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RESUMEN 
 
La mastitis bovina es la principal enfermedad que afecta a la ganadería lechera y es de 
importancia económica a nivel mundial, siendo Staphylococcus aureus el principal 
microorganismo asociado a ella. S. aureus tiene la capacidad de internalizarse en fagocitos no 
profesionales, como las células epiteliales mamarias bovinas (CEMB), a través del mecanismo 
tipo “zipper”. La internalización le permite al patógeno evadir la respuesta inmune causando 
infecciones crónicas y recurrentes, además de que dificulta la terapia antimicrobiana. En la 
búsqueda de alternativas de control, nuestro grupo de trabajo ha evaluado la actividad 
inmunomoduladora de ácidos grasos (AG) [propionato (NaP), butirato (NaB), hexanoato (NaH) 
y octanoato (NaO)], demostrando que reducen la internalización de S. aureus en las CEMB; sin 
embargo, se desconoce si su actividad inhibitoria está relacionada con una afectación directa 

de la ruta de señalización integrinas 51/FAK. El objetivo de este estudio fue determinar los 
efectos de los AG sobre la ruta de señalización integrinas α5β1/FAK durante la internalización 
de S. aureus en las CEMB. Los resultados mostraron que los AG no modifican la expresión del 

gen de la subunidad 1 de integrinas. Sin embargo, el NaP y NaH disminuyeron la abundancia 

de los receptores en la membrana (50%), así como la adhesión bacteriana (47% y 50%, 
respectivamente); mientras que el NaB y NaO favorecieron la adhesión de S. aureus a las CEMB 
(137% y 129%, respectivamente). Con respecto a la participación de FAK en la internalización 
de S. aureus en las CEMB, los resultados obtenidos demostraron que esta cinasa es necesaria 
para la internalización de la bacteria, ya que al inhibir su actividad se observó una disminución 
significativa de la internalización (63%), dicho efecto se incrementó al tratar a las células con los 
diferentes AG (73-77%). Asimismo, el NaH disminuyó la fosforilación de FAK, mientras que el 
NaO la favorece; sin embargo, esto se revirtió en presencia del estímulo bacteriano. Por otro 
lado, se observó que el NaB favoreció la activación de FAK pero el NaP no la modificó. Además, 
se evaluó la participación de la GTPasa Rac1 (participa en los procesos involucrados en rearreglos 
del citoesqueleto de actina). Los resultados mostraron que esta GTPasa es necesaria para la 
internalización de S. aureus, ya que al inhibir su actividad ésta se redujo significativamente 

(69%), y al tratar a las CEMB con los AG el efecto se ve favorecido (76-78%, ya que el NaH y 
NaO inhiben significativamente su actividad (80 y 72%, respectivamente). En conclusión, los AG 
inhiben de manera diferencial la ruta de señalización de integrinas α5β1/FAK durante la 
reducción de la internalización de S. aureus en las CEMB. 
 

Mastitis                GTPasas                Infecciones                Inmunomoduladores                Zipper 
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ABSTRACT 
 
Bovine mastitis is the main disease that affects dairy cattle worldwide causing important 
economic losses, being Staphylococcus aureus the main microorganism associated. S. aureus is 
able to internalize into non-professional phagocytic cells such as bovine mammary epithelial 
cells (bMEC) through the "zipper" mechanism. In the search for control alternatives, during the 
last decade our working group has evaluated the immunomodulatory activities of short and 
medium chain fatty acids (FA) [propionate (NaP), butyrate (NaB), hexanoate (NaH) and 
octanoate (NaO)], demonstrating that these molecules reduce S. aureus internalization into 

bMEC; however, it is unknown whether their inhibitory activity is related to 51/FAK integrin 
signaling pathway affectation. Therefore, the aim of this study was to determine the FA effects 
on the α5β1/FAK integrin signaling pathway during S. aureus internalization into bMEC. The data 
obtained regarding the FAK participation in S. aureus internalization into bMEC showed that the 
kinase is necessary for bacterial internalization, since by inhibiting its activity a significant 
internalization reduction was observed (63%), which was increased when cells were treated 
with different FA (73-77%). Likewise, NaH decreased FAK phosphorylation, whereas NaO favors 
it; however, this was reversed by bacterial stimulus. On the other hand, NaB favors FAK 
activation but NaP did not modify it. The participation of GTPase Rac1 was also evaluated (it 
participates in processes involved in actin cytoskeleton rearrangements), the results showed 
that Rac1 is necessary for internalization, due that when its activity was inhibited, the 

internalization was significantly reduced (71%), which was favored in bMEC treated with FA. 
Also, NaH and NaO significantly inhibit the Rac1 activity (80 and 72%, respectively). In conclusion, 
the FA differentially inhibit the α5β1/FAK integrin pathway during S. aureus internalization 
reduction in bMEC. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 

I.1. Staphylococcus aureus 
 

Staphylococcus aureus es una bacteria comensal Gram positiva que coloniza de manera 

persistente alrededor del 20% de la población humana, y se encuentra principalmente en la piel 

y las mucosas. Sin embargo, tras la penetración de las barreras endoteliales, epiteliales o 

dérmicas, puede generar enfermedades que van desde infecciones cutáneas superficiales hasta 

afecciones potencialmente mortales, como la septicemia (Tuchscherr et al., 2010; Horn et al., 

2017). En mamíferos este patógeno se ha asociado frecuentemente con infecciones 

intramamarias en las hembras lactantes (mastitis) (Gutiérrez-Barroso et al., 2007). 

 
El éxito de S. aureus para causar enfermedades se ha atribuido a su capacidad para 

producir una variedad de factores de virulencia expresados en la superficie (proteína A, 

proteínas de unión a fibrinógeno, fibronectina y colágeno) y secretados (hemolisinas, 

enterotoxinas, proteasas, lipasas y coagulasas), los cuales median la adherencia bacteriana a los 

tejidos del hospedero permitiéndole colonizar y multiplicarse o destruir células y tejidos (Dinges 

et al., 2000; Kerro Dego et al., 2002; Kong et al., 2016). En el caso de cepas facultativas 

intracelulares,  la expresión de las proteínas de unión a fibronectina (FnBP) se ha descrito como 

el factor más importante para la invasión, ya que cepas mutantes de S. aureus en los genes de  

FnBP bloquea en gran medida su capacidad de internalizarse en la célula hospedera (Sinha et 

al., 2000; Ahmed et al., 2001). Una vez dentro de la célula la bacteria puede impedir la 

maduración del autofagosoma y su fusión con los lisosomas, pudiendo de esta forma persistir 

por largos periodos de tiempo e incluso replicarse (Löffler et al., 2014). Uno de los mecanismos 

que utiliza para adaptarse al ambiente intracelular es el cambio de fenotipo a variante de 

colonia pequeña (SCV), las cuales son una subpoblación de bacterias de crecimiento lento, en 

general con un metabolismo reducido, solo forman pequeñas colonias en placas de agar y 

regulan negativamente la expresión de exotoxinas, pero aumentan la expresión de moléculas 

de adhesión. De esta forma, la bacteria queda protegida de los tratamientos antimicrobianos, 

así como del sistema inmune del hospedero (Von Eiff et al., 2006; Sendi y Proctor, 2009; Kahl, 
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2013). Del mismo modo esta persistencia favorece su diseminación, ya que tiene la capacidad 

de escapar del autofagosoma por medio de la secreción de enzimas que rompen la membrana, 

lo cual le permite migrar hacia el citoplasma donde recupera su capacidad invasiva (Fraunholz 

y Sinha, 2012; Löffler et al., 2014).  

