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RESUMEN

La mastitis (inflamacion de la glandula mamaria) bovina es causada
principalmente por Staphylococcus aureus, bacteria facultativa intracelular, que le
permite evadir el sistema inmune del hospedero. Los acidos grasos de cadena
corta (AGCC) poseen propiedades antiinflamatorias e inmunorreguladoras. Se ha
demostrado que en cultivos primarios de células epiteliales mamarias bovinas
(CEMB) el butirato de sodio reduce la invasién (~50%) de S. aureus y modula la
expresion de genes de la respuesta inmune innata. El objetivo de este trabajo fue
determinar el efecto del propionato, hexanoato y octanoato de sodio en la invasién
de CEMB por S. aureus y en la regulacion de la expresion de genes de la
respuesta inflamatoria y antimicrobiana. Las sales de los AGCC (0.25-10 mM) no
afectaron el crecimiento bacteriano (2 h). El hexanoato no afecté la viabilidad de
las CEMB, mientras que el propionato la disminuyd ligeramente a las 24 h; sin
embargo, el octanoato (25 mM) la disminuy6 a las 24 h, siendo esto mas evidente
a las 48 h. Los ensayos de invasion de S. aureus en las CEMB mostraron que el
propionato y hexanoato redujeron la invasion en un 27-55 % y 39-65 %,
respectivamente. El octanoato indujo la invasién a 0.0625-0.5 mM; sin embargo, a
0.75-3 mM la inhibié. No hubo relacion entre la produccién de 6xido nitrico y la
invasion bacteriana. El andlisis de la expresién de genes mostrd que el propionato
y el octanoato, en conjunto con la infeccion, estimularon la expresion del péptido
antimicrobiano traqueal (TAP) y disminuyeron la de BNBD5 (B-defensina). El
hexanoato inhibidé la expresién de ambos genes durante la infeccion. Los tres
AGCC inhibieron la expresion del ARNm del factor de necrosis tumoral (TNF-a). El
propionato indujo la liberacidon de la proteina del TNF-a al medio condicionado de
las CEMB. En conclusion, los AGCC disminuyeron la invasion de S. aureus en las
CEMB. El propionato y el octanoato regulan positivamente la expresion de TAP, lo
cual puede relacionarse con la disminucién en la invasion bacteriana. Los tres
AGCC inhibieron, a nivel transcripcional, la expresion del TNF-a. Estos resultados
sugieren que los AGCC pueden actuar como moduladores efectivos de la
expresion de genes de la inmunidad innata de la glandula mamaria, lo que lleva a

una mejor defensa contra la infeccién bacteriana.
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1. INTRODUCCION

La mastitis bovina es una enfermedad multifactorial caracterizada por la
inflamacion de la glandula mamaria con dafios localizados o generalizados,
presentando manifestaciones clinicas y subclinicas dependiendo de la magnitud
de éstos (Kerro-Dego et al., 2002). Esta es una enfermedad principalmente de
etiologia infecciosa de gran relevancia dentro de la ganaderia lechera a nivel
mundial, ya que provoca grandes pérdidas econdmicas debido a una disminucion
en la calidad y la cantidad de la leche producida, ademas del incremento de los
costos por los tratamientos, los servicios veterinarios e incluso, por el desecho

temprano de los animales (Brouillette et al., 2003; Halasa et al., 2007).

La mastitis bovina tiene primordialmente un origen bacteriano, siendo la
bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus uno de los principales agentes
patdogenos contagiosos causantes de la mastitis (Kerro-Dego et al., 2002). Las
infecciones generadas por este microorganismo se caracterizan por ser cronicas
(de larga duracién) (Lahouassa et al., 2007). Esto se ve favorecido ya que S.
aureus tiene la capacidad de colonizar e invadir las células de la glandula mamaria
(células epiteliales), lo que facilita su diseminacion y permanencia en dicho tejido,
permitiéndole evadir los sistemas de defensa del hospedero (inmunidad innata),
ocasionando una disminucion en la eficiencia de los tratamientos antibacterianos
(Almeida et al., 2007; Buzzola et al., 2007).

Los acidos grasos de cadena corta (AGCC) son productos derivados de la
fermentaciéon bacteriana de la fibra dietética en el rumen de los bovinos y en el
colon de los humanos. Los AGCC son la principal fuente de energia para los
rumiantes, ya que aportan aproximadamente el 70 % de ésta; adicionalmente,
algunos de éstos estan presentes en la leche bovina (butirato, hexanoato y
octanoato) (Bergman, 1990; Parodi, 2004). Por otro lado, se ha descrito que los
AGCC, ademas de sus propiedades nutricionales, participan en otros eventos
como la diferenciacion y la proliferacién celular, la motilidad y la apoptosis (Li y
Elsasser, 2005; Al-Lahham et al., 2010; Meijer et al., 2010). Incluso, recientemente

se les ha reconocido como agentes con propiedades antimicrobianas,
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antiinflamatorias y como moduladores de la inmunidad (German y Dillard, 2006;
Tedelind et al., 2007; Ochoa-Zarzosa et al., 2009). Estos estudios se han llevado a
cabo principalmente con el acido butirico (butirato) y poco se conoce sobre el

efecto de otros AGCC en estos procesos (ej. propionato, hexanoato y octanoato).

Respecto a la participacion de los AGCC en procesos de interaccion
patogeno-hospedero, se ha determinado su participacion en la invasion de
patdgenos en células epiteliales. Van Immerseel et al. (2003) demostraron que en
células de epitelio intestinal de pollos los acidos propidnico (C3) o butirico (C4)
disminuyen la invasién de Salmonella enteritidis. Asimismo, el tratamiento previo
de las bacterias con acido butirico reduce su invasién en las células de epitelio del
ciego de pollos, mientras que el pretratamiento con acido acético (C2) aumentd su
virulencia y su capacidad de invasion (Van Immerseel et al., 2004a). De manera
similar, el pretratamiento de Salmonella con bajas concentraciones de acidos
caproico (C6), caprilico (C8) y caprico (C10) disminuye su invasién en la linea
celular de epitelio intestinal T84 (Van Immerseel et al., 2004b). Nuestro grupo de
trabajo ha demostrado que el butirato de sodio (0.25 — 0.5 mM) reduce hasta en
un 50 % la internalizacion de S. aureus en las células de epitelio mamario bovino
(CEMB), e induce la expresion del ARNm del péptido antimicrobiano traqueal
(TAP), de la B—defensina y de la 6xido nitrico sintasa inducible de (iINOS), e induce

la produccién del 6xido nitrico (NO) (Ochoa-Zarzosa et al., 2009).

Sabiendo que la mastitis bovina es una patologia de la glandula mamaria
que involucra un proceso inflamatorio e infeccioso, y que los AGCC (algunos
presentes en la leche) tienen propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias e
inmunomoduladoras, en este trabajo se evaluo el efecto del propionato, hexanoato
y octanoato sobre la invasién de S. aureus en las CEMB y la regulacion de la
expresion de genes de la respuesta inflamatoria y antimicrobiana durante este

proceso.



2. MARCO TEORICO

2.1 Mastitis bovina

La mastitis bovina es una enfermedad compleja que se define como la
inflamacion de la glandula mamaria. Puede ser de naturaleza infecciosa,
traumatica o toxica (Kerro-Dego et al., 2002). Se considera como una enfermedad
compleja y es producto de la interaccidon de varios factores, los cuales incluyen al
animal, al medio ambiente y a los microorganismos, donde el hombre juega un

papel decisivo (Armenteros et al., 2002).

Esta enfermedad tiene alta prevalencia en el ganado lechero bovino y es
una de las mas importantes a nivel mundial, debido al dafio que ocasiona al
animal, ademas de que altera tanto el valor nutricional de la leche como el
sanitario, influyendo también en la calidad de los derivados lacteos (Armenteros et
al., 2002). El dafo que ocurre en el tejido mamario reduce el numero y la actividad
de las células epiteliales y contribuye, consecuentemente, a la disminucion de la
produccion lechera. Aunque se utiliza terapia antimicrobiana para tratar la
infeccion, aquélla no protege directamente a la glandula mamaria del dafo

causado (Zhao y Laccasse, 2008).

Dependiendo de lo extenso de los danos, la mastitis se puede manifestar de
forma clinica o subclinica. La mastitis clinica se define como una infeccion de la
glandula mamaria que puede ser detectada a simple vista y se caracteriza por la
inflamacion de uno o varios de los cuartos mamarios, el animal presenta dolor al
tacto y en la leche se observan coagulos, descamaciones y en ocasiones sangre;
por otra parte, la mastitis subclinica es una infeccion de la ubre donde no se
observan cambios externos; no obstante, la infeccién puede ser detectada por un

aumento en el conteo de células somaticas en la leche (Schrick et al., 2001).
2.1.1 Etiologia de la mastitis bovina

La inflamacién de la glandula mamaria causada por patdégenos es muy

comun durante el periodo de lactancia. Existen cerca de 200 microorganismos que



pueden generar esta enfermedad, entre ellos se incluyen hongos (ej. Candida
albicans), algas (ej. Prototheca) y bacterias, siendo estas ultimas las principales
causantes de esta patologia. Estos patégenos se han clasificado en contagiosos
(aquellos que tienen como habitat el animal) y ambientales (aquellos presentes en
el medio ambiente del animal) (Tabla 1). Los patégenos contagiosos de primera
importancia incluyen a S. aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp.
y Mycoplasma spp; mientras que dentro de los patdgenos ambientales se
encuentran algunos bacilos entéricos Gram-negativos (Escherichia coli y Klebsiella
spp), ademas de Gram-positivos como Strept. dysgalactiae, Strept. uberis, y
Enterococcus spp. (Kerro-Dego et al., 2002; Blowey y Edmondson, 2009).

Tabla 1. Principales diferencias en los microorganismos patégenos contagiosos vy
ambientales que producen mastitis bovina*

Ambientales

Contagiosos

Fuentes de infeccion

Transferencia de la
infeccion a la ubre

Tipo de mastitis

Estrategia de control

Ubre y pezén

Durante ordeno

La mayoria de los casos son
subclinicos

Limpieza y sellado post-ordefo
Periodo seco
Higiene durante el ordefio

Sacrificio del animal

Habitat contaminado

Entre ordefios y durante el
periodo seco

Hay mas proporcion de casos
clinicos (Strept. uberis puede ser
subclinico)

Higiene del ambiente

Limpieza pre-ordefio

Sellador del pezén en el periodo
seco

*La distincién entre los dos grupos no siempre es precisa (Tabla modificada de Blowey y

Edmondson, 2009).



Aunque todos los organismos antes mencionados pueden provocar mastitis
bovina, la mayoria de los casos de esta enfermedad son causados por bacterias,
destacando por su prevalencia S. aureus y E. coli. Se ha reportado una correlacion
entre el tipo de mastitis y el patégeno prevalente; para el caso de la mastitis
aguda, el principal patogeno asociado es E. coli, mientras que la infeccion
provocada por S. aureus, generalmente comienza con una fase aguda y luego se

convierte en cronica y subclinica.

Las infecciones persistentes por S. aureus se asocian con un dafio en la
respuesta inmune, mediado por factores, ya sea del hospedero o de la bacteria,
dando como resultado un reclutamiento tardio de neutréfilos, lo que permite el
establecimiento de S. aureus en la glandula mamaria (Lahouassa et al., 2007).
Incluso, existe la hipotesis de que la mayoria de las infecciones intramamarias
bovinas son causadas por pocas clonas de S. aureus dentro de la misma granja, y
ademas estas clonas tienen una amplia distribucion geografica. Esto surge a partir
del estudio de Smith et al. (2005) donde analizaron 259 aislamientos de S. aureus
de tres regiones geograficas (Chile, Gran Bretafia y Estados Unidos de América).
Ellos detectaron que la mayoria de estos aislamientos (87.4%) estan dentro de un
complejo clonal y que son especificas del sitio donde se aislaron (leche, piel del
pezon, etc.) (Smith et al., 2005).

Por otro lado, estudios realizados en distintas regiones del mundo permiten
establecer caracteristicas particulares en cada region (incluso en una misma
region), respecto a la prevalencia de los patdgenos responsables de la mastitis
bovina. Por ejemplo, en Inglaterra se demostré que en los ultimos 40 afos han
disminuido los casos de mastitis provocada por S. aureus; sin embargo, en el
mismo periodo se ha observado un incremento en los casos asociados a
patégenos ambientales (E. coli y Strept. uberis) (Blowey y Edmondson, 2009).
Asimismo, en este estudio se reporta que la incidencia de mastitis clinica se ha
reducido considerablemente, de 121 casos por cada 100 vacas/afo en 1968, a
s6lo 50 casos por cada 100 vacas/afio en 1995 y 47 en 2007. Esta reduccioén se
atribuye a los efectos de las medidas de control tomadas, tales como la



desinfeccion post-ordeno, la terapia del secado y el sacrificio selectivo de los

animales.

2.1.2 Mecanismo de invasiéon de Staphylococcus aureus en las células

de epitelio mamario bovino

S. aureus es un patogeno contagioso que puede causar infecciones tanto
en humanos como en animales (Brouillette et al., 2003). En bovinos lecheros es el
patdbgeno que, con mayor frecuencia, se aisla de casos de mastitis, llegando a
representar un 70% de los mismos (Kerro-Dego et al., 2002). Esta bacteria
pertenece a la familia Micrococcaceae, es un coco Gram positivo de ~0.8
micrémetros y se agrupa en racimos. Se distingue del resto de las especies de
Staphylococcus porque da un resultado positivo a la prueba de coagulasa,
fermenta el manitol, y presenta un pigmento amarillo-dorado en las colonias
(Lowy, 1998; Kerro-Dego et al., 2002).

En el caso de S. aureus responsable de mastitis bovina, el reservorio
principal es la glandula mamaria. La infeccién comienza cuando el microorganismo
penetra el canal del pezon, lo cual ocurre generalmente durante el ordefo. La
bacteria presente en el orificio del pezdn, puede ser impulsada dentro del canal del
pezdén cuando existe la entrada indeseable de aire en la unidad de ordefio,
atravesando la primera barrera de defensa constituida por la epidermis con
queratina y lipidos (antibacterianos), la contraccion del esfinter muscular y la
roseta de Furstenberg (anillo de linfocitos) (Blowey y Edmondson, 2009). Un factor
que favorece que S. aureus colonice la glandula mamaria es su capacidad para
adherirse a las células epiteliales a través de receptores especificos; este
microorganismo comienza la adhesion en la superficie epitelial, colonizando al
pezon y multiplicandose dentro del mismo (Ziebuhr, 2001; Kerro-Dego et al., 2002;
Blowey y Edmondson, 2009). Si los microorganismos no son eliminados por el
sistema inmune, las bacterias pueden continuar multiplicandose e invaden los
ductos y areas alveolares (Fig. 1). Las infecciones ocasionadas por S. aureus

pueden causar un dafo considerable al epitelio mamario, lo que provoca que la



patologia se complique por infecciones con microorganismos oportunistas (Sears y

McCarthy, 2003).

