraciones de 0.25 – 1 mM, respecto al control utilizado sin butirato de 

sodio; este incremento de la producción de NO se correlaciona directamente con 

la disminución de la invasión de S. aureus en CEMB por lo que podría estar 

regulando este proceso. Estos resultados coinciden con trabajos similares 

reportados en líneas celulares de ratón donde la infección también con S. aureus 
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aumentó significativamente la producción de NO (Sasaki et al, 1998; Chan et al, 

2001).  

 La enzima iNOS cataliza la conversión de L-arginina a L-citrulina y la 

biosíntesis de NO (Tenorio et al, 1995). En este trabajo se demostró que las 

CEMB son capaces de producir este radical con actividad antibacteriana durante 

un proceso inflamatorio. Tomando en cuenta estos antecedentes también se 

analizó la expresión del ARNm de iNOS en las CEMB tratadas con butirato de 

sodio e infectadas con S. aureus. Se observó que el butirato de sodio y la 

infección aumentan la expresión de este gen en las concentraciones de 0.25 y 0.5 

mM con respecto al control (Fig. 8). Estos resultados, sugieren que el butirato de 

sodio está interviniendo en la expresión de este gen. En general la producción de 

NO y la expresión de iNOS coinciden en las concentraciones de 0.25 y 0.5 de 

butirato de sodio. Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con lo 

reportado anteriormente en células de la glándula mamaria estimuladas con la 

enterotoxina estafilocócica C, donde el butirato de sodio incrementa 

significativamente la expresión de iNOS y la producción NO mediada por TNF-α 

(Komine et al, 2004). 

 Otro de los objetivos del presente trabajo fue evaluar la expresión de la 

citocina proinflamatorias TNF-α, esta citocina es secretada principalmente por los 

macrófagos, los cuales están presentes en la respuesta inflamatoria (Coussens 

and Werb, 2002). Investigaciones recientes muestran que el butirato de sodio 

participa regulando funciones de la respuesta inflamatoria en células epiteliales 

tanto gástricas como hepáticas (Luhrs et al, 2002) y en células de epitelio mamario 

bovino (Gutiérrez-Barroso et al, 2008). Los resultados obtenidos del análisis de la 

expresión del ARNm de TNF-α en las CEMB tratadas con butirato de sodio e 

infectadas con S. aureus, indican que bajo estas condiciones existe un incremento 

significativo (~3 veces) del ARNm en las concentraciones de 0.25 y 0.5 mM de 

butirato de sodio; sin embargo, en las concentraciones más elevadas el efecto no 

resultó significativo. 
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 Uno de los elementos importantes de la inmunidad innata es la producción 

de péptidos antimicrobianos. En este trabajo se realizó el análisis de la expresión 

de ARNm de péptidos antimicrobianos en las CEMB tratadas con butirato de sodio 

e infectadas con S. aureus. Los resultados obtenidos del análisis de la expresión 

del péptido antimicrobiano traqueal (TAP) muestran que se induce su expresión 

por la infección en presencia de butirato de sodio en la concentración de 0.5 mM 

(Fig. 9). Estos resultados coinciden con Schauber et al (2003, 2004, 2006) que 

reportan que los AGCC modulan la expresión del péptido antimicrobiano 

catelicidina LL-37 en células epiteliales de colon con un proceso inflamatorio; 

también coinciden con lo reportado por Kida et al (2006) donde demuestran que el 

butirato de sodio regula positivamente la expresión del gen de la catelicidina en 

células epiteliales de pulmón. Por otra parte, en la expresión de β-defensina en las 

CEMB, los resultados muestran una regulación positiva en las concentraciones de 

0.25 y 0.5 mM de butirato de sodio. Por el contrario, en las células que no fueron 

tratadas con butirato de sodio lo que ocurrió fue una inhibición de la expresión del 

gen al igual que en concentraciones más elevadas de butirato de sodio (1 – 2 mM) 

(Fig. 10). Al finalizar la evaluación de la expresión de genes de la respuesta 

inmune innata  y de acuerdo a los resultados mostrados anteriormente, se 

evidenció que la infección en presencia de butirato de sodio (0.25 y 0.5 mM) 

induce significativamente la expresión de genes de respuesta inmune innata y esto 

se correlaciona directamente con los resultados del ensayo de infección donde se 

observó que el butirato de sodio, en estas mismas concentraciones, está 

disminuyendo la  invasión de S. aureus en las CEMB. 

 La acetilación de histonas está relacionada con el aumento de la transcripción 

de los genes, esto parece que es debido a que al acetilarse las histonas el 

cromosoma sufre una alteración en su compactación lo cual facilita la transcripción 

(Kida et al, 2006). Con este antecedente se realizó un ensayo inmunocitoquímico 

donde se evaluó la participación del butirato de sodio en la acetilación de histonas. 

Los resultados observados (Fig.11) mostraron que en células epiteliales mamarias 

bovinas, el tratamiento únicamente con butirato de sodio no fue capaz de inducir la 
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acetilación de histonas, lo cual coincide con lo reportado anteriormente en una 

línea celular de riñón de bovino, donde se describe que el butirato de sodio en 

concentraciones menores a 5 mM no aumenta la acetilación de las histonas (Li 

and Li,  2006). Por el contrario, los resultados demuestran que el tratamiento con 

butirato de sodio y la infección con S. aureus  aumentan significativamente la 

acetilación de las histonas H3 en CEMB, evento que a su vez puede estar ligado a 

la regulación positiva de la expresión de genes de respuesta inmune descritos en 

este trabajo. 
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IX. CONCLUSIÓN 
 
 El butirato de sodio disminuye la invasión de S. aureus en las células 

epiteliales mamarias bovinas y regula positivamente la expresión de genes de la 

respuesta inmune.  
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