 

I.2. Mastitis bovina 
 

La mastitis generalmente se define como la inflamación de la glándula mamaria en 

respuesta a una agresión, es una enfermedad costosa y compleja asociada con un origen, 

gravedad y resultados variables según el medio ambiente, el agente causal y el hospedero 

(Fernández et al., 2012; Thompson-Crispi et al., 2014). Es una de las enfermedades más 

importantes que afectan a la ganadería orientada a la producción lechera a nivel mundial, 

debido a que tiene una prevalencia de hasta el 50% por hato lechero. Además, se estima que 

las pérdidas económicas ocasionadas representan el 70% de los gastos totales para los 

ganaderos, resultando en pérdidas de millones de dólares al año. En México, las pérdidas son 

de hasta $2500 vaca/año. Los costos de la enfermedad se deben principalmente a la 

disminución en la producción de leche, al aumento en los gastos por tratamientos clínicos los 

cuáles no siempre son exitosos, así como al desecho temprano de vacas enfermas (Bedolla, 

2008). 

Con base en sus manifestaciones clínicas la enfermedad puede clasificarse como 

subclínica o clínica y de acuerdo a su duración como aguda o crónica. En la mastitis subclínica 

se presenta una infección sin inflamación local ni signos visibles; sin embargo, hay un aumento 

en el conteo de células somáticas y puede involucrar casos transitorios de inflamación y leche 

anormal, si esto persiste durante más de 2 meses se denomina crónica (Thompson-Crispi et al., 

2014). La mastitis clínica, por otro lado, es una respuesta inflamatoria que causa cambios 

visibles en la leche y la ubre. En el caso de mastitis clínica leve o moderada, los cambios en la 

ubre pueden incluir hinchazón, calor, dolor y enrojecimiento. Se denomina grave si la respuesta 

incluye afectación sistémica como fiebre, anorexia y shock. La diversidad, así como la variación 

en la prevalencia y la abundancia de organismos causantes de mastitis, así como la variación en 

las respuestas del hospedero, hacen de la mastitis una enfermedad compleja que continúa 



 
 

6 
 

siendo una carga económica importante para la ganadería lechera (Bedolla y Ponce de León, 

2008; Ferreira et al., 2013; Thompson-Crispi et al., 2014). 

 
Se han identificado más de 100 especies de microorganismos causantes de mastitis, que 

dependiendo de su hábitat y su forma de transmisión, se dividen en patógenos contagiosos y 

ambientales, siendo S. aureus, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli y Streptococcus uberis, 

los principales asociados (Abebe et al., 2016). Mediante varios mecanismos, estas bacterias 

traspasan el canal del pezón, afectando inicialmente a los tejidos que rodean los ductos y 

cisternas que recogen la leche, causando daño en pequeñas áreas del tejido, eventualmente 

dichas bacterias afectan al tejido glandular y a los alvéolos causando así daños mayores. Las 

toxinas producidas por estos patógenos inducen el reclutamiento de células del sistema inmune 

al sitio de la infección; sin embargo, como parte de la respuesta inflamatoria se dañan las 

células, lo cual puede causar que el tejido productor de leche se revierta a un estado inactivo 

llamado involución, donde los alvéolos se reducen en tamaño y disminuyen la producción de la 

leche. Si las bacterias y sus toxinas se mantienen en contacto con los alvéolos por un periodo 

prolongado de tiempo, las células productoras de leche son destruidas y reemplazadas por 

cicatrices como resultado del proceso inflamatorio y consecuentemente el cuarto se convierte 

en no funcional (Zhao y Lacasse, 2008). 

 

I.3. Respuesta inmune de la glándula mamaria (GM) 
 

La glándula mamaria de los mamíferos consiste en un sistema de alvéolos y túbulos que 

conducen hacia una cisterna que, a su vez, posee una salida al exterior a través de un pezón. 

Cada uno de estos alvéolos está revestido de un epitelio que durante el periodo de lactancia 

produce leche que se acumula en los túbulos y cisternas de la glándula mamaria. Para una 

bacteria que se encuentra en el exterior, se trata de un sitio completamente lleno de nutrientes, 

que provee una superficie dónde adherirse y le provee todas las condiciones para reproducirse 

con significativa rapidez (Hughes y Watson, 2018). Sin embargo, la función del epitelio no se 

limita a la producción de leche, también funge como parte de la primera línea de defensa de la 

GM ya que se encarga del reconocimiento de patógenos potenciales a través de sus receptores 
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de membrana, los cuales al reconocer una señal de alerta desencadenan respuestas celulares, 

que inducen la producción de mediadores de la inflamación, reclutamiento y activación de 

leucocitos (que involucran quimiocinas), adhesión firme al endotelio y migración transendotelial 

de leucocitos (que involucran sistemas de receptores de adhesión), así como la llegada de 

células especializadas, como fagocitos profesionales (Rainard y Riollet, 2006; Oviedo-Boyso et 

al., 2007; Tuchscherr et al., 2010; Wellnitz y Bruckmaier, 2012). Ademas,  

 
La respuesta inmune innata (RII) se inicia cuando receptores de reconocimiento de 

patrones (PRR) específicos, presentes en la superficie o dentro de las células del hospedero, se 

unen a moléculas particulares de las bacterias, denominadas patrones moleculares asociados a 

patógenos (por sus siglas en inglés PAMPs) (Pereyra et al., 2014). Estos PAMPs constituyen un 

conjunto de moléculas conservadas y compartidas por diversos grupos de microorganismos y 

están presentes en su superficie o se liberan cuando los microorganismos se replican o 

degradan. Los PRR se expresan en los leucocitos presentes en la leche y en las células epiteliales 

de la GM (Meglia y Mata, 2001; Thompson et al., 2014). Iniciar la afluencia de fagocitos 

profesionales es una parte importante del sistema inmune innato, cuyo objetivo es eliminar a 

las bacterias del sitio de la infección (Tuchscherr et al., 2010).  

 
El sistema inmune innato de la GM está conformado por barreras físicas como el esfínter 

y la queratina del canal del pezón, factores solubles como la lactoferrina (Lf), lisozima, proteínas 

del complemento, citocinas y quimiocinas. Además, existen elementos celulares que incluyen 

macrófagos, células dendríticas (CD), mastocitos, neutrófilos, eosinófilos y células asesinas 

naturales (NK) (Aitken et al., 2011; Thompson-Crispi et al., 2014; Sordillo, 2018). La inmunidad 

específica o adaptativa se orquesta en poblaciones celulares que reconocen antígenos 

particulares de los patógenos y está mediada por linfocitos B, a través de la síntesis de 

anticuerpos, y por linfocitos T, en forma directa o mediada por la síntesis de factores solubles. 

Esta respuesta tiene la particularidad de ser más efectiva luego de cada exposición al patógeno 

y su activación secundaria mediada por linfocitos T y B permitiría su eliminación (Pereyra et al., 

2014). 

En el caso de las infecciones intramamarias ocasionadas por S. aureus estudios in vivo e 
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in vitro han demostrado que la respuesta de las CEMB se ve limitada, a pesar de que existe una 

activación del receptor TLR2, el cual al reconocer a S. aureus a través del ácido lipoteicoico 

presente en su membrana desencadena la activación de rutas de señalización asociadas con la 

expresión de componentes de la RII, como péptidos antimicrobianos (LAP, TAP, BNBD4, BNBD5, 

BNBD10 y DEFB1), citocinas (TNF-IL-1IL-6, quimiocinas (IL-8), entre otros; la respuesta es 

menor y más lenta que cuando las CEMB son estimuladas con E. coli (Rainard y Riollet, 2006; 

Ochoa-Zarzosa et al., 2009; Alva-Murillo et al., 2012; Téllez-Pérez et al., 2012; Alva-Murillo et 

al., 2013; Fu et al., 2013; Alva-Murillo et al., 2017). De igual manera, S. aureus bloquea la 

activación del factor transcripcional NF-B, el cual sirve como un mediador determinante de la 

respuesta inflamatoria, lo cual favorece el establecimiento de enfermedades como la mastitis 

subclínica (Günther et al., 2011; Lara-Zárate et al., 2011; Breyne et al., 2014).  