@2) 'i{@%>c58%§tq

Ubre
~
Ducto bloqueado por
| lesion (mastitis)
-
Cisterna de la glandula Células
mioepiteliales
Tetilla
Cisterna del pezon
-
Células
secretoras

Alvéolos

Epidermis con

queratina
Esfinter muscular

Roseta de Furstenberg

Figura 1. Establecimiento de la mastitis bovina por S. aureus. La bacteria inicialmente alcanza
el orificio del pezéon donde puede persistir y multiplicarse; luego puede distribuirse a través del
canal del pezon por colonizacidn progresiva o por los cambios en la presion intramamaria,
particularmente al finalizar el ordefio. El contacto con la leche favorece su transferencia al canal del
pezon y también su diseminacion en la glandula mamaria (Modificada de Blowey y Edmondson,

2009).



S. aureus tiene un arsenal diverso de componentes y productos que
contribuyen a la patogénesis de la infeccion, los cuales pueden actuar en conjunto
o solos (Fig. 2). Este microorganismo expresa un gran numero de factores de
virulencia, lo que incluye proteinas de superficie (ej. adhesinas) y de secrecion (ej.
toxinas y enzimas), ademas de otros componentes de superficie, que contribuyen
al establecimiento o mantenimiento de la infeccion (Lowy, 1998; Sinha vy
Herrmann, 2005; Iwatsuki et al., 2006). La regulacion de estos factores es
dependiente de la fase del crecimiento y de la densidad bacteriana, y se puede ver
afectada por diferentes sistemas de regulacion (Lowy, 1998; Sinha y Herrmann,
2005). Ademas, estos factores se expresan coordinadamente durante los distintos
estadios de la infeccion. Durante la fase exponencial, se sintetizan activamente las
proteinas de la pared celular o de superficie con funciones de adhesion, lo que
coincide con algunas fases especificas de la infeccion (adhesién y colonizacion)
(Cheung et al.,, 2004; Iwatsuki et al., 2006). Dentro de estas proteinas se
encuentra la proteina A, las proteinas de union a fibronectina (FnBP), las proteinas
de unién a fibrindgeno, y las proteinas de union a la colagena (Foster, 2005;
Iwatsuki et al., 2006). En la transicion de la fase exponencial a la estacionaria,
disminuye la expresion de las proteinas de adhesion, mientras que predomina la
sintesis de toxinas extracelulares (ej. a-toxina) y enzimas (ej. proteasas),
facilitando la invasion bacteriana local y la diseminacion, debido a los efectos

toxicos y a la actividad proteolitica (Cheung et al., 2004).

Estudios in vitro han demostrado que la adhesidon de los microorganismos
patdogenos a la superficie de células eucariotas es una etapa crucial para
establecer la infeccion. Este es un proceso coordinado que involucra a los
componentes de la superficie del patdégeno y del hospedero (Kerro-Dego et al.,
2002). S. aureus es considerado clasicamente como un patégeno extracelular; sin
embargo, se sabe que este microorganismo puede invadir células fagociticas no
profesionales, como células endoteliales, células de epitelio mamario bovino y
fibroblastos de murinos (Shina et al., 1999; Buzzola et al., 2007).
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Figura 2. Estructura de Staphylococcus aureus. (A) Proteinas de superficie y de secrecioén. La
sintesis de algunas de estas proteinas depende de la fase del crecimiento y es controlado por
diversos sistemas de regulacion. (B) y (C) muestran la region interna de la envoltura celular. TSST-
1: toxina-1 del sindrome del choque téxico (Modificada de Lowy, 1998).

Para establecer la infeccion, S. aureus ha desarrollado diversos
mecanismos de adhesion, los cuales son mediados por componentes del
hospedero — proteinas de la matriz extracelular y del plasma (ej. fibronectina,
fibrindgeno, vitronectina, trombospondina y colagena) — o por diversas proteinas

de la bacteria (Shina y Herrmann, 2005). Algunas cepas de S. aureus aisladas de



infecciones humanas e intramamarias bovinas pueden unirse a la fibronectina (Fn)
y a la colagena de la matriz extracelular, siendo capaces de invadir las CEMB,
proceso que puede ser activado por un mecanismo endocitico especifico que
incluye la participacion de elementos del citoesqueleto (Almeida et al., 1996;
Kerro-Dego et al., 2002).

Cuando esta bacteria invade las CEMB lo hace a través del mecanismo
“zipper” y ocurre por el contacto directo de los ligandos y receptores, que
progresivamente invaginan al microorganismo (Fig. 3) (Almeida y Oliver, 2001). S.
aureus puede expresar dos FnBP en la superficie celular, a y b, que actuan como
invasinas. La FnBP de S. aureus se une a la fibronectina (Fn), formando un
complejo (Fn-FnBP) presente en la superficie del patégeno, que es reconocido por
la integrina a5-p1 (receptor de la célula hospedera). La bacteria induce el
agrupamiento de las integrinas, lo que lleva al reclutamiento local de proteinas
estructurales como tensina, vinculina y zyxina, y de enzimas de sefnalizacion como
las tirosina quinasas de la familia Src y FAK (quinasas de adhesién focal), al sitio
de adhesion de la bacteria. La actividad combinada de FAK y Src resulta en la
fosforilacion de tirosinas en moléculas efectoras, como la cortactina. Esta se
relaciona con la invasion bacteriana debido a su efecto sobre el rearreglo del
citoesqueleto por el complejo Arp2/3 o por la regulacién de la endocitosis via
dinamina (Sinha et al., 1999; Alexander y Hudson, 2001; Kerro-Dego et al., 2002;
Sinha y Herrmann, 2005).

2.2 Inmunidad de la glandula mamaria

La inmunidad innata en los mamiferos es una de las primeras lineas de
defensa del hospedero ante una infeccion, ya que proporciona la capacidad de
reconocer inmediatamente los primeros signos de la infeccién y de responder a
ellos. La inmunidad innata de la glandula mamaria esta constituida por las barreras
fisicas del orificio del pezdn (ej. esfinter muscular y queratina), por macréfagos
(m¢), neutrdfilos, células asesinas naturales (NK) y por algunos factores solubles
(Tabla 2) (Sordillo y Streicher, 2002).
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Figura 3. Mecanismo propuesto para la invasiéon de S. aureus en las CEMB. La bacteria se
une a la fibronectina (Fn) por medio de sus proteinas de unién a fibronectina (FnBP), formando el
complejo Fn-FnBP, que sirve como un ligando de alta afinidad para el receptor integrina a5-31 de
la célula hospedera, lo que estimula la polimerizacién de actina y la endocitosis, mediante la
formacién de una vacuola que es transportada al interior de la célula (Modificada de Sinha vy
Herrmann, 2005).
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Tabla 2. Defensas solubles de la glandula mamaria.

Factores solubles Funcion biologica

Citocinas Factores proinflamatorios e inmunorreguladores
Complemento Bacteriolitico y/o facilita la fagocitosis
Lisozima Secuestra el fierro de las secreciones de la ubre, minimizando la

multiplicacion bacteriana.

Lactoferrina Secuestra el fierro de las secreciones de la ubre, minimizando la
multiplicacion bacteriana; perturba la pared bacteriana; regula la
actividad de los leucocitos

Lactoperoxidasa Inhibe el crecimiento bacteriano

Péptidos antimicrobianos  Antimicrobianos e inmunomoduladores

(Tomada de Sordillo y Streicher, 2002; Blowey y Edmondson, 2009)

Estudios recientes han comenzado a dilucidar el papel de las células de
epitelio mamario (CEM) en la estimulacion de la inmunidad innata. La principal
funcién reconocida de las CEM es la produccion de la leche durante la lactancia;
sin embargo, se ha demostrado que estas células poseen mecanismos de defensa
ante el ataque de los patdgenos (Gunther et al., 2010). Las CEM responden
rapidamente al estimulo bacteriano con cambios significativos en la expresion de
citocinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF-a), algunas
interleucinas (IL-1 B, IL-8 e IL-6), quimiocinas, receptores tipo Toll (TLR) y péptidos

antimicrobianos (B -defensinas) (Lutzow et al., 2008; Glnther et al., 2010).

Existen diferentes mediadores de la inflamacién que se expresan en
distintos tiempos después del estimulo bacteriano. Hay un grupo heterogéneo de
polipéptidos solubles pequefios o mediadores de la inflamacién, llamados
citocinas, que forman parte de una red compleja que ayuda a regular la respuesta

inmune e inflamatoria (Tosi, 2005). Las citocinas pro-inflamatorias promueven la
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inflamacion inmediatamente después de que se detecta al patégeno, mientras que
las citocinas antiinflamatorias suprimen y delimitan la actividad de las pro-
inflamatorias. Las principales citocinas pro-inflamatorias son la IL-1 y el TNF-a
(Gunther et al., 2011). Se ha reportado que las CEMB después de la infeccion

bacteriana son capaces de liberar citocinas (ej. TNF-a) (Rainard y Riollet, 2006).

Los péptidos antimicrobianos (PA) son moléculas efectoras clave de la
inmunidad innata de los organismos superiores, ya que poseen accion
antimicrobiana y/o inmunomoduladora. Entre ellos se encuentran las defensinas,
que son péptidos catidnicos anfipaticos de aproximadamente 30 aminoacidos.
Estas se clasifican en funcion de los seis residuos conservados de cisteina y en
los puentes disulfuro que forman, y se dividen en «o, B y 0. Las o defensinas se
encuentran en mamiferos, las [ defensinas se expresan en vertebrados,
invertebrados y plantas; mientras que las 6 defensinas solo se han descrito en
primates (ej. macaco Rhesus) (Easton et al., 2009; Lopez-Meza et al., 2009). La
subfamilia de las 3 defensinas es la unica que se ha encontrado en bovinos, éstas
se pueden expresar ya sea constitutivamente (en neutréfilos) o de forma inducible

(en las células epiteliales) (Tetens et al., 2010).

En el ganado bovino (Bos taurus) se ha reportado la expresion de diferentes
B defensinas en posibles sitios de invasion bacteriana, con frecuencia de manera
inducible. En la glandula mamaria se expresa constitutivamente TAP (péptido
antimicrobiano traqueal), LAP (péptido antimicrobiano lingual), BNBD3 (B
defensina de neutréfilo bovino), BNBD4, BNBD5, BNBD9, BNBD10, BNBD12,
DEFB1 (B defensina bovina) y EBD (p defensina entérica) (Swanson et al., 2004;
Luenser y Ludwig, 2005; Lopez-Meza et al., 2009; Ochoa-Zarzosa et al., 2009;
Tetens et al., 2010). Aunque, también se ha observado la expresién inducible de
BNBD4, 5 y 10, LAP y DEFB1 en respuesta a procesos infecciosos (ej. mastitis)
(Tetens et al., 2010).

El éxido nitrico (NO) es un radical libre diatdmico que tiene la capacidad de

atravesar la membrana celular, y es principal compuesto reactivo de nitrégeno y
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oxigeno producido por las células. EI NO es un componente importante del
sistema inmune, este compuesto puede actuar como antimicrobiano y tiene un
papel trascendental en la respuesta inflamatoria; ademas el NO, regula la
dilatacion de los vasos sanguineos y es un mensajero neuronal. Esta molécula se
sintetiza a partir de la L-arginina y el O, en una reaccion de dos pasos, formando
el intermediario N-hidroxi-L-arginina. Existen cuatro enzimas que participan en la
sintesis del NO, la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS), la 6xido nitrico sintasa
neuronal (NNOS), la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y la 6xido nitrico sintasa
mitocondrial (MtNOS). Dos de estas isoformas (eNOS y nNOS) son dependientes
de calcio-calmodulina y se expresan constitutivamente. La enzima iNOS se
expresa en una amplia gama de células después de ser estimuladas con
mediadores inflamatorios y productos bacterianos (Boulanger et al., 2001). Bajo
condiciones de inflamacion (ej. mastitis) las CEMB son capaces de producir NO,
que puede ayudar a contrarrestar el establecimiento de la infeccion o a su
resolucién (Boulanger et al., 2001; Gutiérrez-Barroso et al., 2008). La mtNOS
también es una enzima inducible, pero es una isoforma distinta a la INOS, su

actividad es inducida por la accién de endotoxinas (ej. LPS) (Aguirre et al., 2011).

Si el patégeno es capaz de evadir la inmunidad innata, o sino es
completamente eliminado por ésta, entonces la inmunidad adquirida se activa. La
inmunidad adquirida reconoce determinantes antigénicos especificos del
patdgeno. Si el hospedero es sometido al mismo estimulo antigénico mas de una
vez, aumenta la capacidad de reaccién del sistema inmune como consecuencia de
la memoria inmunoldgica. En la glandula mamaria es necesario que la inmunidad
innata y adquirida estén en constante interaccion y coordinacion para proveer de

proteccion optima contra la mastitis (Sordillo y Streicher, 2002).
2.3 Acidos grasos (AG)

Los AG son moléculas organicas que comprenden a los lipidos mas
sencillos, y pueden ser también componentes de lipidos mas complejos (ej.
triacilglicéridos). Su estructura basica esta constituida por una cadena alquilica o
hidrocarbonada (de 2 a 36 carbonos) unida a un grupo reactivo carboxilo terminal
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(-COOH) y un grupo metilo (-CH3) en el otro extremo. La cadena hidrocarbonada
puede estar saturada (sin doble enlace) o insaturada (uno o mas dobles enlaces),
lineal o ramificada, incluso puede tener estructuras ciclicas o grupos hidroxilos. De
acuerdo al tamano de la cadena alquilica podemos clasificarlos como (i) acidos
grasos de cadena corta (AGCC), que tienen de 2 a 8 atomos de carbono (ii) de
cadena media (10-14 carbonos) y (iii) de cadena larga (>16 carbonos) (Bauman y
Griinari, 2003).