Respecto a la respuesta inmune adaptativa, estudios in vivo en modelos de mastitis en 

murinos y en vacas han demostrado un aumento en el número de linfocitos T  helper  y T killer, 

así como un mayor número de linfocitos B en glándulas mamarias inoculadas con S. aureus 96 

h post infección, así mismo se ha observado un incremento en los porcentajes de células CD4+ 

y CD8+ a los 5 y 7 días post infección, lo cual sugiere el desarrollo de una respuesta humoral, 

sin embargo existen cepas de S. aureus que pueden invadir y sobrevivir intracelularmente, por 

lo que la estimulación de células B y el desarrollo de una respuesta humoral en glándulas 

mamarias infectadas con cepas de  S. aureus patogénico no es suficiente para eliminar las 

infecciones ocasionadas por bacterias intracelulares (Grönlund et al., 2006; Zhao et al., 2015; 

Pereyra et al., 2017). 

 

I.4. Receptores de tipo integrinas y su participación en la internalización 
de S. aureus en células fagocíticas no profesionales (CFNP) 

 
Las integrinas son receptores heterodiméricos transmembranales con una estructura 

generalmente conservada, que median la adhesión a otras células y a los componentes de la 

matriz extracelular, poseen un peso molecular que puede variar de 90 a 160 kDa. Se forman por 

la asociación no covalente de una subunidad α y otra β, de las cuales hasta el momento se han 

identificado 18 subunidades α distintas (∼1000 aa) y 8 subunidades β diferentes (750 aa) que 
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pueden ensamblarse en 24 receptores diferentes con diferentes propiedades de unión y 

distribución tisular. Estos receptores poseen un gran dominio globular extracelular que 

comprende la porción N-terminal mediante el cual interactúa con los componentes de la matriz 

extracelular, seguida de un dominio transmembranal y una pequeña cola que comprende el 

dominio citoplásmico C-terminal (Lee et al., 1995; Hynes, 2002; Calderwood et al., 2013) (Fig. 

1).  

Estos receptores participan en diferentes procesos fisiológicos como la migración, 

proliferación, diferenciación, adhesión celular, apoptosis, fagocitosis, polaridad y en la 

expresión de genes (Hynes, 2002; Martin et al., 2002). No poseen actividad intrínseca de tirosina 

cinasa y entre sus ligandos están la laminina, la fibronectina (Fn), el fibrinógeno, la vitronectina, 

la colágena y las moléculas de adhesión intracelular de células adyacentes (Kumar, 1998). Las 

integrinas completan un ciclo endo-exocítico en el cual se internalizan de la membrana 

plasmática hacia compartimentos endosomales y después regresan a la superficie celular 

(Bretscher, 1992). Las integrinas ciclan de un estado de baja afinidad a un estado de alta afinidad 

y son activadas por la unión de ligandos con el dominio extracelular (también conocido como 

dominio de activación) o por la unión de talina a la cola de la subunidad β lo cual causa una 

extensión en la conformación de integrinas. Estas uniones promueven la acumulación de los 

receptores en la membrana celular y la formación de estructuras o focos de adhesión, donde 

se reclutan proteínas estructurales y de señalización al interactuar con el dominio citoplásmico 

de la subunidad β, lo que resulta en la transmisión de señales mecánicas y químicas en la célula 

(Hoffmann et al., 2011; Calderwood et al., 2013).  

 



 
 

10 
 

 

Figura 1. Estructura  y activación de los receptores de tipo integrinas. Las integrinas son receptores formados por 
heterodímeros que comprenden una subunidad α y una subunidad β. Cada subunidad tiene un dominio 
extracelular, un dominio transmembranal y una cola citoplasmática, formados por unidades modulares. Las 
integrinas ciclan de un estado de baja afinidad a uno de alta afinidad y son activadas por la unión de ligandos con 
el dominio extracelular (también conocido como dominio de activación), o por la unión de talina a la cola de la 
subunidad β, lo cual causa una extensión en la conformación de integrinas (Imagen modificada de Calderwood et 
al., 2013). 

 
Algunas de las proteínas cinasas que se concentran en los focos de adhesión son la cinasa 

de adhesión focal (FAK), la proteína cinasa C (PKC) y la cinasa asociada a integrinas. Las 

integrinas participan en la activación de las cinasas activadas por mitógenos (MAPKs), como la 

cinasa regulada por señales extracelulares (ERKs), la cinasa activada por p21 (PAK), la cinasa 

NH2 terminal c-Jun (JNK) y FAK/Src (Giancotti, 2000). Como respuesta a la activación de las 

integrinas, se inician rutas de señalización que se asocian con la modificación del citoesqueleto 

de actina, con la actividad de GTPasas, así como con la expresión de genes de la respuesta 

inmune temprana como las citocinas IL-1β, IL-8 y TNF-α (Hynes, 2002; Pellinen e Ivaska, 2006). 

 
La integrina α5β1 es uno de los 24 heterodímeros conocidos de la familia de las integrinas 

y al igual que todas las subunidades están conformadas por grandes dominios extracelulares, la 
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subunidad α5 contiene 940 residuos de aminoácidos, mientras que la subunidad β1 tiene 630 

residuos de aminoácidos, un dominio transmembranal y un dominio citoplasmático corto (Feiya 

et al., 2003). Además, poseen un dominio de unión extracelular que reconoce secuencias RGD, 

en ligandos como la fibronectina, la cual es utilizada por S. aureus para adherirse e internalizarse 

en CFNP (Sinha y Herrmann, 2005). 

 

El mecanismo de internalización de S. aureus mejor descrito es el  denominado “zipper”, 

en el cual las proteínas de unión a fibronectina (FnBP) presentes en la superficie bacteriana se 

unen a la fibronectina (Fn) de la matriz extracelular, formando un complejo (Fn-FnBP) que es 

reconocido por los receptores integrinas , de esta forma S. aureus se adhiere a la célula 

hospedera y asimismo, induce el agrupamiento de integrinas en la superficie celular y la 

formación de focos de adhesión en la subunidad de las integrinas, donde se reclutan proteínas 

estructurales, que participan en el rearreglo del citoesqueleto de actina y en la endocitosis de 

la bacteria, como la Tensina y Zyxina, y enzimas de señalización como las tirosina cinasas de la 

familia Src y las cinasas FAK, mismas que favorecen la fosforilación de proteínas efectoras, como 

la Cortactina, una proteína de unión a actina, que se asocia con el complejo Arp2/3 para 

promover la polimerización de actina y se une a dinamina-2, un regulador de la endocitosis (Fig. 

2) (Sinha y Herrmann, 2005; Alva-Murillo et al., 2014). 
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Figura 2. Mecanismo de internalización tipo "zipper" de Staphylococcus aureus en CFNP. Las proteínas de unión a 
fibronectina (FnBP) presentes en la superficie bacteriana se unen a la fibronectina (Fn) de la matriz extracelular, 

formando un complejo (Fn-FnBP) que es reconocido por los receptores integrinas , de esta forma S. aureus 

se adhiere a la célula hospedera e induce la formación de focos de adhesión en la subunidad de las integrinas, 
donde se reclutan proteínas estructurales, que participan en el rearreglo del citoesqueleto de actina y la 
endocitosis de la bacteria, como la cinasa FAK, mismas que favorecen la fosforilación de proteínas efectoras para 
promover la polimerización de actina y la regulación de la endocitosis (Alva-Murillo et al., 2014). 