La mayoria de los AG que se encuentran en la naturaleza tienen un numero
par de atomos de carbono (12-24), resultado del modo de sintesis de estos
compuestos, que involucra la condensacién de dos unidades de carbono (acetato).
En la mayor parte de los AG insaturados los dobles enlaces estan en la
configuracion cis; no obstante, los AG trans se producen por la fermentacion en el
rumen de los bovinos. Los AG son acidos débiles, con valores de pk, alrededor

de 4.5. Por lo que se encuentran a pH fisiolégico en forma anionica (RCOO’):
RCOOH < RCOO~ + HT

El grupo carboxilo hace que éste sea extremadamente hidréfilo, mientras que la
cadena hidrocarbonada no polar se relaciona con la poca solubilidad de los AG en
el agua; mientras mas larga sea la cadena y menos dobles enlaces tenga el AG,
sera menor la solubilidad en el agua. El grupo —COOH (polar) influye en la ligera
solubilidad de los acidos grasos de cadena corta (AGCC) en el agua. El punto de
fusién se ve influenciado por la longitud del AG y el numero de dobles enlaces,
cuanto mas corta sea la cadena y mientras mas dobles enlaces contenga el acido,

el punto de fusidn sera mas bajo.
2.3.1 Acidos grasos de cadena corta (AGCC) en la leche de bovinos

Los AGCC estan compuestos por 2 a 8 atomos de carbono (Bauman y
Griinari, 2003). Los AGCC son los principales productos obtenidos del
metabolismo bacteriano en el rumen o en el colon de humanos. Se obtienen

generalmente de la fibra dietética (carbohidratos) por la fermentacion anaerébica
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bacteriana. Sin embargo, estas moléculas estan ampliamente distribuidas en la
naturaleza y podemos encontrarlas como componentes de la grasa de la leche
bovina. La grasa de la leche bovina consiste principalmente de triacilglicéridos
(TAG, ~98%), fosfolipidos (~1%), colesterol (menos del 0.5%), ésteres de
colesterol, monoacilglicéridos (MAG), diacilglicéridos (DAG) (~2% de la fraccion de
lipidos) y AG libres (~0.1%), que en conjunto llegan a constituir entre 2 y 3% de las
grasas totales (Jensen y Newburg, 1995). En los rumiantes, la grasa de la leche
esta constituida aproximadamente por 400 AG diferentes y se relaciona con el
metabolismo de los lipidos que ocurre en el rumen (Bauman y Griinari, 2003). Se
han realizado muchos estudios acerca de la composicion basica de los principales
lipidos y AG de la leche, y en la Tabla 3 se presenta un resumen de estos

componentes.

El sistema de sintesis de los AG en la glandula mamaria de la vaca,
produce moléculas con un numero par de carbonos (4-16) (Bauman y Griinari,
2003). Los AG de 4 a 14 carbonos se obtienen principalmente de la sintesis de
novo, siendo sus precursores el acetato y el B-hidroxibutirato. Los acidos acético y
butirico se generan en el rumen por la fermentacién bacteriana de las fibras
dietéticas; durante la absorcion a través del epitelio del rumen, el acido butirico es
convertido a B-hidroxibutirato (Parodi, 2004). Los AG de cadena larga (>16
carbonos) son importados del plasma sanguineo a partir de los TAG que forman
parte de las lipoproteinas de la sangre -principalmente los quilomicrones y VLDL
(lipoproteinas de muy baja densidad)- después de la hidrélisis por la
lipoproteinlipasa (LPL) en la glandula mamaria. También se obtienen de los AG no
esterificados que circulan unidos a la albumina (Neville y Picciano, 1997; Parodi,
2004). Los AG de 16 carbonos se originan de ambas fuentes (Bauman y Griinari,
2003).

Los componentes de la leche tienen principalmente propiedades
nutricionales, principalmente. Se ha estimado que los AGCC entre un 5y un 15%
del requerimiento de calorias totales en humanos y un 70% de los requerimientos

de energia en los rumiantes (Bergman, 1990). Actualmente, ademas de esta

16



particularidad, se sabe que algunos de estos componentes poseen propiedades
fisiologicas vy fisiopatologicas interesantes. La grasa de la leche y de los derivados
lacteos tiene compuestos que pueden ser cardioprotectores, como los
esfingolipidos y el acido linoleico conjugado (Parodi, 2004). Los AGCC no estan
exentos de estas propiedades, se sabe que el acido butirico previene el cancer de
colon (efecto anticancerigeno); ademas, este AGCC disminuye la proliferacion de
células de epitelio mamario sanas, e inhibe el desarrollo de tumores mamarios
inducidos quimicamente (Parodi, 2004). Se ha reportado que este tipo de
moléculas tienen también propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias y

moduladoras de la inmunidad.

Tabla 3. Composicion de los acidos grasos de la leche bovina.

Acido graso Numero de carbonos* % en peso del total de

acidos grasos

Butirico 4:0 3.4
Caproico 6:0 2.1
Caprilico 8:0 1.2
Caprico 10:0 2.6
Laurico 12:0 3
Miristico 14:0 10.6
Palmitico 16:0 27.7
Palmitoleico 16:1 2
Estearico 18:0 12.8
Oleico 18:1 26.6
Linoleico 18:2 2.3
Linolénico 18:3 16

*Se menciona la longitud de la cadena y el nUmero de dobles enlaces, separado por dos puntos.
(Tomada de German y Dillard, 2006)
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2.3.2 Propiedades antimicrobianas de los AGCC

Se ha estudiado la actividad antimicrobiana de una gran variedad de lipidos,
incluyendo a los AG libres y a sus MAG, y se ha descubierto que actuan contra
virus encapsulados, bacterias Gram positivas y Gram negativas (Nair et al., 2005).
Aunque el mecanismo antibacteriano de los AG no ha sido dilucidado, estos
compuestos exhiben propiedades bactericidas y bacteriostaticas dependiendo del
estado fisiolégico del organismo y de las caracteristicas fisicoquimicas del
ambiente externo. Diversos estudios realizados sobre la actividad antimicrobiana
de los AG han permitido establecer que esta propiedad disminuye conforme
aumenta el tamafo de la cadena de carbonos, siendo los acidos grasos de cadena
media los que tienen mayor actividad (Wang y Johnson, 1992; Isaacs et al., 1995;
Nair et al., 2005).

Dada la naturaleza de acidos débiles de la mayoria de estos compuestos, el
pH es considerado un determinante principal para su efectividad debido a que
afecta la concentracién de la forma no disociada del acido. Se ha asumido que la
forma no disociada del acido organico puede penetrar facilimente la membrana
lipidica de la célula bacteriana y una vez dentro, debido al pH casi neutro del
citoplasma, se disocia en aniones y protones. Una ligera disminucién del pH
intracelular puede provocar la inactivacion de enzimas intracelulares, la inhibicion
del transporte de aminoacidos, la interferencia con la transduccion de senales y la
inhibicion de la expresiéon de factores de virulencia y genes que codifican
resistencia a antibiéticos. La bacteria debe mantener el pH del citoplasma cercano
al neutral para el correcto funcionamiento de las macromoléculas y para exportar
el exceso de protones requiere del consumo de adenosin trifosfato (ATP), lo que
puede resultar en el agotamiento de la energia celular bacteriana (Ricke, 2003;
Nair et al., 2005; Van Immerseel et al., 2006; Van Deun et al., 2008a). Esto apoya
la hipotesis de que la acumulacion de aniones es el efecto téxico principal de los
acidos organicos y que algunos organismos son mas resistentes a ellos debido a
que son capaces de soportar que su pH interno disminuya. No obstante, existen
otras actividades antimicrobianas menos directas que se les han atribuido a los
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AG, que incluyen la interferencia con el transporte de nutrientes, el dafio en la
membrana citoplasmatica, trastornos de la permeabilidad de la membrana externa
y la influencia en la sintesis de macromoléculas (Ricke, 2003; Van Immerseel et
al., 2006).

La propiedad de los AGCC de actuar como antimicrobianos ha permitido
que sean utilizados como suplemento de alimentos. Los AGCC acético, propidnico
y butirico adicionados al alimento de las aves ejercen actividad antimicrobiana
contra Campylobacter jejuni, siendo el acido butirico (12.5 mM) el que mejores
resultados ha mostrado (Van Deun et al.,, 2008a). En el mismo sentido, en los
ultimos 30 afos, los acidos formico y propidnico (y otras combinaciones), se han
examinado por su potente actividad bactericida en alimentos contaminados con
patogenos, principalmente Salmonella spp. (Ricke, 2003). Por otro lado, se ha
demostrado que los acidos hexanoico, octanoico y decanoico tienen actividad
antibacteriana mas potente que los acidos de cadena mas corta contra
Salmonella, y este efecto es especifico de especie. Estos tres acidos tienen
actividad bacteriostatica contra S. enteritidis a una concentracion de 25 mM,
mientras que la misma cepa tolera hasta 100 mM de los acidos mas cortos. En el
mismo estudio se observd que el acido caprilico y caprico son bactericidas y que
el MAG del acido caprico (5 mM) actua contra S. enteritidis y S. Typhimurium

(Van Immerseel et al., 2006).

Los acidos caprico y laurico tienen actividad bactericida contra E. coli, S.
enteritidis, C. jejuni, Listeria monocytogenes y Clostridium perfringens. Se ha
observado que la ingesta de &cido octanoico y de aceites con altas
concentraciones del mismo pueden mejorar la resistencia de los conejos a E. coli

0128 enteropatdgena (Sfivanova et al., 2009).

Los cerdos infectados con S. Typhimurium son una fuente principal de
salmonelosis en humanos (enfermedad zoondtica). Una estrategia para reducir el
nuamero de cerdos infectados ha sido suplementar su agua o alimento con
compuestos acidos. Se sabe que los AGCC tienen actividad antimicrobiana directa
contra S. Typhimurium, pero también se ha demostrado que tienen efectos
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indirectos sobre la bacteria, afectando su patogenicidad. Boyen et al. (2008)
demostraron que al suplementar el medio de crecimiento bacteriano con acido
caproico y caprilico a 2 mM, se presentd una disminucion en la expresion del gen
de virulencia fimA (gen que codifica la subunidad mayor de la fimbria o pili tipo 1).
Mientas que la expresion de hilA (regulador transcripcional de la isla de
patogenicidad de Salmonella, SPI1) y la invasion en células de epitelio intestinal
del cerdo disminuyeron al utilizar acido propiénico o butirico a 10 mM, y acido

caproico o caprilico a 2 mM.

En el caso de la mastitis bovina, se han buscado estrategias alternativas
para el control de los principales patégenos, ya que el uso inadecuado de los
antibidticos ha provocado la seleccion de microorganismos resistentes a los
mismos. En este sentido, se ha examinado la eficacia de los AGCC y sus MAG
contra patégenos de mastitis. El acido caprilico y su MAG (100 y 50 mM,
respectivamente) tienen actividad bactericida en contra de los principales
patdogenos causantes de mastitis Streptococcus agalactiae, Strep. dysgalactiae,

Strep. uberis, E. coliy S. aureus (Nair et al., 2005).
2.3.3 Propiedades fisiologicas de los AGCC

Estudios en diferentes modelos animales y en humanos han demostrado
que los AGCC son rapidamente absorbidos en el lumen del colon y parcialmente
metabolizados por las células epiteliales del colon. Una proporcion de estos entra
a la circulacion portal y periférica (Meijer et al., 2010). Cuando los colonocitos
absorben los AGCC, éstos los toman por la membrana apical a través de distintos
mecanismos, incluyendo la difusién no ionica, el intercambio AGCC/HCOg3', y el

transporte activo por transportadores de AGCC (Canani et al., 2011).

Los AGCC tienen influencia en varias funciones fisiolégicas en el tracto
gastrointestinal. Por ejemplo, estimulan el flujo de sangre en el colon, influyen en
la captacion del fluido electrolitico y en la contraccion del musculo liso, estimulan
la proliferacion de células epiteliales del colon e inhiben la proliferacion de células

cancerosas previniendo asi el cancer colorrectal (Parodi, 2004; Hamer et al.,
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2008). En este sentido, el acido butirico (butirato) es el AGCC mas estudiado tanto
en humanos como en animales (Fig. 4). Este acido graso esta presente en la
grasa de la leche de los bovinos, lo cual la hace distinta del resto de los mamiferos
(Parodi, 1997). Ademas de ser una fuente importante de energia, el butirato puede

ejercer efectos inmunomoduladores demostrados tanto in vitro como in vivo.

El butirato de sodio tiene una amplia gama de efectos en muchas rutas
biolégicas, mediante su capacidad de inhibir las desacetilasas de histonas
(HDACSs), lo que provoca un incremento en la acetilacion de histonas. Induce la
detencién del ciclo celular en la fase G1, provoca apoptosis al activar tanto a los
receptores de muerte como a la ruta de apoptosis intrinseca; ademas, regula
negativamente las ciclinas y la activacién de las quinasas dependientes de ciclina
(CDK). Se ha demostrado también que modula la respuesta inmune del hospedero
al activar a los neutrofilos y potencializar la produccion de la inmunoglobulina E
(IgE) dependiente de IL-4 (Li y Li, 2006). EI butirato tiene propiedades
antiinflamatorias, las cuales se han observado en células de adenocarcinoma de
colon y en muchas otras; ademas, regula la respuesta inmune en parte por su
efecto supresor sobre la actividad del factor nuclear kB (NF-kB). Se ha sugerido

que esta inhibicion se debe a que interfiere en la degradaciéon del IkBa mediada
por el proteasoma 26S (Li y Li, 2006; Tedelind et al., 2007).

En cuanto a los efectos de otros AGCC, se sabe que el octanoato induce la
perturbacion del ciclo celular en células de preadipocitos (Nakajima et al., 2003).
Este AGCC induce la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
adipocitos y disminuye la expresion del ARNm de CD36 (una translocasa de
acidos grasos) (Guo et al., 2006), mientras que en cultivos primarios de las CEMB
el octanoato estimula la acumulacién de TAG de manera dependiente de la
concentracion (1-10 mM) y aumenta la expresion de CD36 (Yonezawa et al.,
2004).
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Figura 4. Efectos del butirato en humanos y animales. El butirato se origina a partir de la
fermentacion bacteriana en el tracto intestinal de mamiferos. Por lo que se han estudiado
ampliamente los efectos del butirato en el intestino humano, y se ha demostrado que previene e
inhibe la carcinogénesis en el colon, al inducir la apoptosis y la detencion del ciclo celular. Ademas,
actua como antiinflamatorio en células epiteliales de cancer de colon; induce la proliferacion celular
de colonocitos; ayuda a mantener la defensa del colon al inducir la expresion de péptidos
antimicrobianos (LL-37), al modular el estrés oxidativo y la permeabilidad intestinal. Mientras que
en epitelio mamario bovino, es capaz de modular la expresion de genes de la inmunidad innata,
como péptidos antimicrobianos y citocinas pro-inflamatorias; induce la apoptosis y la detencion del
ciclo celular en células epiteliales bovinas de rifon.

2.3.4 AGCC: agentes antiinflamatorios e inmunomoduladores

Los AGCC, especialmente el butirato, han sido el centro de interés por
mucho tiempo debido a su capacidad de modular las respuestas inflamatorias en
células epiteliales de colon. Los resultados de estos estudios han arrojado efectos
benéficos. El butirato como agente antiinflamatorio actia inhibiendo la activacion
del factor NF-xB en células de epitelio de colon humano, como resultado de la
inhibicion de la HDAC (lnan et al., 2000). EI NF-xB regula muchos genes
involucrados en la respuesta inflamatoria, incluyendo IL-1B, TNF-a, IL-2, IL-6, IL-8,
IL-12, iNOS, la ciclooxigenasa-2 (COX-2), la molécula de adhesién intercelular
(ICAM-1), la molécula de adhesion vascular (VCAM-1), el receptor a de células T
(TCR-a) y algunas moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)

clase Il. El butirato disminuye la expresion de las citocinas pro-inflamatorias
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inhibiendo al NF-xB, ya que interfiere en la degradacion del IkBa (Meijer et al.,
2010; Canani et al.,, 2011). Otros efectos antiinflamatorios del butirato ocurren
mediante la inhibicion de la senalizacion del interferon gamma (IFN-y) y por la
regulacion positiva de la expresion del receptor gamma activado por proliferadores
peroxisomales (PPARYy), receptor nuclear altamente expresado en células de

epitelio de colon que inhibe al NF-xB (Canani et al., 2011).

Respecto a otros AGCC, como el acetato y el propionato, se tienen pocos
efectos documentados en procesos de inflamacién. Sin embargo, Tedelind et al.
(2007) proponen que estos dos AGCC, ademas del butirato, pueden ser utiles en
el tratamiento contra desdérdenes inflamatorios, como en la enfermedad
inflamatoria intestinal. Esto debido a que disminuyen la liberacion del TNF-a en
neutréfilos humanos, estimulada por la accion del lipopolisacarido (LPS). El
tratamiento con estos tres acidos en las células COLO320DM inhibié la activacion
del NF-xB, siendo el acetato el menos efectivo. En el mismo estudio se observd
que el propionato provoca una disminucion en la expresion del ARNm de la IL-6
dependiente de la concentracion, relacionandose con la disminucion de los niveles
de la proteina detectados en el medio de cultivo de colonocitos de ratdn. Al inducir
la colitis con dextran sulfato de sodio en ratones, se observdé un aumento en la
expresion del ARNm del TNF-a e IL-6, y de la iINOS; sin embargo, al aplicar el

tratamiento con estos AGCC la induccion se vio fuertemente suprimida.

En el mismo sentido, el propionato inhibe la produccion de la resistina
(citocina pro-inflamatoria) en tejido adiposo humano, ademas de disminuir la
expresion de moléculas de adhesiéon (ICAM-1 y VCAM-1) en células endoteliales
humanas activadas por citocinas (ej. el TNF-a) (Al-Lahham et al.,, 2010).
Asimismo, el factor de transcripcion NF-kB se ve inactivado en las células HUVEC
al ser tratadas con propionato (Zapolska-Downar y Naruszewicz, 2009). Por otro
lado, el propionato inhibe moderadamente la actividad de COX, una enzima
primordial en la produccién de eicosanoides pro-inflamatorios (Al-Lahham et al.,

2010). Este AGCC es capaz de activar al PPARYy, lo cual inhibe la expresién de
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genes regulados por el NF-xkB; mediante mecanismos dependientes e
independientes del PPARy (Al-Lahham et al., 2010).

Estudios recientes han demostrado que el butirato induce la expresion de
péptidos antimicrobianos como la catelicidina humana (LL-37), y se ha propuesto
que el mecanismo molecular puede estar ligado a un aumento en la sefalizacion
de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAP) o por la acetilacién de
histonas (Schauber et al., 2003; Kida et al., 2006; Canani et al., 2011). Esto es
relevante ya que los PA, combinados con otros componentes de la inmunidad
innata, forman la primera linea de defensa contra infecciones. De la misma
manera, el propionato induce la transcripcion de este PA en células SW620,

mientras que no se observo efecto por parte del acetato (Schauber et al., 2003).

2.3.5 Mecanismo de accion de los AGCC: receptores acoplados a
proteinas G (GPR)

Se considera que los efectos de los AGCC en el lumen intestinal son
inducidos por la activacion de receptores especificos y/o por su absorcion en
células epiteliales; sin embargo, el mecanismo exacto esta siendo dilucidado. Se
ha reportado la existencia de receptores para AGCC (acético, propidnico y
butirico), éstos pertenecen a los receptores GPR, especificamente GPR41 y
GPR43, la union de su ligando induce la generacion de inositol trifosfato (IP3) y la
liberacion de Ca® intracelular, lo que se relaciona con la activacion de la
fosfolipasa C (PLC); ademas, incrementa la activacion de ERK 1/2 e inhibe la
acumulacién del adenosin monofosfato ciclico (AMPc) intracelular (Le Poul et al.,
2003; Karaki et al., 2008)

Los AGCC pueden actuar sobre las células de la inmunidad a través de los
receptores GPR41 y GPRA43, los cuales se ha demostrado que se expresan
también en estas células. Las posibles funciones inmunomoduladoras de los
AGCC quedaron en evidencia en un estudio reciente en ratones GPR43 -/-. Estos

animales mostraban inflamacion severa, relacionada con el aumento en la
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produccion de mediadores inflamatorios y en el incremento del reclutamiento
neutroéfilos (Sina et al., 2009).

En bovinos también se ha descrito la existencia de estos receptores.
Recientemente Wang et al. (2009) demostraron la presencia del ARNm de GPR41
y GPR43 en una gran variedad de tejidos de bovinos, como el higado, corazén,
bazo, riidn, pulmdn, rumen, pancreas, entre otros. Yonezawa et al. (2009)
demostraron la presencia de los receptores GPR41 y GPR43 funcionales en las
CEMB. En las CEMB la activacion de estos receptores enciende las rutas de
sefalizacion de la MAPK p38/HSP27 (Yonezawa et al., 2009).
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3. ANTECEDENTES

Los AGCC no solo son importantes debido a su valor nutricional, sino que
han sido estudiados desde otros puntos de vista, ya que poseen propiedades
fisioloégicas atractivas, particularmente el butirato (Miller et al., 2007). Existen
numerosos reportes que evidencian la participacién de este AGCC en el control de
los procesos inflamatorios de colon e incluso se ha evaluado su uso terapéutico
contra estos padecimientos en modelos animales (Harig et al., 1989; Chapman et
al., 1994; Butzner et al., 1996; Kanauchi et al., 1999; Ahmad et al., 2000; Raqib et
al., 2006). Se ha demostrado que el butirato es un potente inhibidor de la
proliferacion celular y de la angiogénesis; promueve también la diferenciacion
celular y la apoptosis en diferentes lineas celulares cancerigenas, entre ellas
algunas derivadas de cancer de mama y colon (Hague y Paraskeva, 1995; Mandal
y Kumar, 1996; Emenaker et al., 2001). Los mecanismos mediante los cuales este
acido graso regula los eventos anteriores aun no se conocen con precision (Li et
al.,, 2007). A nivel molecular, el butirato regula diversas modificaciones
epigenéticas, particularmente estimula la hiperacetilacion de las histonas, evento
estrechamente asociado con una regulacion negativa o la inactivacidon de
oncogenes y con la expresion de genes que codifican péptidos con propiedades
antimicrobianas (Chen et al., 2003; Kida et al., 2006; Ragqib et al., 2006; Schwab et
al., 2007). Este compuesto inhibe tanto la produccion del NO como la expresién de
la enzima que lo produce (iNOS) en células de macréfagos murinos (RAW 264.7)
estimuladas con LPS, esto debido a la accion inhibitoria sobre la activacion del
NF-kB (Chakravortty et al., 2000).

Con respecto a otros AGCC, se ha demostrado que el acetato y el
propionato también contribuyen a las propiedades antiinflamatorias de los AGCC
in vivo (Tedelind et al., 2007). El propionato estimula la generacién del superdoxido
en neutréfilos de humanos (Nakao et al., 1998) y a la quimiotaxis en los mismos
(Le Poul et al., 2003). También se ha indicado que los AGCC inhiben fuertemente

la liberacion del TNF-a estimulada por LPS, pero no afectan la liberacién de la IL-8

26



inducida por LPS; indicando asi que el LPS estimula la liberaciéon del TNF-a e IL-8

por mecanismos distintos en los neutrdfilos de humanos (Tedelind et al., 2007).

En bovinos existen numerosos reportes acerca de los AGCC como fuente
de energia; sin embargo, son escasos los estudios que evaluan los efectos de
éstos sobre otras funciones. Recientemente se han publicado algunos estudios
realizados en una linea celular de rifidn de bovinos donde se analizo el efecto del
butirato sobre diversas funciones celulares, se demostré que en estas células
induce la apoptosis y perturba el ciclo celular durante la transicion G1/S y G2/M, y
que esta respuesta es dependiente de la concentracion; ademas, existen cuatro
rutas que son perturbadas por efecto del butirato, siento éstas: el punto de control
de revision de dafio al ADN en la transicion G2/M, el metabolismo de las
pirimidinas, ademas de la regulacion de la transicion G1/S y el metabolismo de las
purinas (Li y Elsasser, 2005; Li y Li, 2006; Li et al., 2007).

Se conoce también que los AGCC pueden ejercer actividad antimicrobiana.
En este sentido, los AGCC acético, propionico y butirico cuando se adicionan al
alimento de las aves poseen actividad antimicrobiana contra C. jejuni, siendo el
acido butirico el que mejores resultados ha mostrado (Van Deun et al., 2008a).
Aunque el mecanismo de accién no esta del todo dilucidado, estos efectos pueden
ser parcialmente entendidos por la capacidad que tienen los AGCC para atravesar
las membranas celulares, disociarse en el interior y con ello acidificar el citoplasma

celular (Van Immerseel et al., 2006).

Estudios recientes en nuestro grupo de trabajo demostraron que el butirato
de sodio reduce la internalizacion (~50 %) de S. aureus en las CEMB, y que esto
probablemente se asocia con la expresion de péptidos antimicrobianos (TAP y B-
defensina), con el aumento en la expresion de la iINOS y con la produccion del NO,
ademas de la induccion de la acetilacion de histonas (Ochoa-Zarzosa et al., 2009).
Estos resultados indican que el butirato ejerce una accidn moduladora de la
respuesta antimicrobiana en las células epiteliales mamarias bovinas, que permite

postular que los AGCC puedan jugar un papel importante en los procesos
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infecciosos de S. aureus causante de mastitis bovina. Es importante sefialar que
para el caso de los otros AGCC no existen evidencias de que un papel
preponderante en este tipo de procesos, como el que se ha asociado con el

butirato.

Partiendo del conocimiento de que la mastitis bovina es una patologia de la
glandula mamaria que involucra un proceso infeccioso e inflamatorio, y que
adicionalmente los AGCC -algunos presentes en la leche bovina- tienen
reconocidas propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias e inmunomoduladoras,
el objetivo de este trabajo fue establecer la participacion del propionato, hexanoato
y octanoato de sodio en la invasion de las CEMB por S. aureus y en la regulacion

de la expresion de genes de la inmunidad innata.
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4. HIPOTESIS

El propionato, hexanoato y octanoato de sodio disminuyen la invasion
celular por Staphylococcus aureus en las células epiteliales mamarias bovinas,

regulando positivamente la expresiéon de genes de la respuesta inflamatoria y
antimicrobiana.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Establecer el efecto del propionato, hexanoato y octanoato de sodio en la

invasion de células epiteliales mamarias bovinas por Staphylococcus aureus y en

la

regulacion de la expresion de genes de la respuesta inflamatoria y

antimicrobiana.

5.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto del propionato, hexanoato y octanoato de sodio sobre el
crecimiento de S. aureus y sobre la viabilidad de las células de epitelio
mamario bovino.

Cuantificar la invasion celular de S. aureus en células de epitelio mamario
bovino en presencia de propionato, hexanoato y octanoato de sodio.
Evaluar la expresion de TNF-a en células de epitelio mamario bovino
tratadas con propionato, hexanoato y octanoato de sodio e infectadas con
S. aureus.

Analizar la expresion de los péptidos antimicrobianos en células de epitelio
mamario bovino tratadas con propionato, hexanoato y octanoato de sodio e
infectadas con S. aureus.

Determinar la producciéon de o6xido nitrico por las células de epitelio
mamario bovino tratadas con propionato, hexanoato y octanoato de sodio e

infectadas con S. aureus.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Reactivos y cepas

El propionato, hexanoato y octanoato de sodio se adquirieron de la casa
comercial Sigma. Se utilizaron las concentraciones de 0.25 mM, 0.5 mM, 1 mM, 2
mM, 5 mMy 10 mM.

Para el presente estudio se utilizd una cepa de Staphylococcus aureus
subsp. aureus (ATCC 27543) aislada de un caso de mastitis bovina clinica, con la
capacidad de invadir endotelio y epitelio mamario bovino (Gutiérrez-Barroso et al.,
2008; Ochoa-Zarzosa et al., 2009). Para obtener el inoculo, la bacteria se crecio
en caldo Luria Bertani (LB, 5 g de NaCl, 10 g de peptona y 5 g de extracto de
levadura, por cada litro de agua, BIOXON), incubandose a 37°C durante 16-18 h.
Las unidades formadoras de colonia (UFC) se ajustaron midiendo -en el cultivo

bacteriano- la densidad 6ptica (D.O.) a 600 nm.
6.2 Cultivo primario de células de epitelio mamario bovino

El cultivo primario de células de epitelio mamario bovino (CEMB) se obtuvo
del tejido alveolar de la ubre de vacas lactantes, se aislo y cultivdo como se ha
descrito previamente (Anaya et al., 2006). Las CEMB de pasaje 2 al 8 se
cultivaron en cajas de Petri (Costar-Corning) con medio minimo esencial de
Dulbecco y F12 de Ham (DMEM/F12K, Sigma) suplementado con 10% de suero
fetal bovino (Equitech-Bio), 1% de penicilina-estreptomicina (400 U/ml, GIBCO), 10
pg/ml insulina (Sigma), 10 ug/ml hidrocortisona (Sigma), 40 ug/ml de gentamicina
(Pharma Life), 250 ng/ml de anfotericina B (Invitrogen) y pH de 7.4. Las células se

incubaron en una atmosfera de 5% de CO, a 37°C.
6.3 Efecto de los AGCC sobre el crecimiento de S. aureus ATCC 27543

Se cultivd S. aureus ATCC 27543 en caldo LB a 37°C/18 h con agitacion
constante. Se ajustd la D.O.go del cultivo bacteriano a 0.2 (equivalente a 9x10’

UFC/ml). Se adicionaron los tratamientos de propionato, hexanoato y octanoato
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(0.25, 0.5, 1, 2, 5y 10 mM), en este caso el control fue el cultivo de S. aureus sin
tratamiento. Se incubd a 37°C por 2, 4, 8, 16 y 24 h con agitacion constante. Se
midid la D.O.so0 (espectrofotometro DAS) de los cultivos en las distintas

condiciones y tiempos.
6.4 Efecto de los AGCC sobre la viabilidad de las CEMB

Para determinar el efecto de los AGCC sobre la viabilidad de las CEMB, se
realizd el ensayo colorimétrico de reduccion por MTT (sal de tetrazolio bromuro 3-
5(4,5-dimetiltiazol-2-yl-2,5)-difeniltetrazolio, Sigma). Se cultivaron 5x10° células
por pozo, en cajas de 96 pozos (Costar-Corning), con medio DMEM/F12K sin
suero y sin antibidticos, bajo las distintas concentraciones de propionato,
hexanoato y octanoato, durante 24 y 48 h a 37°C en una atmosfera con 5% de
CO.. Posteriormente, se adicionaron 10 ul de MTT (5 mg/ml) en buffer salino de
fosfatos (PBS, 8 g de NaCl, 0.2 g de KCI, 1.44 g de Na;HPOy4, 0.24 g de KH,POy4,
por cada litro de agua) a cada pozo, incubandose 4 h a 37°C en una atmosfera
con 5% de CO,. Se adicionaron 100 pl de lauril sulfato de sodio (SDS, Sigma) al
10%, se incubd por 30 min a temperatura ambiente. Finalmente, se determiné la

absorbencia del lisado a 555 nm en un lector de placas (DAS) para ELISA.