 

I.5. La cinasa FAK y su participación en la internalización de S. aureus en 
CFNP 

 

La cinasa de adhesión focal (FAK) y su parálogo PYK2, son los únicos miembros de la familia 

de FAK de proteínas tirosina cinasas no receptoras. FAK se expresa en la mayoría de los tejidos 

y tipos celulares; Y es evolutivamente conservado tanto en especies de mamíferos como en 

organismos eucariotas inferiores incluyendo Drosophila y pez cebra (Parsons, 2003). Es una 

proteína de aproximadamente 125 KDa (forma canónica) que funciona como un "andamio 

activable" en la transducción de señales dependiente de integrinas (Brunton et al., 2004; Zhao 

y Guan, 2010). Desempeña un papel importante en la regulación de la migración celular, 
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adhesión, reorganización del citoesqueleto de actina, proliferación celular y apoptosis (Dunty 

et al., 2004). Esta cinasa promueve la activación localizada y transitoria de los factores de 

intercambio de nucleótidos de guanina (GEF), así como las proteínas activadoras de GTPasa 

(GAP), modulando de este modo la actividad de las GTPasas de la familia Rho (Brunton et al., 

2004; Re et al., 2008; Uniprot, 2019). 

Contiene un dominio de cinasa central flanqueado por extensiones N y C-terminal largas. 

Posee un dominio FERM autoinhibitorio, localizado dentro de la región N-terminal, que se 

asocia con la membrana plasmática a través de su interacción con varios receptores de factores 

de crecimiento diferentes. La región C-terminal comprende el dominio de focalización de 

adhesión focal (FAT), el cual se une directamente a la paxilina y la talina, que a su vez se unen a 

la cola citoplásmica de las integrinas β1 en los sitios de agrupamiento de integrinas (Deramaudt 

et al., 2014; Alanko e Ivaska, 2016; Kleinschmidt y Schlaepfer, 2017) (Fig. 3). Una vez focalizado 

(unido a las integrinas), FAK se autofosforila en un solo residuo de tirosina (Y397), este sitio de 

autofosforilación sirve como un sitio de unión de alta afinidad para el dominio SH2 de la familia 

de proteínas tirosina cinasas Src. Una vez unido a FAK, Src se activa para luego fosforilar a FAK 

en los residuos Y576 e Y577 dentro de su dominio catalítico (lo cual incrementa la actividad 

cinasa de FAK hacia sustratos exógenos), y en Y861 y Y925 cerca de su C-terminal. La 

fosforilación del sitio Y861 promueve la unión de p130Cas a FAK, mientras que el sitio de 

fosforilación Y925 promueve la unión de Grb2, y otras proteínas adaptadoras y cinasas que 

contienen dominios SH2 (Fig. 4) (Schlaepfer et al., 2004; Samarel, 2014). La cinasa FAK juega un 

papel muy importante en la internalización de S. aureus (Agerer et al., 2005; Alva-Murillo et al., 

2014), ya que regula diversas rutas de señalización de integrinas (Brunton et al., 2004; Zhao y 

Guan, 2010). Su relevancia durante el proceso de internalización bacteriana se demostró en un 

estudio donde fibroblastos deficientes de esta cinasa presentaron una disminución 

considerable de la internalización de S. aureus, con relación a fibroblastos silvestres (Agerer et 

al., 2005). 
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Figura 3. Dominios de la cinasa de adhesión focal FAK. FAK es una cinasa no receptora que contiene un dominio 
central cinasa, flanqueado por extensiones N y C-terminal largas. Posee un dominio FERM autoinhibitorio, 
localizado dentro de la región N-terminal, la región C-terminal comprende el dominio de focalización de adhesión 
focal (FAT), el cual se une directamente a la paxilina y talina, que a su vez se unen a la cola citoplásmica de las 
integrinas β1 en los sitios de agrupamiento de integrinas  (imagen modificada de Alanko e Ivaska, 2016). 

 

I.6. FAK/PYK2 e isoformas 
 

PYK2 es una tirosina cinasa rica en prolina que pertenece a la familia de FAK, siendo esta 

un parálogo cercano de FAK, la cual se ha demostrado que a menudo puede compensar 

funcionalmente la pérdida de FAK. Comparten un 46% de identidad en su secuencia (65% de 

similitud), además tienen los mismos tres dominios de organización: FAT, FERM y cinasa (Naser 

et al., 2018). Sin embargo, mientras que FAK se expresa en altos niveles virtualmente en todas 

las células, la expresión de PYK2 puede variar con base en estímulos tanto internos como 

externos de la célula; no obstante, los sitios de fosforilación en los residuos de tirosina de FAK 

(Tyr 397, 576, 577, 861 y 925) se conservan en posiciones análogas en PYK2 (Tyr 402, 579, 580, 

849 y 881). Además, se ha demostrado que ambas proteínas pueden participar en vías de 

señalización intracelulares dependientes de integrinas (Fig. 4) (Sieg et al., 1998; Nakamura et 

al., 2001; Samarel, 2014). 

 
Tanto el gen de FAK (PTK2) como el de PYK2 (PTK2B) pueden producir distintas proteínas 

que no poseen los dominios FERM y cinasa, estos fragmentos no catalíticos se forman a partir 

de sitios de transcripción alternativos y son llamados FRNK (no cinasa relacionada con FAK) y 
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PRNK (no cinasa relacionada con PYK2). Se sugiere que la producción de dichas isoformas 

conduce a una competición directa entre FRNK o PRNK, y FAK o PYK2 en sitios que captan sus 

dominios FAT, fungiendo como inhibidores endógenos (Naser et al., 2018). Mediante análisis 

de Western blot se ha demostrado que la fosforilación de FAK, un paso clave en su activación, 

disminuye cuando los niveles de FRNK se incrementan. Sin embargo, al desplazar FAK o PYK2 se 

forman complejos de señalización incompletos (formados por FRNK o PRNK) que promueven el 

desensamble de adhesiones focales (Fig. 4) (Xiong et al., 1998; Zak et al., 2017). 

Hasta el momento se han descrito 7 isoformas de FAK producidas por el uso de 

promotores alternativos y/o splicing alternativo, asimismo se han mapeado 

computacionalmente 32 potenciales isoformas (Tabla 1). 

 

 

Figura 4. Esquema de los dominios de FAK y PYK2. Los tres dominios de FAK se muestran en verde (FERM), azul 
(CINASA) y morado (FAT), los porcentajes indican la identidad de secuencia entre FAK y PYK2 y en círculos rojos se 
indican los sitios de fosforilación conservados entre cada proteína. Los productos de transcritos alternativos FRNK 
y PRNK, se representan de manera esquemática y  las proteínas que interactúan con FAK o PYK2 se muestran arriba 
o abajo, respectivamente. Modificada de Naser et al., 2018. 
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Tabla 1. Isoformas de la cinasa de adhesión focal FAK 

ISOFORMA PESO MOLECULAR (Da) LONGITUD (aa) 

1 (Canónica) 119,233 1052 

2 99,358 879 

3 63,201 554 

4 48,967 431 

5 120,900 1065 

6 (FRNK) 39,874 360 

7 114,253 1006 

Los datos contenidos en la tabla se obtuvieron de la base de datos de proteínas universales Uniprot, 2019.  

 

I.7. GTPasas y su participación en la internalización bacteriana 
 

Las pequeñas Rho GTPasas son conocidas como reguladores del citoesqueleto de actina 

que actúan uniendo y activando a los nucleadores de actina y están involucradas en la 

migración, adhesión y polaridad celular, así como en el tráfico de membranas (Croisé et al., 

2014). Las Rho GTPasas se encuentran en todos los organismos eucariotas y en mamíferos hay 

22 Rho GTPasas reportadas, muchas de las cuales afectan la morfología celular (Ridley, 2006). 

La mayoría de estas moléculas actúan como “switch” moleculares, ciclando entre un estado 

activo (unido a GTP) y un estado inactivo (unido a GDP). La regulación de este mecanismo se da 

por los factores de intercambio de nucleótidos de guanina (GEF), encargados de promover el 

intercambio de GDP por GTP y las proteínas activadoras de GTPasa (GAP) que inactivan las 

GTPasas potenciando la actividad de hidrólisis de GTP (Schmidt y Hall, 2002) (Fig. 5). 

 
Rac es una GTPasa que pertenece a la superfamilia de RAS de pequeñas proteínas de 

unión a GTP, los miembros de esta superfamilia regulan diversos eventos celulares como el 

control del crecimiento celular, la reorganización del citoesqueleto de actina y la activación de 

proteínas cinasas, estos procesos dependen tanto de los factores de crecimiento solubles como 

de la adhesión de la célula con la matriz extracelular (MEC) (Pozo, 2002). Cuando la fibronectina 

se adhiere a las células se forman complejos focales en la periferia celular, lo cual conduce a la 

fosforilación de FAK y Src, este proceso se lleva a cabo de manera independiente de las GTPasas 

de la familia Rho. Sin embargo, la posterior fosforilación de FAK y paxilina se produce de una 
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manera dependiente de Rho (Clark, 1998). La interacción de las integrinas con la matriz 

extracelular no es suficiente para inducir el agrupamiento de integrinas, así como la formación 

de complejos focales, asimismo la activación de Rho o Rac1 por factores de crecimiento 

extracelulares no conduce a la formación de complejos focales en ausencia de matriz, lo cual 

indica que son requeridos ambos para que el proceso pueda llevarse a cabo (Hotchin, 1995). 

 
Se ha observado que particularmente Rac1, Cdc42 y RhoA son las principales GTPasas que 

participan en los rearreglos del citoesqueleto de actina (Ridley, 2001). En este sentido se ha 

estudiado la participación de Rac1 en la internalización de Campylobacter jejuni, donde se 

observó que una falla en la cascada de señalización fibronectina  integrina 1   FAK  

DOCK180/Tiam1 impide la activación de Rac1, lo cual se asocia con una inhibición importante 

del proceso de internalización, pues Rac1 necesita estar activo, es decir unido a GTP para inducir 

los rearreglos del citoesqueleto de actina que van a permitir la entrada de la bacteria a la célula 

hospedera (Bohem et al., 2011). 
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Figura 5. Esquema de la señalización de las GTPasas en la migración por adhesión. La activación de integrinas induce 
la nucleación de diferentes elementos de señalización, siendo los principales las cinasas, las proteínas adaptadoras 
no catalíticas y las proteínas de unión a actina, las cuales pueden influir en el reclutamiento y/o activación de otros 
componentes de adhesión (representados por flechas rojas). La mayoría de la señalización migratoria converge en 
las Rho GTPasas, que regulan la polimerización y estabilidad de la actina (a través de nucleadores como el complejo 
Arp2/3 y las forminas, o proteínas que cortan el filamento de la actina, como la Cofilina), la contractilidad de la 
actomiosina (mediante la fosforilación del MLC) y los microtúbulos. Modificada de Manzanares et al., 2009. 

 

I.8. Propiedades fisiológicas de los ácidos grasos 
 

Los ácidos grasos (AG) son moléculas orgánicas formadas por una cadena hidrocarbonada 

unida a un grupo carboxilo terminal (-COOH). La cadena hidrocarbonada puede estar saturada 

(sin dobles enlaces) o insaturada (uno o más dobles enlaces), ser lineal o ramificada, o puede 

tener estructuras cíclicas o grupos hidroxilos. De acuerdo con la longitud de la cadena 

hidrocarbonada estos compuestos se pueden clasificar en ácidos grasos de cadena corta 

(AGCC), que constan de 2-6 carbonos, (ii) ácidos grasos de cadena media (AGCM), que van de 

8-14 carbonos, y (iii) ácidos grasos de cadena larga (mayores a 16 átomos de carbono) (Neville 
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y Picciano, 1997; Bauman y Griinari, 2003). 

En la glándula mamaria bovina los AGCC y AGCM se producen por síntesis de novo, siendo 

sus precursores el acetato y el β-hidroxibutirato (Bauman y Griinari, 2003; Mansson, 2008). 

Ambos se generan en el rumen por la fermentación bacteriana de la fibra dietética. Además de 

estar presentes en la leche bovina, los humanos obtienen los AGCC y AGCM a partir de otras 

fuentes. Los AGCC son los principales productos obtenidos del metabolismo bacteriano de la 

fibra dietética en el colon, por lo que la mayoría de sus efectos se han descrito en el tracto 

intestinal (Hamer et al., 2008; Canani et al., 2011); mientras que los AGCM se obtienen a partir 

de alimentos como el yogurt, aceite de coco, mantequilla y queso (Nagao y Yanagita, 2010). Los 

AGCM, unidos a los triacilglicéridos de los alimentos, son hidrolizados y viajan a través de la 

vena portal para ser absorbidos por el hígado, sirviendo como fuente de energía (Schönfeld y 

Wojtczak, 2016). 

 
Los AGCC y AGCM son compuestos que modulan la respuesta inmune de distintos 

organismos. En un ambiente inflamatorio a nivel intestinal estos AG actúan como 

antiinflamatorios (Hoshimoto et al., 2002; Meijer et al., 2010; Vinolo et al., 2011). Además, 

regulan la expresión de genes de péptidos antimicrobianos (Jiang et al., 2013). Se han 

identificado dos mecanismos principales de señalización de AGCC: 1) la inhibición de las 

histonas desacetilasas (HDAC), lo cual le permite alterar las marcas epigenéticas de la célula 

hospedera resultando en un redireccionamiento de la respuesta inmune, así como una 

reprogramación en la expresión de citocinas y quimiocinas, y 2)  activan a receptores acoplados 

a proteínas G (GPR), particularmente GPR43, GPR41 y GPR109A, los cuales participan  en la 

regulación del metabolismo, la inflamación y la respuesta ante enfermedades infecciosas 

(Vadivel et al., 2013; Tan et al., 2014; Young et al., 2015). Estos hallazgos destacan el papel de 

los AGCC como actores principales en el mantenimiento de la homeostasis intestinal y del 

sistema inmune. Debido a estas características se les ha utilizado en distintos estudios para 

evaluar su efecto profiláctico o terapéutico en enfermedades infecciosas del tracto intestinal 

tanto en animales de granja (conejos, pollos, puercos) como en humanos (Van Immerseel et al., 

2006; Skrivanova et al., 2008; Raqib et al., 2012). 
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Los AGCC son la fuente principal de energía para los rumiantes, ya que pueden llegar a 

cubrir cerca del 70% de sus requerimientos energéticos, mientras que en los humanos se estima 

que cubren entre un 5-15% (Bergman, 1990). Adicionalmente, se ha descrito que tanto los AGCC 

como los AGCM pueden ejercer una actividad antimicrobiana in vitro contra patógenos del 

tracto intestinal (Escherichia coli, Salmonella enterica, Shigella flexneri, Campylobacter jejuni, 

Clostridium perfringens) (Skrivanova et al., 2005; Van Immerseel et al., 2006; Van Deun et al., 

2008a). En particular, el octanoato y su monoacilglicérido (monocaprilina) actúan también 

como antimicrobianos contra patógenos de la mastitis bovina, como S. aureus, Streptococcus 

agalactie, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis y E. coli (Nair et al., 2005).
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II. ANTECEDENTES 
 

En nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que los AG (propionato, butirato, 

hexanoato y octanoato) disminuyen la internalización de S. aureus en las CEMB, cuando estas 

células son previamente tratadas con estas moléculas (Tabla 2). En este sentido, el butirato de 

sodio (0.5 mM) disminuye la internalización de S. aureus  en las CEMB en un 50%, además 

regula positivamente elementos de la inmunidad innata durante la infección, como la expresión 

de los genes del péptido antimicrobiano traqueal (TAP) e iNOS (óxido nítrico sintasa inducible), 

y la producción de óxido nítrico. Lo anterior se ha relacionado con el aumento de la acetilación 

de la histona H3 debido al butirato y al estímulo bacteriano (Ochoa-Zarzosa et al., 2009). 