6.5 Efecto de los AGCC en la invasion de S. aureus ATCC 27543 sobre
las CEMB

Se adiciond colagena tipo | de cola de rata a cajas de cultivo de 24 pozos
(Costar-Corning), donde se cultivaron las monocapas confluentes de CEMB
(~2x10° células/pozo). Se agregdé medio DMEM/F12K sin suero y sin antibiéticos a
cada pozo, ademas de los AGCC (0.25 — 10mM), incubandose por 24 h a 37°C en
5% de CO,. Se infectaron las CEMB con la cepa de S. aureus ATCC 27543,
empleando una multiplicidad de infeccién (MDI) de 30 bacterias por célula, para lo
cual se realiz6 el conteo de CEMB de un pozo, ajustando paralelamente la D.O.g0
del cultivo bacteriano a 0.2 (~9x10” UFC/ml). El proceso de infeccion se llevd a
cabo durante 2 h a 37°C.
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Cumplido este tiempo. se lavaron 3 veces las CEMB con 500 pl de PBS,
después se agregd gentamicina a una concentracion final de 80 pg/ml, para
eliminar a las bacterias no endocitadas, incubandose 1 h a 37°C. Se recupero el
medio de cultivo para la cuantificacion de éxido nitrico. Se lavaron las células 3
veces con PBS estéril, luego se despegaron con 0.05% tripsina-EDTA (Gibco) y se
recuperaron centrifugando a 2,500 rpm/10 min, para posteriormente lisarlas con
250 pl de agua destilada estéril. Se hicieron diluciones 1:100 del lisado y se
inocularon 200 ul en agar LB (caldo LB con 10 g de agar bacteriologico. BIOXON)
y se incubaron a 37°C por 18 h. Finalmente, se realizd el conteo total de las UFC.

Como control se utilizaron las CEMB sin los tratamientos de AGCC.

6.6 Efecto de los AGCC sobre la produccion de é6xido nitrico (NO) en las
CEMB

El NO se cuantifico en el medio condicionado obtenido de los ensayos de
infeccion con los distintos tratamientos de los AGCC, se midi6 la concentracion de
nitrito (NO") aplicando la reaccion de Griess (Gutiérrez-Barroso et al., 2008). El
NO que se determind corresponde al producido por las CEMB con los diferentes
tratamientos de los AGCC sin infectar e infectadas. El reactivo de Griess se
preparé mezclando un volumen de la solucion stock A (10% sulfanilamida y 40%
de acido fosférico, Sigma) y un volumen de la solucién stock B [1% N-(-1-
naftiletilendiamida dihidroclorada, Sigma)]. La concentracion de NO,™ se determiné
por medio de una curva estandar de NaNO; (pH 7.4, Sigma) en PBS estéril (1, 5,
10, 40, 60, 80, 100 uM). Se colocaron diluciones 1:7 del reactivo de Griess y de
medio condicionado (20 ul y 140 ul, respectivamente). Finalmente, se midid la

absorbencia a 550 nm en el espectrofotometro (DAS).

6.7 Extraccion de ARN total y analisis de la expresion de genes de la

respuesta inflamatoria y antimicrobiana

El ARN total (5 yg) de las CEMB se extrajo de todas las condiciones
evaluadas usando Trizol (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del proveedor

y después se uso para sintetizar ADNc. La muestra obtenida se traté con DNAsa |
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(Invitrogen) para remover cualquier contaminacion con ADN. La sintesis de ADNc
se realizo por la reaccion de transcripcion reversa (RT) y se llevd a cabo en un
volumen final de 20 pl conteniendo 25 pg/ml de oligo d(T)1s.1s (Invitrogen), 500 nM
de dNTP’s Mix (Invitrogen). La reaccion se incub6 a 65°C por 5 min y después 5
min en hielo. Se centrifugd y se anadieron 4 ul de 5X First-Strand Buffer
(Invitrogen), 10 mM de ditiotreitol (Invitrogen) y 2 U/l de inhibidor de RNAsa
(Invitrogen), luego se incubo6 a 37°C durante 2 min. Finalmente, se adicionaron 10
U/ul de la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen) y posteriormente se
incub6 a 37°C por 50 min, la reaccién se inactivd mediante el calentamiento a
70°C por 15 min. Se confirmé la integridad del ADNc sintetizado por medio de una
PCR con oligonucleodtidos especificos para el gen constitutivo GAPDH

(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) (Tabla 4).

La cuantificacion relativa de la expresién de genes se realizé con el método
Ct comparativo (AACt) en el sistema StepOne Plus de Real-Time PCR Systems
(Applied Biosystems) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. La reaccion se
llevdo a cabo con SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), con 0.9
pmol/ul de cada oligonucleétido, 250 ng de ADNc y agua grado biologia molecular.
Se utilizaron oligonucleétidos especificos para amplificar los genes que codifican
los péptidos antimicrobianos TAP y BNBD5, ademas de la citocina pro-inflamatoria

TNF-a. Como control interno (gen enddgeno) se utilizo6 GAPDH (Tabla 4).
6.8 Cuantificacion del TNF-a por ELISA

La respuesta de las CEMB a los tratamientos de los AGCC y a la infeccion
también fue evaluada cuantificando la proteina de TNF-a bovina a través de la
prueba de ELISA. Esta proteina fue medida en los medios de cultivo recolectados
de las CEMB a las 2 h de infeccion. El medio fue almacenado a -20°C hasta su
utilizacién. La proteina de TNF-a fue cuantificada con el kit de ELISA TNF-a

bovina/TNFSF1A de acuerdo a las instrucciones del proveedor (R&D Systems).
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Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

Especificidad Sentido Secuencia Producto de Tm Referencia

amplificacion
(6-3") (pb) (°C)

Directo CCCCTGGAGATAACCTCCCA

TNF-o bovina Reverso CAGACGGGAGACAGGAGAGC 101 55.5 Mookherjee et al.,
2006

Directo GCGCTCCTCTTCCTGGTCCTG

TAP Reverso GCACGTTCTGACTGGGCATTGA 216 57.1 Este estudio
Directo GCCAGCATGAGGCTCCATC
BNBD5 Reverso TTGCCAGGGCACGAGATCG 143 55.0 Cormican et al.,
2008
Directo TCAACGGGAAGCTCACTGG
GAPDH Reverso CCCCAGCATCGAAGGTAGA 237 56.9 Yonezawa et al.,
2009

6.9 Analisis estadistico

Los datos se obtuvieron de tres experimentos independientes por triplicado
y se compararon mediante un analisis de varianza (StatPlus®) y la prueba t de
Student. Los resultados se reportan con * el error estandar promedio. Los valores

de P = 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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7. RESULTADOS

7.1 Efecto de los AGCC sobre el crecimiento de S. aureus y la viabilidad
de las CEMB

Algunos AGCC tienen actividad antimicrobiana contra patégenos de mastitis
(Nair et al., 2005), por lo que se decidi6 evaluar el efecto del propionato,
hexanoato y octanoato de sodio sobre el crecimiento de S. aureus. Los resultados
mostraron que no existen diferencias significativas en el crecimiento cuando S.
aureus se cultivd con propionato o hexanoato por 24 h, con respecto al control sin
tratamiento (Figs. 5 y 6). Con estos resultados se establecidé que estos dos AGCC
no actuan como antimicrobianos a las concentraciones evaluadas (0.25-10 mM),

ya que no afectaron el crecimiento bacteriano.

1.6

14 - Propionato
’ T de sodio (mM)
1.2
1 —*=0
é ——-0.25
S 0.8 - 405
[a) ——1
0.6 1
+2
0.4 7 —0—-5
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0.2 1
0
0 2 4 8 16 24
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Figura 5. Crecimiento de S. aureus ATCC 27543 en presencia de propionato. Se cultivd S.
aureus y se ajusto la D.O.gpp @ 0.2 (9x107 UFC), posteriormente se adiciond el propionato de sodio
(0.25-10 mM) y se midi6é la D.O.gq0 a los tiempos indicados. Los resultados corresponden a tres
experimentos independientes por triplicado.“” P<0.05 con respecto al tratamiento sin propionato.
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Figura 6. Crecimiento de S. aureus en presencia de hexanoato. Se cultivd S. aureus y se ajusto
la D.O.g00 2 0.2 (9 x 10’ UFC), posteriormente se adicion6 el hexanoato de sodio (0.25-10 mM) y se
midié la D.O.50 a los tiempos indicados. Los resultados corresponden a tres experimentos
independientes por triplicado. “*” P<0.05 con respecto al tratamiento sin hexanoato.

Al analizar el efecto del octanoato de sodio sobre el crecimiento de S.
aureus se determind que a las 2 h hay una disminucion significativa de ~7 y 17 %
en el crecimiento, cuando se utilizaron concentraciones de 5 y 10 mM,
respectivamente (Fig. 7). Este comportamiento se mantuvo hasta las 48 h con 10
mM (datos no mostrados). Sin embargo, en el resto de los tratamientos no se

observo efecto inhibitorio en el crecimiento de S. aureus.

Para determinar el efecto de los AGCC sobre la viabilidad de las CEMB, las
células fueron tratadas independientemente con diferentes concentraciones de
propionato, hexanoato y octanoato de sodio (0.25-10 mM) por 24 y 48 h. Los
resultados obtenidos mostraron que el propionato de sodio (Fig. 8) caus6 una
disminucion moderada en la viabilidad de las células a las 24 h de cultivo en las
condiciones de 0.25 (12 %), 0.5 (11 %), 1 (16 %) y 10 mM (14 %); a las 48 h no se
afectd la viabilidad. Con el objetivo de establecer si el efecto del propionato a las
24 h se debia a algun dafo celular, se decidié evaluar la viabilidad de las CEMB
por el ensayo de exclusion del azul tripano. Se determiné que el propionato no
afect6 la viabilidad celular, ya que en todas las condiciones (0.25-10 mM)

evaluadas la viabilidad fue mayor al 96 % (datos no mostrados).
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Figura 7. Crecimiento de S. aureus en presencia de octanoato. Se cultivd S. aureus y se ajusto
la D.O.gp0 a 0.2 (9x107 UFC), posteriormente se adicion6 el octanoato de sodio (0.25-10 mM) y se
midié la D.O.5 a los tiempos indicados. Los resultados corresponden a tres experimentos
independientes por triplicado.“*” P<0.05 con respecto al tratamiento sin octanoato.
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Figura 8. Efecto del propionato de sodio sobre la viabilidad de las CEMB. Las CEMB fueron
cultivadas en presencia de propionato de sodio (0.25-10 mM) por 24 y 48 h. La viabilidad de las
CEMB se determind mediante el ensayo colorimétrico de MTT. Los resultados corresponden al
promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado. “*” indican cambios
significativos (P<0.05) con respecto al tratamiento sin propionato.
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Cuando las CEMB fueron tratadas con hexanoato de sodio no se observd
algun efecto sobre la viabilidad en las condiciones probadas (Fig. 9). En el mismo
sentido, al utilizar octanoato de sodio (Fig. 10) no se observd disminucion en la
viabilidad de las CEMB a las 24 h de cultivo, excepto a 5 (20 %) y 10 mM (14 %).
Sin embargo, a las 48 h si hubo una disminucién significativa de la viabilidad de
las células (30-54 %), determinada por la reduccion del MTT, en todas las

concentraciones probadas.
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Figura 9. Efecto del hexanoato de sodio sobre la viabilidad de las CEMB. Las CEMB fueron
cultivadas en presencia de hexanoato de sodio (0.25-10 mM) por 24 y 48 h. La viabilidad de las
CEMB se determiné mediante el ensayo colorimétrico de MTT. Los resultados corresponden al
promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado. P<0.05.

De acuerdo con los resultados de viabilidad de las CEMB, se decidio
continuar con los bioensayos de invasion. Se optdé por eliminar las
concentraciones de 5y 10 mM de octanoato de sodio en los ensayos siguientes,
debido a que se presentd un efecto de inhibicion, tanto en el crecimiento
bacteriano, como en la viabilidad de las CEMB.

39



120

100 *

%k %k

80 %k %k

* %
*
* % %

60 * %

% Abs

m24 h
40 048 h

20

0 0.25 0.5 1 2 5 10

Octanoato de sodio (mM)

Figura 10. Efecto del octanoato de sodio sobre la viabilidad de las CEMB. Las CEMB fueron
cultivadas en presencia de octanoato de sodio (0.25-10 mM) por 24 y 48 h. La viabilidad de las
CEMB se determiné mediante el ensayo colorimétrico de MTT. Los resultados corresponden al
promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado. “*” y “**”: indican el cambio
significativo (P<0.05) con respecto al tratamiento sin octanoato a las 24 y 48 h, respectivamente.