Asimismo, el octanoato de sodio (1 mM) disminuye la internalización de S. aureus en un 50% 

en las CEMB y favorece la expresión de los péptidos antimicrobianos LAP, BNBD4 y BNBD10 

durante la infección. Sin embargo, a una concentración de  0.25 mM de octanoato la 

internalización bacteriana aumenta (160%), condición en la que prácticamente no se observa 

respuesta antimicrobiana por parte de las CEMB (Alva-Murillo et al., 2013). En el mismo sentido, 

las CEMB tratadas con propionato y hexanoato de sodio muestran una reducción en la 

internalización bacteriana entre 27-55% y 39-65%, respectivamente; además, ambos AGCC 

regulan positivamente la expresión del ARNm de TAP, el cual podría estar relacionado con la 

reducción de la internalización bacteriana (Alva-Murillo et al., 2011). 

 
En un estudio posterior, se demostró que los receptores integrinas α5β1 no están 

directamente involucrados en la disminución de la internalización de S. aureus en las CEMB 

mediada por butirato y octanoato de sodio (Alva-Murillo et al., 2016; Alva-Murillo et al., 2017). 

Interesantemente, el NaB favoreció el incremento de la abundancia membranal de las 

integrinas α5β1, lo cual sugiere que podría estar activándose la ruta de señalización regulada 

por estos receptores. Por lo anterior, en el presente trabajo se evaluaron las rutas de 

transducción activadas por las integrinas α5β1/FAK en la internalización de S. aureus en las 

CEMB modulada por los diferentes AG. 
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Tabla 2. Efectos de los AGCC y AGCM sobre la internalización de S. aureus en las CEMB. 

AG Concentración 

(mM) 

Inhibición (%) Expresión de 

genes de RII 

Referencia 

Propionato 1 57 ↑ TAP Alva-Murillo et 

al., 2012 

Butirato 0.5 50 ↑ TAP e iNOS Ochoa-Zarzosa 

et al., 2009 

Hexanoato 0.25 52 ↑ TAP Alva-Murillo et 

al., 2012 

Octanoato 1 50 ↑ LAP, BNBD4 

y BNBD10 

Alva-Murillo et 

al., 2013 
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III. JUSTIFICACIÓN 
 

La mastitis bovina es una de las enfermedades que ocasiona mayores pérdidas en la 

ganadería lechera, siendo S. aureus el principal microorganismo aislado de casos de mastitis 

subclínica. Esta bacteria posee la capacidad de internalizarse en células fagocíticas no 

profesionales como las CEMB a través de mecanismo tipo “zipper”, donde la bacteria utiliza sus 

FnBP las cuales secuestran a la Fn de la MEC formando un complejo que es reconocido por las 

integrinas 51, lo cual activa una cascada de señalización que conduce a la fosforilación de 

FAK y la activación de Rac1, que culminara con la internalización de S. aureus. 

 Con esta estrategia, el patógeno evade la respuesta inmune de las CEMB, favoreciendo 

el desarrollo de enfermedades crónicas y recurrentes potencialmente mortales en tanto en 

humanos como animales, como son la osteomielitis, endocarditis, neumonía, bacteremia, entre 

otras; Y a su vez dificulta su control con antibióticos, ya que estos no llegan hasta el citoplasma 

de la célula, lo cual convierte a la mastitis en una enfermedad difícil de tratar. Una alternativa 

que nuestro grupo de trabajo ha explorado, es el uso de moléculas inmunomoduladoras que 

mejoren la respuesta de la célula hospedera. En este sentido, cuando las CEMB son pretratadas 

con diferentes AG (propionato, butirato, hexanoato y octanoato) se ha reportado que existe 

una disminución en la internalización bacteriana (50%), lo cual se ha asociado con una 

activación de las CEMB a través de una mejora de la respuesta inmune innata.  

Estudios in vitro han demostrado que al inhibir la actividad de la integrina 1, se reduce 

un 40% la internalización de Listeria monocytogenes en células HeLa (Auriemma et al., 2010). 

También se ha reportado que al inhibir la actividad de FAK, se reduce en un 90% la 

internalización de Neisseria meningitidis en células endoteliales microvasculares de cerebro 

humano (HBMEC) (Slanina et al., 2012), así como fibroblastos deficientes de esta cinasa 

presentaron una disminución del 80% de la internalización de S. aureus, con relación a 

fibroblastos silvestres (Agerer et al., 2005). Así mismo, una falla en la cascada de señalización 

fibronectina -> integrina 1 ->  FAK -> DOCK180/Tiam1 impide la activación de Rac1, lo cual se 

asocia con una inhibición importante del proceso de internalización (Bohem et al., 2011).  

En este sentido, se ha reportado que el NaB inhibe la fosforilación de FAK en macrófagos 
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estimulados con LPS (Maa et al., 2010) sin embargo, se desconoce si estos AG interfieren en la 

ruta de señalización de integrinas 51/FAK para reducir la internalización de S. aureus en las 

CEMB. Debido a lo anterior, en el presente trabajo se determinó el papel que juegan los AG 

sobre la ruta de señalización de integrinas 51/FAK involucradas en la reducción de la 

internalización de S. aureus en las CEMB. 
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IV. HIPÓTESIS 
 

Los ácidos grasos (propionato, butirato, hexanoato y octanoato) inhiben la activación de 

la ruta de señalización integrinas α5β1/FAK, lo cual conduce a una disminución en la 

internalización de Staphylococcus aureus en células epiteliales mamarias bovinas. 
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V. OBJETIVOS 
 

V.1. Objetivo general 
 

Determinar los efectos de los ácidos grasos (propionato, butirato, hexanoato y octanoato) 

en la ruta de señalización integrinas α5β1/FAK y su relación con la disminución de la 

internalización de Staphylococcus aureus en células epiteliales mamarias bovinas. 

 

V.2. Objetivos específicos  
 

 Determinar la participación de los receptores integrinas α5β1 en la internalización de 

S. aureus en células epiteliales mamarias bovinas tratadas con ácidos grasos. 

 

 Analizar el estado de activación de la cinasa FAK en células epiteliales mamarias 

bovinas tratadas con ácidos grasos e infectadas con S. aureus. 

 

 Determinar la participación de la Rho GTPasa Rac1 en la internalización de S. aureus en 

células epiteliales mamarias bovinas tratadas con ácidos grasos. 