7.2 Efecto de los AGCC sobre la invasion de S. aureus en las CEMB

Para determinar el efecto de los AGCC en la invasion de S. aureus en las
CEMB se realizaron ensayos de protecciéon con gentamicina. Para lo cual se
cultivaron las CEMB tratadas con las diferentes concentraciones de los AGCC
(0.25-10 mM) por 24 h antes de ser infectadas con S. aureus. De acuerdo a las
UFC recuperadas en los ensayos de invasion, se demostré que el propionato de
sodio en las concentraciones de 0.5, 1, 2 y 10 mM provocoé una disminucién en la
invasion bacteriana de 27, 55, 29 y 43 %, respectivamente (Fig. 11). De la misma
manera, al tratar a las CEMB con hexanoato de sodio se observd una reduccion
significativa en la invasidon de S. aureus en todas las concentraciones, esta
disminucion fue del 39 al 65 % (Fig. 11). En los dos casos, el mayor efecto

inhibitorio se presenté con el tratamiento de 1 mM del AGCC correspondiente.
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Figura 11. El propionato y el hexanoato de sodio disminuyen la invasion de S. aureus en las
CMEB. Se trataron a las CEMB con propionato o hexanoato de sodio 24 h previas a la infeccion.
Se representa el numero de UFC recuperadas después de la lisis de las CEMB, los valores fueron
determinados considerando las células sin tratar con el AGCC como el 100 % de la invasion. Los
resultados corresponden al promedio de tres experimentos independientes realizados por
triplicado. “*” indica cambios significativos (P<0.05) con respecto al tratamiento sin propionato o
hexanoato.

En el caso de los ensayos con octanoato de sodio no se evaluaron las
concentraciones de 5 y 10 mM debido a que éstas afectaron el crecimiento
bacteriano y la viabilidad de las CEMB. Ademas, de acuerdo con los resultados
preliminares que se obtuvieron con este AGCC, donde a 0.25 y 0.5 mM aumento
la invasion bacteriana (hasta en un 60 y 30 %, respectivamente), se decidié utilizar
concentraciones menores a las establecidas al principio del proyecto. De tal
manera que las concentraciones que se evaluaron estuvieron en el rango de
0.0625-3.5 mM. Los resultados que se obtuvieron mostraron que el octanoato de
sodio posee un efecto dual. En concentraciones de 0.0625-0.5 mM se observo un
aumento en las UFC recuperadas, presentandose un incremento de hasta un 64
% en la concentracién de 0.0625 mM; sin embargo, al aplicar los tratamientos de
0.75, 1, 2 y 3.5 mM se observé una reduccién en la invasién de la bacteria,
llegando a inhibirse hasta un 77 % la invasién cuando se utilizé la concentracion

de 3.5 mM (Fig. 12).
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Figura 12. El octanoato de sodio modula la invasién de S. aureus en las CEMB. Se trataron a
las CEMB con octanoato 24 h previas a la infeccion. Se representa el nimero de UFC recuperadas
después de la lisis de las CEMB. Los valores fueron determinados considerando las células sin
tratar con octanoato de sodio como el 100% de la invasién. Los resultados corresponden al
promedio de tres experimentos independientes realizados por ftriplicado. “*” indica cambios
significativos (P<0.05) con respecto al tratamiento sin octanoato.

7.3 Produccion de NO

La cuantificacién de NO se realizé en el medio condicionado de las CEMB
tratadas 24 h con las distintas concentraciones de los AGCC con y sin infeccion.
Los resultados mostraron que los AGCC no tienen efecto sobre la produccion de
NO (Figs. 13-15). Cuando las CEMB fueron infectadas con S. aureus se observé
un incremento significativo en la produccion de NO (~ 9 veces), lo que indica que

la infeccidon por si sola induce la produccion de NO (Figs. 13-15).

En el caso del propionato de sodio la concentracion de 5 mM indujo (~2
veces) la produccion de NO (Fig. 13). Cuando las CEMB fueron tratadas con
propionato e infectadas hubo una disminucion en la produccion de NO en todas
las concentraciones, excepto a 0.5 mM, respecto a las CEMB infectadas (Fig. 13).
De la misma forma, el hexanoato (0.5-5 mM) inhibi6 la produccion de NO en las
CEMB infectadas, en relacién a las CEMB infectadas (Fig. 14). En base a estos
resultados, se pudo establecer que la induccion de NO estimulada por la bacteria
es inhibida con los tratamientos de propionato y hexanoato, aunque esta no llega
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al nivel basal. Sin embargo, con el octanoato no se observé el comportamiento
anterior, en todos los casos se presentd una alta produccién de NO, siendo similar
a la produccion observada con la infeccion, aunque se detectaron pequefios
incrementos de NO con los tratamientos de 0.375, 1.5, 2 y 3.5 mM, vy ligeras
disminuciones con los tratamientos de 0.0625-0.25, 0.5y 1 mM (Fig. 15).

12

10
’2\ 8
3 * %k
o 6
% * % * % OSin infectar
Z 4 * %

x B Infectadas
2 I:I I:I
0
0 025 0.5 1 2 5 10

Propionato de sodio (mM)

Figura 13. Cuantificaciéon de la produccién de NO en las CEMB en presencia de propionato
de sodio. Se determind la cantidad de NO producido por las CEMB infectadas y no infectadas,
tratadas con las diferentes concentraciones de propionato por 24 h. EI NO fue medido como la
concentracién de nitrito (NO;) presente en el medio condicionado. Los valores de la grafica son el
resultado de tres experimentos independientes realizados por triplicado. “*” y “**” indican cambios
significativos (P<0.05) con respecto al control sin propionato de sodio en células sin infectar e
infectadas, respectivamente.
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Figura 14. Cuantificacion de la produccién de NO en las CEMB en presencia de hexanoato
de sodio. Se determiné la cantidad de NO producido por células infectadas y no infectadas,
tratadas con las diferentes concentraciones de hexanoato por 24 h. El NO fue medido como la
concentracion de nitrito (NO,) presente en el medio condicionado. Los valores de la grafica son el
resultado de tres experimentos independientes realizados por triplicado. “*” y “**” indican cambios
significativos (P<0.05) con respecto al control sin hexanoato de sodio en células sin infectar e

infectadas, respectivamente.
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Figura 15. Cuantificacion de la produccion de NO en las CEMB en presencia de octanoato de
sodio. Se determiné la cantidad de NO producido por células infectadas y no infectadas, tratadas
con las diferentes concentraciones de octanoato por 24 h. EI NO fue medido como la concentracion
de nitrito (NO,") presente en el medio condicionado. Los valores de la grafica son el resultado de
tres experimentos independientes realizados por triplicado. “*” y “**” indican cambios significativos
(P=<0.05) con respecto al control sin octanoato de sodio en células sin infectar e infectadas,
respectivamente.
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7.4 Efecto de los AGCC sobre la expresion del ARNm del péptido
antimicrobiano traqueal (TAP) y de la pB-defensina de neutréfilos
bovinos 5 (BNBD5)

Para determinar si los AGCC modulan la expresion de genes de la
respuesta inmune innata (con o sin infeccioén), se analizé la expresion relativa de
TAP y BNBD5 por PCR en tiempo real. Inicialmente se evalud la eficiencia de
amplificacion de los oligonucleotidos, esto se realiz6 a través de una curva de
validacién donde se valoré el comportamiento de amplificacion de los PA respecto
al gen endégeno (GAPDH). Los resultados derivados de esta evaluacion
mostraron que todos los pares de oligonucleétidos cumplieron con los valores
requeridos para la pendiente de la grafica (-3.3 £10 %) y para el coeficiente de
correlaciéon (R? = 0.99). Adicionalmente, se corroboré que en los productos de
amplificacion existiera un solo amplicon, esto a través de determinar las curvas de
disociacion de los productos (datos no mostrados). Una vez establecidas las
condiciones de amplificacion se procedié a realizar la cuantificacion relativa de la

expresion de estos genes en todos los tratamientos.

Las CEMB sin tratamiento y sin infeccion mostraron una expresion basal del
ARNmM de TAP. El propionato indujo la expresion relativa de TAP, excepto a 2 mM
(Fig. 16A), este incremento fue de 0.5 a 2 veces al aplicar el AGCC a 0.25y 5 mM,
respectivamente. Por otro lado, la infeccion por si sola aumentoé ligeramente (0.5
veces) dicha expresion en relacion a las CEMB sin estimular y sin infectar (Fig.
16A). Los tratamientos de propionato (0.25, 0.5, 1, 2 y 10 mM) en conjunto con la
infeccion mostraron un incremento en la expresion del PA (0.6, 0.8, 0.9, 0.3 y 1
veces, respectivamente) en relaciéon a las CEMB estimuladas con el AGCC,
excepto a 5 mM (Fig. 16A). El propionato favorece la respuesta de la CEMB ante

la infeccion.

Por otro lado, las CEMB presentaron una expresion basal del ARNm de
BNBD5 (Fig. 16B). Al estimular a las CEMB con el propionato la expresion
disminuyé o no se modificd, en relaciéon a las CEMB sin tratar con el AGCC,
excepto con 0.5 mM donde se observéo un aumento en la expresién de la
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defensina (1.4 veces). La infeccion en las CEMB por S. aureus estimulo la
expresion del ARNm del BNBD5 (Fig. 16B). Respecto al tratamiento del AGCC en
conjunto con la infeccion, sélo se observé efecto al utilizar 0.5 mM de propionato,
ya que se redujo la expresion de la defensina (1.7 veces), en relacion a las CEMB
estimuladas solo con propionato. La infeccion disminuy6 el efecto del propionato
(a 0.5 mM) en la expresion de BNBD5.
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Figura 16. El propionato de sodio modula la expresién de péptidos antimicrobianos en las
CMEB. Las CEMB fueron tratadas con propionato 24 h antes de la infeccion. Se evalud la
expresion del ARNm de TAP (A) y BNBD5 (B). Se realiz6 la extraccion de ARN total y
posteriormente se sintetizé el ADNc de las diferentes muestras. La expresion relativa se realizé por
medio de PCR en tiempo real utilizando como control endégeno GAPDH. “*” indica el cambio
significativo (P<0.05) con respecto a las CEMB sin infectar y tratadas con propionato.
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En la figura 17 se presentan los resultados obtenidos del andlisis de la
expresion de los 2 PA por efecto del hexanoato de sodio. Se observd que los
tratamientos de 0.25, 1, 2 y 5 mM de hexanoato indujeron ligeramente la expresion
del ARNm de TAP en las CEMB (desde 0.3 hasta 0.5 veces), mientras que los
tratamientos con 0.5 y 10 mM disminuyeron ligeramente la expresion del ARNm de
este PA, respecto a las CEMB sin tratamiento (Fig. 17A). Al infectar a las CEMB
hubo una ligera induccion en la expresion de TAP. Por otro lado, al estimular a las
CEMB con el AGCC e infectarlas se inhibi6 la expresion de TAP (hasta 1 vez con
1 mM), en relacion a las CEMB tratadas con el hexanoato, excepto a 0.25 y 0.5
mM donde se estimuld la expresion del PA (0.7 y 0.3 veces, respectivamente) (Fig.
17A).

Por otra parte, todos los tratamientos con este AGCC causaron una
disminucién en la expresion del ARNm de BNBD5, observandose el mayor efecto
a 5 mM (0.7 veces) (Fig. 17B). El hexanoato (0.25, 0.5 y 1 mM) en conjunto con la
infeccion redujeron la expresion de la defensina, siendo el efecto mas notorio al
utilizar 0.5 mM del AGCC (0.7 veces), respecto a las CEMB estimuladas con el
AG. La inhibicién en la expresiéon de BNBD5 causada por el hexanoato fue mas

evidente en las CEMB infectadas.

Debido a que durante los ensayos de invasién con octanoato se observo un
efecto estimulador y otro inhibitorio de la invasion bacteriana se decidié evaluar
dos concentraciones representativas de cada comportamiento. Al estimular las
CEMB con 0.5 mM de octanoato se indujo la expresion del ARNm de TAP (0.3
veces), respecto a las CEMB sin tratamiento ni infeccidn, mientras que al utilizar 1
mM disminuyé la expresion (0.5 veces); no hubo efecto al utilizar 0.25 y 2 mM del
AGCC (Fig. 18A). Se observé una induccién (0.3 veces) en la expresion del PA al
infectar las CEMB. El octanoato en conjunto con la infeccion estimulé la expresion
del gen de TAP, respecto a las CEMB tratadas con el AGCC. El mayor efecto
estimulatorio se presentd en las células infectadas con 1 mM de octanoato (1 vez)
(Fig. 18A).

47



* OSin infectar

B [nfectadas

e
o

Expresion relativa de TAP
(no. de veces)

0 0.25 0.5 1 2 5 10

Hexanoato de sodio (mM)

OSin infectar

2 B Infectadas

1.5

i

0 0.2

Expresion relativa de BNBD5
(no. de veces)

Hexanoato de sodio (mM)

Figura 17. Efecto del hexanoato de sodio sobre la expresion de péptidos antimicrobianos en
las CEMB. Las CEMB fueron tratadas con hexanoato 24 h antes de la infeccion. Se evalud la
expresion del ARNm de TAP (A) y BNBD5 (B). Se realiz6 la extraccion de ARN total y
posteriormente se sintetizé el ADNc de las diferentes muestras. La expresion relativa se realizé por
medio de PCR en tiempo real, utilizando como control endégeno GAPDH. “*” indica el cambio
significativo (P<0.05) con respecto a las CEMB sin infectar y tratadas con hexanoato.
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Por otro lado, el AGCC redujo la expresiéon de BNBD5 en todas las
condiciones evaluadas, mostrando el mayor efecto al utilizar 2 mM (0.6 veces), en
relacion a las CEMB sin tratamiento (Fig. 18B). Se observo una induccion ligera en
la expresion de BNBD5 en las CEMB infectadas. Mientras que el AGCC en
conjunto con la infeccion estimulé la expresion del PA, excepto a 0.25 mM,
observandose el mayor efecto con 2 mM (0.5 veces), respecto a las CEMB

tratadas con octanoato y sin infectar (Fig. 18B).
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Figura 18. El octanoato de sodio modula la expresidon de péptidos antimicrobianos en las
CEMB. Las CEMB fueron tratadas con octanoato 24 h antes de la infeccion. Se evalué la expresion
del ARNm de TAP (A) y BNBD5 (B). Se realizo la extraccion de ARN total y posteriormente se
sintetizé el ADNc de las diferentes muestras. La expresion relativa se realizdé por medio de PCR en
tiempo real, utilizando como control endégeno GAPDH. “*” indica el cambio significativo (P<0.05)
con respecto a las CEMB sin infectar y tratadas con octanoato.
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7.5 Efecto de los AGCC sobre la expresion del ARNm del TNF-a y sobre

la produccién de la proteina

Siguiendo con el analisis de la expresidon de genes de la respuesta inmune,
se evaluo el efecto de los AGCC sobre la expresion del ARNm del TNF-a. (citocina
pro-inflamatoria), asimismo se determiné la presencia de la proteina en los medios

condicionados de las CEMB.

En relacion a la expresion del ARNm del TNF-a, se observo un nivel basal
de expresioén en las CEMB sin AGCC vy sin infecciéon (Fig. 19A). Los tratamientos
con propionato (0.25-10 mM) inhibieron la expresién del ARNm de esta citocina,
con respecto a las CEMB sin tratamiento, esta reduccion fue hasta de 1 vez (2
mM). La infeccion por si sola aumentd la expresion del TNF-o hasta 13 veces.
Cuando se estimularon a las CEMB con el AGCC y se infectaron, no hubo efecto
en la expresion de la citocina pro-inflamatoria, en relacion a las CEMB tratadas
con propionato unicamente (Fig 19A). La infeccion no modific el efecto generado
por el AGCC.

Por otro lado, las CEMB (sin estimulo ni infeccion) secretaron al medio la
proteina TNF-a de manera basal (10.6 pg/ml) (Fig. 19B). El propionato de sodio
(0.25-5 mM) indujo la liberacion de la proteina TNF-a al sobrenadante de las
CEMB (Fig. 19B), el mayor aumento se observé con 0.5 mM (0.7 veces, 18.1
pg/ml). Las CEMB infectadas liberaron 29.4 pg/ml de proteina, aumentando 1.7
veces, respecto a las CEMB sin tratamiento ni infeccion. Por otro lado, las CEMB
tratadas con el AGCC y luego infectadas, mostraron un incremento en la liberacion
del TNF-a al sobrenadante, presentandose a 10 mM el mayor efecto inductor (2.8
veces, 38.7 pg/ml), esto en relacién a las CEMB tratadas solo con el propionato
(Fig. 19B).
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Figura 19. El propionato de sodio modula la expresion del ARNm del TNF-a y la secrecion de
la proteina en las CEMB. Las CEMB fueron tratadas con propionato 24 h antes de la infeccion. Se
evalué la expresion del ARNm del TNF-a (A). La expresion relativa se realizé por medio de PCR en
tiempo real, utilizando como control endégeno GAPDH. La secrecion de la proteina se determind
por ELISA (B), a partir del sobrenadante recolectado de las CEMB sometida a los diferentes
tratamientos del AGCC. “*” indica el cambio significativo (P<0.05) con respecto a las CEMB sin
infectar y tratadas con propionato.
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Respecto a los efectos del hexanoato de sodio sobre la expresion del TNF-
o, se observé un abatimiento en la expresion del gen del TNF-a (0.25-10 mM),
excepto a 5 mM donde se detectd un aumento en la expresion de hasta 4 veces
(Fig. 20A). En este mismo sentido, al tratar a las CEMB con este AGCC e
infectarlas, se observé una disminucion en la expresion del ARNm de la citocina al
utilizar 5 mM de hexanoato (5 veces) -respecto a las CEMB estimuladas sélo con
hexanoato- anulando practicamente la expresion del gen. El efecto del AGCC
durante la infeccion no modificé el comportamiento de la expresion respecto al

efecto generado sélo por el hexanoato en las demas condiciones.

Al cuantificar la presencia del TNF-a en el medio de cultivo celular, se
observo que el hexanoato (0.5-10 mM) disminuyé la concentraciéon de la proteina
secretada, siendo el mayor efecto al utilizar 2 mM del AGCC, produciendo
solamente 1.7 pg/ml, esto respecto a las CEMB sin tratamiento ni infeccion (Fig.
20B). Las CEMB infectadas mostraron una mayor secrecion de la proteina,
respecto a las CEMB. Los tratamientos del AGCC en conjunto con la infeccion
aumentaron la presencia de la proteina en el sobrenadante, con respecto a las
CEMB tratadas con hexanoato, aumentando hasta 15.5 veces (28.7 pg/ml) al

utilizar la concentracion de 2 mM (Fig. 20B).

Finalmente, en la figura 21 se muestran los resultados de los efectos del
octanoato de sodio sobre la expresion del TNF-a. El octanoato (0.5 mM) indujo
ligeramente la expresién del gen del TNF-a (0.7 veces), mientras que las demas
concentraciones tuvieron un efecto inhibitorio, la expresion practicamente se anuld
al utilizar 2 mM de este AGCC (Fig. 21A). Las CEMB infectadas con S. aureus
mostraron un aumento en la expresion de esta citocina, de hasta 13 veces. Por
otro lado, el octanoato en conjunto con la infeccion redujeron la expresién del
ARNm del TNF-a, con respecto a las CEMB infectadas, eliminando el efecto
inductor que tiene la infeccion. Las células infectadas y tratadas con 0.25 y 0.5 mM
del AG, tuvieron una reduccion en la expresion del gen, mientras que con 1 mM se
observdé un aumento hasta de 1 vez, en relacién a las CEMB tratadas con el
AGCC (Fig. 21A).
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Figura 20. Efecto del hexanoato de sodio sobre la expresion del ARNm del TNF-a y en la
liberacion de la proteina en las CEMB. Las CEMB fueron tratadas con hexanoato 24 h antes de
la infeccion. Se evalud la expresion del ARNm del TNF-a (A). La expresién relativa se realizé por
medio de PCR en tiempo real, utilizando como control endégeno GAPDH. La secrecion de la
proteina se determiné por ELISA (B), a partir del sobrenadante recolectado de las CEMB sometida
a los diferentes tratamientos del AGCC. “*” indica el cambio significativo (P<0.05) con respecto a
las CEMB sin infectar y tratadas con hexanoato.
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Por otro lado, no se observé algun efecto significativo del octanoato sobre la
secrecion del TNF-o al sobrenadante, excepto a 1 mM donde se detecto una ligera
disminucion (7.2 pg/ml), respecto a las CEMB sin tratamiento (10.6 pg/ml) (Fig.
21B). Se observé que la infeccion aumento la presencia de la proteina en el medio
de cultivo (29.4 pg/ml). Todas las condiciones de octanoato en conjunto con la
infeccion aumentaron la liberacion de la citocina, en relacion a las CEMB tratadas
con el AGCC, pero aun asi se mantuvo el efecto que se le atribuye a la infeccion,

lo que indica que el octanoato no influye en este proceso.
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Figura 21. Efecto del octanoato de sodio sobre la expresion del ARNm del TNF-a y en la
liberacion de la proteina en las CEMB. Las CEMB fueron tratadas con octanoato 24 h antes de la
infeccion. Se evalud la expresién del ARNm del TNF-a (A). La expresion relativa se realizé por
medio de PCR en tiempo real, utilizando como control endégeno GAPDH. La secrecion de la
proteina se determiné por ELISA (B), a partir del sobrenadante recolectado de las CEMB sometida
a los diferentes tratamientos del AGCC. “*” indica el cambio significativo (P<0.05) con respecto a
las CEMB sin infectar y tratadas con octanoato.
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8. DISCUSION

La mastitis es la enfermedad con mas alta prevalencia en el ganado bovino
lechero y es responsable de pérdidas financieras severas a nivel mundial, por la
disminucién en la calidad y la produccidon de leche. A menudo para su control se
ha empleado como tratamiento una amplia gama de antimicrobianos en forma
indiscriminada e inapropiada, ésto ha provocado una disminucion de su eficacia y
un incremento en la resistencia microbiana (Susamo y Ocampo, 1992). S. aureus
es el principal patégeno causal de mastitis en bovinos, es capaz de invadir y
sobrevivir dentro de las células del epitelio mamario, siendo esta una de las
causas por lo que puede evadir al sistema inmune y ademas muestra una
disminuida respuesta a la terapia antimicrobiana convencional (Kerro-Dego et al.,
2002; Buzzola et al., 2007). Los acidos grasos de cadena corta (AGCC), ademas
de sus propiedades nutricionales, también son conocidos por tener varios efectos
fisiologicos vy fisiopatoldgicos, y algunos de ellos (C4.0-Cs.0) son componentes de la
grasa de la leche bovina. Dado lo anterior, durante una infeccion intramamaria
como la generada por S. aureus, tanto la bacteria como las CEMB estan en
contacto directo con los AGCC. Estudios previos de nuestro grupo de trabajo han
demostrado que el butirato de sodio (0.25-4 mM) modula la expresidén de genes de
la respuesta inmune y la invasién de S. aureus en las CEMB (Ochoa-Zarzosa et
al., 2009). Por lo anterior y debido a los efectos antimicrobianos, antiinflamatorios
e inmunomoduladores reportados para los AGCC, en este trabajo se evalud el
efecto del propionato, hexanoato y octanoato, sobre la invasiéon de S. aureus
ATCC 27543 en las CEMB y en la modulacion de la expresion de genes de la

inmunidad innata.

Los acidos organicos tienen propiedades antimicrobianas debido a su
habilidad de acidificar el citoplasma celular, lo que puede afectar la actividad de
las enzimas y los sistemas de transporte de nutrientes. Se ha reportado que el
acido caprilico (C8) (presente en la leche bovina) y su monoacilglicérido,
monocaprilin, poseen este efecto contra patdogenos causales de mastitis en

concentraciones de 100 y 50 mM, respectivamente (Nair et al., 2005). Por lo que
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en el presente trabajo se decidié evaluar si las concentraciones a utilizar de los
diferentes AGCC tenian un efecto antimicrobiano. Para lo cual se cultivd la
bacteria en presencia de ellos y se monitored su crecimiento. Los resultados
obtenidos mostraron que el propionato (Fig. 5) y el hexanoato (Fig. 6) no afectaron
el crecimiento bacteriano; cabe resaltar que en este trabajo se utilizaron
concentraciones inferiores que las reportadas con actividad antibacteriana contra
patdbgenos de mastitis. Por otro lado, el octanoato (5 y 10 mM) disminuyo el
crecimiento bacteriano a las 2 h del cultivo (Fig. 7). Se sabe que los AG con
propiedades antimicrobianas mas efectivas son los acidos constituidos por 8-12
carbonos (Nair et al., 2005); lo que concuerda con el efecto generado por el
octanoato. Ademas, el efecto antibacteriano de los AGCC es especifico de
especie; mientras que los acidos hexanoico, octanoico y decanoico tienen
actividad bacteriostatica (25 mM) contra Salmonella enteritidis, la misma cepa
tolera hasta 100 mM de los acidos mas cortos (Van Immerseel et al., 2006). Esto
podria explicar porque el octanoato fue el unico que manifestd algun efecto sobre

el crecimiento de S. aureus.

Se ha demostrado que el butirato de sodio induce la detencion del ciclo
celular y la apoptosis por medio de la modulacion de distintas rutas de
sefalizacion, ademas disminuye la proliferacion de células epiteliales mamarias
normales e induce la actividad de las caspasas 1y 3 (Avivi-Green et al., 2002). Se
sabe también que el butirato puede regular distintas funciones en las células de
epitelio de rifidn de bovinos (MDBK), que incluyen apoptosis y la perturbaciéon del
ciclo celular, en la transicion de G1/S y de M/G2 (Li y Elsasser, 2005; Li et al.,
2007). Con base en lo anterior, se decidi6é evaluar el efecto de los AGCC sobre la
viabilidad de las CEMB. Las evaluaciones indicaron que el hexanoato no afecto la
viabilidad de las CEMB, mientras que el propionato provocé una ligera reducciéon
en la viabilidad a las 24 h (Fig. 9). Se decidié evaluar la viabilidad de las CEMB
con el ensayo de exclusion de azul tripano, para determinar si el efecto del
propionato es consecuencia del dafio celular. Los resultados obtenidos mostraron
que este AGCC no afecta la viabilidad celular. Estas diferencias se atribuyen a las

limitaciones del ensayo de reduccion del MTT, ya que no éste no discrimina entre
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los efectos cititoxicos o citostaticos. Por otro lado, las células tratadas con
octanoato (=5 mM) mostraron una disminucién en la viabilidad celular a las 24 h
(Fig. 10), siendo ésta mas evidente a las 48 h, en donde en todas las
concentraciones ejercieron una reduccion significativa (30-54 %). En este sentido,
un estudio reportado por Sakurazawa y Ohkusa (2005) indica que el acido
propionico (4.7-5.3 mM) induce apoptosis en células HelLa, Vero y Hep-2, las
cuales son lineas celulares derivadas de cancer. Por otro lado, se conoce también
que el butirato (4 mM/48 h) induce apoptosis a través de la regulacién negativa de
la expresion y actividad funcional de la integrina o,f;, lo que conduce a la
perturbacion de la adhesion a la matriz extracelular en células de cancer
colorrectal (Buda et al., 2003). Sin embargo, se requiere de estudios posteriores
en este sentido para determinar cuales son las causas que conducen a la muerte

de las CEMB por efecto del octanoato.

Algunas cepas de S. aureus causantes de la mastitis en bovinos son
capaces de invadir a la CEMB, vivir dentro de ella y reproducirse, evitando asi al
sistema inmune del hospedero (Gutiérrez-Barroso et al., 2008). Un estudio previo
realizado por nuestro grupo de trabajo demostré que el butirato modula la invasion
de S. aureus en las CEMB (Ochoa-Zarzosa et al., 2009). Por lo que sugerimos que
otros AGCC también pueden modular este proceso. ElI motivo por el cual se
evaluo el efecto del propionato de sodio durante el mismo proceso es debido a
que se ha reportado que tiene efectos antiinflamatorios y modula la expresion de
LL-37 (Schauber et al., 2003; Tedelind et al., 2007), pudiendo actuar durante la
mastitis bovina. Mientras que el hexanoato y el octanoato son componentes de la
leche bovina, y estan en contacto con la bacteria y las CEMB durante el proceso
infeccioso intramamario. Por lo anterior, se determino si los AGCC evaluados en

este trabajo afectaban la invasién de S. aureus en las CEMB.

El propionato de sodio redujo la invasién bacteriana en las CEMB (hasta un
55 %), excepto a 5 mM (Fig. 11), mientras que el hexanoato (Fig. 11) en todas las
concentraciones disminuyé el numero de UFC recuperadas (44, 56, 65, 52, 39 y

60 %). El efecto inhibitorio en ambos casos fue mas evidente que el reportado
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para el butirato de sodio (~50 %) (Ochoa-Zarzosa et al., 2009). La disminucion de
la invasion fue mayor cuando se utilizé 1 mM de estos AGCC. Se ha reportado la
presencia de receptores acoplados a proteina G (GPR41 y GPR43) en las CEMB,
los cuales se activan con acetato y propionato (Yonezawa et al., 2009). Por lo que
se sugiere, que el efecto del propionato y del hexanoato de inhibir la invasion
bacteriana puede deberse a la activacion de estos receptores y a su saturacion.
En nuestro grupo de trabajo se estan realizando estudios al respecto con el fin de

determinar la participacion de estos receptores en la endocitosis de S. aureus.