 

 Establecer la relación entre la ruta de señalización integrinas α5β1/FAK y la 

disminución de la internalización de S. aureus en células epiteliales mamarias bovinas 

tratadas con ácidos grasos. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

VI.1. Estrategia experimental 
 

Para realizar el presente estudio se siguió la estrategia experimental que se encuentra 

representada en la figura 6. Se utilizó un cultivo primario de CEMB), mismas que se trataron con 

los diferentes AG durante 24 h, y se infectaron con S. aureus ATCC 27543 durante 2 h (MDI: 

30:1), para posteriormente evaluar: 1) Expresión de los genes de las subunidades de las 

integrinas 1, 2) abundancia en membrana del dímero de integrinas , 3) adhesión de S. 

aureus, 4) participación de FAK en la internalización, 5) estado de fosforilación de FAK, 6) 

participación de Rac1 en la internalización, y 7) expresión de Rac1.  

 

 

 
 

 

Figura 6. Estrategia experimental. 
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VI.2. Materiales 
 

VI.2.1. Reactivos y cepas 
 

 Sales de los ácidos grasos: propiónico (1 mM), butírico (0.5 mM), hexanoico (0.25 mM) 

y octanoico (1 mM) (Sigma). Estas concentraciones corresponden a las reportadas como 

inhibitorias de la internalización de S. aureus en las CEMB (Ochoa-Zarzosa et al., 2009; 

Alva-Murillo et al., 2011; Alva-Murillo et al., 2013).  

 Anticuerpo monoclonal anti-integrina α5β1 de rata (MAB2514, Chemicon-Millipore). 

Anticuerpos monoclonales anti-FAK (SC-1688), anti-fosfo-FAK (SC-81493, Y397), anti-

GAPDH (SC-47724), anti-Rac1 (SC-514583) de Santa Cruz biotechnology. Anticuerpos 

secundarios anti-ratón IgG acoplado a peroxidasa de rábano picante (7076S, Thermo 

Scientific) y anti-rata (FITC). 

 Inhibidores farmacológicos de FAK (PF573228) y de Rac1 (NSC23766) de Sigma-Aldrich. 

Para determinar la concentración a utilizar se realizaron pruebas de citotoxicidad 

mediante ensayos de exclusión por azul tripano utilizando diferentes concentraciones 

del inhibidor y se eligió aquella que no fuera tóxica para las CEMB (datos no mostrados). 

 Cepa de S. aureus subsp. aureus (ATCC 27543) aislada de un caso de mastitis bovina 

clínica, con capacidad de invadir epitelio y endotelio (Gutiérrez-Barroso et al., 2008; 

Ochoa-Zarzosa et al., 2009). La bacteria fue crecida en caldo Luria Bertani (LB) (5 g de 

NaCl, 10 g de peptona de caseína y 5 g de extracto de levadura, por cada litro de agua, 

BIOXON), a 37 °C durante 18 h. Para los experimentos el cultivo se ajustó a una D.O. de 

0.1 (560 nm), equivalente a 4x10⁷ UFC/ml. 

 

VI.2.2. Cultivo primario de células de epitelio mamario bovino 
 

Se utilizaron células de epitelio mamario bovino (CEMB) obtenidas del tejido alveolar de 

la ubre de una vaca lactante, como se ha descrito previamente por nuestro grupo de trabajo 

(Anaya-López et al., 2006). Se utilizaron CEMB del pasaje 3 al 8 y se cultivaron en cajas de Petri 

(Costar-Corning) con medio mínimo esencial de Dulbecco y F12 de Ham (DMEM/F12K, Sigma) 

suplementado con 10% de suero de ternera (Equitech-Bio), 1% de penicilina-estreptomicina 
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(400 U/ml, GIBCO), 10 μg/ml insulina (Sigma), 10 μg/ml hidrocortisona (Sigma), 250 ng/ml de 

anfotericina B (Invitrogen), ajustado a un pH de 7.4. Las células se incubaron en una atmósfera 

de 5% de CO₂ a 37°C. 

 

VI.2.3. Oligonucleótidos utilizados para qPCR 
 

La expresión de los genes de las subunidades de integrinas y  se cuantificó por 

medio de qPCR. Los oligonucleótidos utilizados se presentan en la Tabla 3. 

 
Tabla 3. Oligonucleótidos para qPRC utilizados en el estudio. 

ESPECIFICIDAD PRIMER SECUENCIA 
5´- 3´ 

FRAGMENTO 
(pb) 

TM 
(˚C) 

REFERENCIA 

Subunidad α5 de 
integrinas 

DIRECTO 
 
 

REVERSO 

TGCAGTGTGAGGCC
GTGTATGAAG 
 
CGGGAGGGAGCGTT
TGAAGAAT 

228 58 Medina-
Estrada et 
al., 2015 

Subunidad β1 de 
integrinas 

DIRECTO 
 
 

REVERSO 

CAACTGCATTTCCGT
GTCTGG 
 
AGGGCATCTTCAGGG
CTTCATAA 

221 59 Medina-
Estrada et 
al., 2015 

Gliceraldehído 3 
fosfato 

deshidrogenasa 
(GAPDH) 

DIRECTO 
 
 

REVERSO 

TCAACGGGAAGCTCA
CTGG 
 
CCCCAGCATCGAAGG
TAGA 

237 56.9 Yonezawa et 
al., 2009 

 
 
 

VI.3. Metodología 
 

VI.3.1. Análisis de la expresión relativa de los genes de la subunidad α5 y β1 del 
receptor de integrinas en las CEMB 
 

Para realizar los experimentos de expresión de genes se evaluaron las siguientes 

condiciones: CEMB, CEMB + S. aureus, CEMB + AG, y CEMB + AG + S. aureus. Se extrajo el ARN 

total (5 μg) de las CEMB usando Trizol (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del 
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proveedor y después se sintetizó el ADNc. La muestra obtenida se trató con ADNasa I 

(Invitrogen) para remover cualquier contaminación con ADN. Se realizó la síntesis de ADNc por 

la reacción de transcripción reversa (RT) en un volumen final de 20 μl conteniendo: 25 μg/ml de 

oligo d(T) 15-18 (Invitrogen), 500 nM de dNTP´s Mix (Invitrogen). La reacción se incubó a 65°C 

por 5 min y se guardó 5 min en hielo. Posteriormente, se añadieron 4 μl de 5X First-Strand Buffer 

(Invitrogen), 10 mM de ditiotreitol (Invitrogen) y 2 U/μl de inhibidor de ARNasa (RNAsa Out, 

Invitrogen), y se incubó a 37°C durante 2 min. Finalmente, se adicionaron 10 U/μl de la enzima 

transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen) y se incubó a 37°C por 50 min. La reacción se inactivó 

a 70°C por 15 min. Para confirmar la integridad del ADNc sintetizado se realizó una PCR punto 

final, usando los oligonucleótidos específicos para el gen constitutivo de la enzima 

gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). 

La cuantificación relativa de la expresión de genes se realizó con el método Ct 

comparativo (ΔΔCt) en el sistema StepOne Plus Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems) de 

acuerdo con las instrucciones del proveedor. La reacción se llevó a cabo con SYBR Green PCR 

Master Mix (Applied Biosystems), con 0.9 pmol/μl de cada oligonucleótido, 250 ng de ADNc y 

agua grado biología molecular. Se utilizaron oligonucleótidos específicos para amplificar los 

genes que codifican para la subunidad 5 y 1 de las integrinas (Tabla 3) (Medina-Estrada et al., 

2015). Como control interno (gen endógeno) se utilizó el gen de la GAPDH (Yonezawa et al., 

2009). 