De acuerdo a los resultados obtenidos con el octanoato de sodio sobre el
crecimiento de S. aureus y la viabilidad de las CEMB, se decidié eliminar las
concentraciones de 5 y 10 mM para los ensayos de invasion. El octanoato en
concentraciones de 0.0625-0.5 mM aumentd la invasion bacteriana (35, 43, 41y
77 %); sin embargo, al utilizar las concentraciones de 0.75, 1, 2 y 3.5 mM esta
invasion disminuy6 hasta en un 80 % aproximadamente (Fig. 12). Existen varios
reportes que indican que los AGCC tienen un efecto inhibitorio en la invasion de
patdgenos intracelulares. Se sabe que el butirato puede proteger a las células
CaCo-2 contra los primeros pasos de la patogénesis de C. jejuni (durante la
invasion y traslocacion), en una forma dependiente de la concentracion y del
tiempo de incubacion (2.5 mM/24 h). Asimismo, la administracion de acido
octanoico y su monoacilglicérido en la dieta de conejos les confiere resistencia
contra la cepa E. coli O128 enteropatégena. En este mismo sentido, estudios
llevados a cabo en aves de corral, demuestran que el acido propionico y
hexanoico disminuyen la invasién de Salmonella en las células de epitelio
intestinal DIV-1 y en las células de epitelio intestinal T84 (Van Immerseel et al.,
2003; Van Immerseel et al., 2004b). Mientras algunos AGCC inhiben la invasién
de patoégenos intracelulares, se ha observado que otros AGCC (ej. acetato)
pueden aumentar la expresién de genes de virulencia en Salmonella Typhimurium,
lo que puede facilitar la invasion bacteriana (Van Immerseel et al., 2006). Se
requieren estudios posteriores para determinar por qué se ve favorecida la
internalizacién de S. aureus a bajas concentraciones (0.0625-0.5 mM) y por qué

se inhibe a altas concentraciones.
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La inmunidad innata es la primera defensa del hospedero durante los
estadios iniciales de la mastitis bovina. La resistencia del hospedero a la infeccidn
se debe principalmente al desarrollo de diferentes mecanismos de defensa; como
la fagocitosis del microorganismo por neutréfilos o macréfagos, la activacion del
complemento o la produccion de NO (Bogdan et al., 2000). EI NO es una molécula
efectora del sistema inmune, neuronal y del tejido cardiovascular, y es un
mensajero fisioldgico importante (Tripathi et al., 2007). Ademas, se ha reportado
que las CEMB son capaces de producir NO durante la respuesta inflamatoria, esta
molécula es producida por la enzima iINOS en la glandula mamaria (Gutiérrez-
Barroso et al., 2008). En el presente trabajo, los AGCC no tuvieron efecto sobre la
produccion de NO en las CEMB (Figs. 13-15). Estos datos difieren con lo
reportado para el butirato de sodio, el cual induce la produccién del NO de manera
dependiente de la concentracion (Ochoa-Zarzosa et al., 2009). Por otro lado, la
infeccion con S. aureus aumentd la produccion de NO, lo cual coincide con
trabajos similares reportados en lineas celulares de ratéon y CEMB donde la
infeccion provocd un aumento significativo en la produccion del NO (Bolander,
2001; Gutiérrez-Barroso et al., 2008). Finalmente, el propionato y el hexanoato de
sodio disminuyeron la produccién del NO durante la infeccion (Figs. 13 y 14). Sin
embargo, cuando las CEMB fueron estimuladas con octanoato y se infectaron se
observo un comportamiento distinto. La induccion generada por la infeccion se
mantuvo con los distintos tratamientos de este AGCC (Fig. 15). A pesar de que se
observé un aumento en la produccion de NO en las CEMB tratadas con octanoato
e infectadas, respecto a las CEMB tratadas con el AGCC, este efecto puede
atribuirse solamente a la infeccién bacteriana. Estos resultados no coinciden con
los reportados para el butirato de sodio, donde se indica que durante la infeccién
este AGCC estimula la produccion del NO en las CEMB, hasta 10 veces (Ochoa-
Zarzosa et al., 2009).

Otros elementos de la inmunidad innata son los péptidos antimicrobianos,
los cuales ayudan a limitar la infeccion microbiana o, en algunas instancias, actuan
como un componente en respuesta a la inflamacion o a la infeccién. Se ha

reportado que en el epitelio mamario bovino se expresan las B-defensinas (Yang
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et al., 2006; Ochoa-Zarzosa et al., 2009). En este sentido, la expresion de la -
defensina bovina de neutréfilos 5 (BNBD5) se ve fuertemente inducida en las
CEMB por infecciones bacterianas (Goldammer et al., 2004; Yang et al., 2006).
Adicionalmente, se ha reportado la expresién del péptido antimicrobiano traqueal
(TAP) en las CEMB y que ésta puede ser modulada por S. aureus (Lopez-Meza et
al., 2009). Ademas, hay reportes que indican que el butirato de sodio induce la
expresion de péptidos antimicrobianos, como IL-37, TAP y B-defensina (Kida et al.,
2006; Ochoa-Zarzosa et al., 2009). Con base en lo anterior, en el presente trabajo
se decidio evaluar el efecto del propionato, hexanoato y octanoato de sodio sobre
la expresion de TAP y BNBD5.

Los resultados obtenidos muestran que tanto el propionato como el
hexanoato inducen la expresion del ARNm de TAP (Fig. 16A y 17A). Con el
octanoato se observd un efecto inhibitorio de 0.5 veces (1 mM), y también un
efecto inductor de 0.3 veces (0.5 mM) (Fig. 18A). Previamente se reportd que el
butirato de sodio regula positivamente la expresion de TAP en las CEMB (Ocho-
Zarzosa et al., 2009). Ademas, el propionato induce la transcripcion de la
catelicidina LL-37 en células de epitelio de colon de humano (SW620) (Schauber
et al., 2003). Por otro lado, el tratamiento de las CEMB con los tres AGCC
evaluados independientemente, disminuyd la expresion de BNBD5, aun en
presencia de la infeccion (Figs. 16-18). Cabe resaltar que este es el primer reporte
que muestra el efecto del hexanoato y octanoato de sodio en la expresion de

péptidos antimicrobianos en las CEMB.

Asimismo, la infeccion bacteriana indujo ligeramente la expresion de TAP
en las CEMB (Figs. 16-18), este resultado es similar a lo reportado por Ochoa-
Zarzosa et al. (2009) empleando butirato. Se observé también que la infeccion, en
las CEMB, induce la expresion del ARNm de BNBD5 (Figs. 16-18). Goldammer et
al. (2004) mostraron que el gen de BNBDS se expresa en células de epitelio
mamario bovino y que la expresién es modulada diferencialmente por bacterias
patdgenas. De acuerdo a ésto, las B-defensinas se expresan en células mamarias

como respuesta a infecciones bacterianas (Goldammer et al., 2004; Swanson et
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al., 2004; Petzl et al., 2008; Lépez-Meza et al., 2009; Tetens et al., 2010). Cuando
las CEMB se infectaron y se trataron con propionato (0.25-10 mM), se observo un
aumento en la expresion de TAP, excepto a 5 mM (Fig. 16A). El octanoato en
conjunto con la infeccién también indujo la expresion del ARNm de TAP (Fig. 18A).
En este sentido, es bien sabido que la expresion de péptidos antimicrobianos es
regulada de manera tejido-especifica a nivel transcripcional, post-transcripcional y
post-traduccional y que es dependiente del estimulo (Schauber et al., 2003). La
induccion en la expresion de los PA correlaciona negativamente con la reduccion
en la invasion de S. aureus en las CEMB tratadas con propionato y octanoato de
sodio. Por otro lado, no se observo relacion entre la expresion del ARNm de TAP y
BNBDS y la disminucién de la invasion bacteriana al utilizar los tratamientos de
hexanoato. EI mecanismo molecular por el cual actuan estos AGCC no se ha
dilucidado completamente, pero se sabe que en las CEMB infectadas con S.
aureus y tratadas con butirato de sodio (0.25 y 0.5 mM) se incrementa la
acetilaciéon de la histona H3, lo que puede conducir a una remodelacion de la
cromatina (relajamiento), con efectos directos sobre la expresion de genes y

alteraciones en las rutas de sefalizacion (Ochoa-Zarzosa et al., 2009).

Las células epiteliales también son capaces de responder a la intrusion
bacteriana por medio de la produccion de citocinas, teniendo mayor participacion
en el inicio de la inflamaciéon (mastitis bovina) (Lahouassa et al., 2007).
Previamente se ha reportado la expresion de citocinas en epitelio mamario bovino
(Gutiérrez-Barroso et al., 2008). Al evaluar la expresion del gen del TNF-a se
observd una expresion basal en las CEMB, la cual aumentd 14 veces por la
invasion de S. aureus (Figs. 19-21). Lahouassa et al. (2007) demostraron que el
estimulo bacteriano induce la expresion del ARNm del TNF-a, la cual varia segun
la cepa bacteriana utilizada. Esta induccion también se observé al infectar a las
CEMB con S. aureus (Gutiérrez-Barroso et al., 2008). Las CEMB tratadas con los
AGCC en general mostraron una inhibiciéon en la expresion del gen de esta
citocina pro-inflamatoria, solo el hexanoato y el octanoato a 0.5 mM tuvieron un
efecto inductor (Figs.19-21). Se sabe que los AGCC tienen un efecto
antiinflamatorio sobre células endoteliales, de epitelio de colon y en neutrdfilos,
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disminuyendo la expresion de citocinas pro-inflamatorias (como el TNF-a) al inhibir
el factor NF-xB (Tedelind et al., 2007; Zapolska-Downar y Naruszewicz, 2009;
Meijer et al., 2010; Canani et al., 2011). Un estudio realizado en macrofagos de
murino (RAW 264.7) demostrdé que el propionato y el butirato de sodio ejercen
actividad antiinflamatoria al inhibir la expresion de la iINOS, el TNF-a y la IL-6
inducida por el INF-y, mientras que aumentan la expresion de la citocina
antiinflamatoria IL-10, involucrando las rutas de sefializacion de los factores
transcripcionales NF-kB y ERK (Park et al., 2007). En este estudio se demostro

que los AGCC no permiten que S. aureus estimule la expresion del gen del TNF-a.

Los cambios en la expresiéon del TNF-a en las CEMB infectadas y tratadas
con los AGCC también fueron cuantificados a nivel de proteina. Las CEMB
mostraron una liberacion basal de la proteina al sobrenadante, la cual aumenté
con la infeccién bacteriana hasta 1.7 veces (Figs. 19-21). Los datos anteriores
concuerdan con un estudio previo, donde se indica que la infeccion bacteriana de
las CEMB induce hasta 2 veces la liberacién del TNF-a (Lahouassa et al., 2007).
Las CEMB tratadas con propionato aumentaron la liberaciéon de la proteina (Fig.
19B). Mientras que con el hexanoato y el octanoato se observé un efecto
inhibitorio, aunque en algunas condiciones no se observé modificacion (Figs. 20B
y 21B). Tedelind et al. (2007) demostraron que los AGCC (acetato, propionato y
butirato) disminuyen la liberacion del TNF-a al medio de cultivo estimulada por
LPS. Al evaluar la produccion del TNF-a liberado al MC de las CEMB tratadas con
los AGCC e infectadas, se observdé un comportamiento general, en donde no se
modificé el efecto inductor generado por la infeccién (Figs. 19-21). Por lo que se
sugiere que los tres AGCC empleados en este estudio no afectan la liberacion del

TNF-o inducida por S. aureus.

No se presentd relacion entre la expresion del gen del TNF-a y la
produccion de la proteina, excepto en las CEMB infectadas con S. aureus. La
concentracion celular de una proteina es determinada por el balance entre

distintos procesos (gj. la transcripcion, las modificaciones post-transcripcionales, la
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sintesis de proteinas, las modificaciones post-traduccionales, el transporte de la
proteina y la degradacion de la misma). EI mecanismo por el cual se produce el
TNF-a inicia con un estimulo (ej. LPS), el cual induce una ruta de senalizacion que
resulta en la activacion del inhibidor kappa-B quinasa (IkB quinasa), este ultimo
fosforila a IkBa. para su posterior degradacion, permitiendo que el factor NFxB se
transloque al nucleo. Ya en el nucleo, el NFkB se une al promotor del gen del
TNF-a, permitiendo la transcripcion del ARNm vy la traduccidn del precursor de la
citocina (pro-TNF) en el citoplasma. El péptido maduro se genera por la accion de
la enzima convertidora del TNF-a, o que culmina en la liberacion del TNF-a al
espacio extracelular (Cairns et al., 2000). En este trabajo los tres AGCC no
afectaron la liberacion del TNF-a al MC inducida por la bacteria; este efecto
posiblemente se debe a modificaciones post-traduccionales, que estimulan la

generacion del TNF-a maduro y su liberacién al MC.

Las CEMB son centinelas de la respuesta inmune de la ubre, formando
parte esencial de la defensa contra los patdégenos invasores. Estas células, en
respuesta a estimulos bacterianos, secretan citocinas (como el TNF-a) vy
quimiocinas (Gunther et al.,, 2011). Las consecuencias inmunoldgicas de la
disminucién en la induccién del TNF-a durante la infeccibn pueden ser muy
severas. El TNF-a no solo induce la sintesis de otras citocinas (ej. IL-8), ayuda al
reclutamiento y activacion de neutrdfilos en el sitio de la infeccion y facilita la
formacion de granulomas, los cuales ayudaran en la eliminacion del patégeno. Es
importante mencionar que esta citocina ejerce un efecto sobre las rutas de
senalizacion de los factores AP-1 y NF-xB, por lo cual una deficiencia en la
induccion del TNF-a puede afectar la activacion del NF-xB, lo que desconectaria
una arma importante de la inmunidad (Yang et al., 2008). Los AGCC al mantener
la produccién del TNF-a en las CEMB infectadas pueden estar favoreciendo la

respuesta inmune.

Con base en los resultados que se obtuvieron en este trabajo se puede

concluir que los tres AGCC favorecen la disminucion de la invasion de S. aureus
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en las CEMB. No se observé relacion entre la produccion de NO y la disminucién
de la invasion bacteriana. El propionato y el octanoato regulan positivamente la
expresion de TAP, lo cual puede relacionarse con la disminucion en la invasion
bacteriana. Los tres AGCC inhiben a nivel transcripcional la expresion del TNF-a.
El mecanismo por el cual estos compuestos ejercen efectos inmunomoduladores
en las CEMB, no ha sido dilucidado, aunque se sabe que son capaces de activar

diferentes rutas de senalizacion a través de los GPR’s.
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9. CONCLUSIONES

El propionato, hexanoato y octanoato de sodio disminuyen la invasion de S.
aureus en las CEMB y modula la expresion de genes de la respuesta inmune. Los
resultados obtenidos sugieren que los AGCC pueden actuar como moduladores
efectivos de la expresiéon de genes de la inmunidad innata de la glandula mamaria,

lo que lleva a una mejor defensa contra la infeccion bacteriana.
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