 

VI.3.2. Determinación de la adhesión de S. aureus en las CEMB tratadas con AG 
 

Se adicionó colágena tipo I de cola de rata a cajas de cultivo de 24 pozos (Costar-Corning), 

donde se cultivaron monocapas confluentes de CEMB (80x103 células/pozo), y se agregó 

medio DMEM/F12K sin suero y sin antibióticos 24 h antes de poner el tratamiento con AG (24 

h). Posteriormente, se realizaron a la par ensayos de protección con gentamicina (EPG), 

(Gutiérrez-Barroso et al., 2008; Alva-Murillo et al., 2015), y ensayos de adhesión infectando las 

CEMB con la cepa de S. aureus, empleando una multiplicidad de infección (MDI) de 30 bacterias 

por célula, durante 2 h a 37°C.. Para el caso de los ensayos de protección se lavaron las CEMB 3 

veces con PBS y se agregó gentamicina (40 μg/ml) para eliminar a las bacterias no internalizadas, 
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se incubó durante 30 min a 37°C y pasado el tiempo con el antibiótico, se lavaron nuevamente 

las CEMB 3 veces con PBS. Para los ensayos de adhesión las CEMB sólo se lavaron 3 veces 

después de la infección y se despegaron del plato con 0.05% tripsina-EDTA (Gibco) (ambos 

ensayos), posteriormente, se recuperaron por centrifugación (600 x g/10 min), para después 

lisarlas mediante choque osmótico con 250 μl de agua destilada estéril y obtener así las 

bacterias que fueron internalizadas y/o adheridas. Se distribuyeron alícuotas de 200 μl del lisado 

celular en agar LB (caldo LB con 10 g/l de agar bacteriológico, BIOXON), y se incubaron a 37°C 

por 18 h. Finalmente, se realizó un conteo total de las UFC y al porcentaje de UFCs adheridas se 

le restó el porcentaje de UFCs internalizadas. 

 

VI.3.3. Medición de la abundancia del receptor de integrinas α5β1 en la membrana 
plasmática de las CEMB a través de citometría de flujo 
 

Se adicionó colágena tipo I de cola de rata a cajas de cultivo de 24 pozos (Costar-Corning), 

donde se cultivaron monocapas confluentes de las CEMB (80x10³ células/pozo), y se agregó 

medio DMEM/F12K sin suero y sin antibióticos 24 h antes de poner el tratamiento con ácidos 

grasos (24 h). Se llevó a cabo el ensayo de protección con gentamicina y pasado el tiempo 

requerido se lavaron las células 3 veces con PBS frío y se despegaron con 0.05% tripsina-EDTA 

(Gibco). Posteriormente, se recuperaron las células por centrifugación (600 x g/10 min) a 4°C, y 

se lavó la pastilla 2 veces con PBS frío por centrifugación (2 min/600 x g) a 4°C, sin resuspender. 

Las células de fijaron con paraformaldehído (4%) 10 min a 4°C, se lavó dos veces la pastilla y se 

incubó con suero de caballo al 5% en PBS (para bloquear las uniones inespecíficas), se 

resuspendió e incubó durante 30 min en hielo. Se recuperó la pastilla y se incubó con el 

anticuerpo anti-integrina MAB2514 (10 μg/ml) toda la noche a 4°C. Esto se realizó en agitación 

y evitando el contacto con la luz. A los controles, que solamente llevaban el anticuerpo 

secundario, no se les adicionó el anticuerpo primario, solo se añadió suero de caballo al 5% en 

PBS. Cumplido el tiempo, se recuperaron las células por centrifugación y se lavaron dos veces 

con PBS frío. Se centrifugó nuevamente y se incubó con el anticuerpo secundario acoplado a 

Isotiocianato de fluoresceína (FITC) (1:50 en PBS). Luego, se resuspendieron las CEMB y se 

incubaron durante 2 h en agitación, en hielo y cubiertas de la luz. Se recuperó la pastilla por 
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centrifugación y se lavó 2 veces con PBS, la pastilla se resuspendió en 100 μl de PBS frío. 

Finalmente, se llevó a cabo la medición de la abundancia en membrana de la proteína en un 

citómetro de flujo Accuri BD C6, midiendo 10,000 eventos por condición. Los datos se analizaron 

con el software BD Accuri C6. 

 

VI.3.4. Participación de FAK y Rac1 en la internalización de S. aureus en las CEMB 
tratadas con los ácidos grasos 
 

Se adicionó colágena tipo I de cola de rata a cajas de cultivo de 24 pozos (Costar-Corning), 

donde se cultivaron monocapas confluentes de las CEMB (80x103 células/pozo), y se agregó 

medio DMEM/F12K sin suero y sin antibióticos 24 h antes de poner el tratamiento con AG (24 

h). Pasadas las 24 h, se incubaron las CEMB con 10 µg/ml del inhibidor de la cinasa FAK 

(PF573228) o 10 mM del inhibidor de Rac1 (NSC23766) durante 30 min y se realizó el ensayo de 

protección con gentamicina como se describe en el apartado VI.3.2 (Gutiérrez-Barroso et al., 

2008; Alva-Murillo et al., 2015). Para los ensayos de protección con gentamicina, no se 

consideraron las bacterias adheridas. 

 

VI.3.5. Ensayos de Western blot 
 

Se adicionó colágena tipo I de cola de rata a cajas de cultivo de 60 x 15 mm (Costar-

Corning), donde se cultivaron monocapas confluentes de las CEMB (1x106 células/pozo), y se 

agregó medio DMEM/F12K sin suero y sin antibióticos 24 h antes de poner el tratamiento con 

AG (24 h). Se llevó a cabo el ensayo de protección con gentamicina y pasado el tiempo 

requerido, se lavaron las células 3 veces con PBS frío y se procedió a la extracción de proteínas 

totales usando el buffer RIPA (150 mM NaCl, 1.0% NP-40, 0.5% desoxicolato de sodio, 0.1% SDS, 

50 mM Tris-HCl, pH 8.0). Las concentraciones de proteína se determinaron por el método de 

Bradford, y se analizó 20-30 g de cada muestra en un gel SDS-PAGE 10% (Green y Sambrook, 

2012). Las muestras se transfirieron a una membrana de polivinilidenofluoruro (PVDF) y se 

bloquearon con leche descremada en PBS (0.5%) por 2 h en agitación, después se incubaron de 

manera independiente con los anticuerpos primarios anti-FAK, anti-fosfo-FAK o anti-Rac1 

(1:250), toda la noche a 4°C. Como control de carga se utilizó GAPDH, la cual se determinó con 
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el anticuerpo anti-GAPDH (1:300). Las uniones específicas del anticuerpo se detectaron con un 

anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa (1/2500) y se potenció por quimioluminiscencia 

(Luminol, Li-Cor C41008-02). Finalmente, las marcas fueron reveladas en una placa de rayos X. 

 

VI.3.6. Análisis de datos 
 

Los datos se obtuvieron de tres experimentos independientes por triplicado, y se 

compararon con análisis de varianza (ANOVA) y una prueba de t de student. Los resultados se 

reportaron como el promedio ± el error estándar (EE) con un nivel de significancia de P<0.05. 

Para el análisis de qPCR los niveles de expresión relativa de genes mayores a 2 o menores a 0.5 

se consideraron estadísticamente significativos (Morey et al., 2006). 
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VII. RESULTADOS  
 

VII.1. El NaP y NaH regulan diferencialmente la expresión del gen de la 

subunidad 5 de las integrinas, pero no modifican la expresión del gen 

de la subunidad  en las CEMB 
 

El mecanismo de internalización tipo “zipper” es el mejor descrito para S. aureus y las 

integrinas 51 son moléculas clave en el inicio de este proceso. Diversos estudios de nuestro 

grupo de trabajo han demostrado que los AGCC y AGCM (NaP, NaB, NaH y NaO) reducen la 

internalización de S. aureus en las CEMB (Ochoa-Zarzosa et al., 2009; Alva-Murillo et al., 2011; 

Alva-Murillo et al., 2013). Asimismo, estudios previos han demostrado que el NaB (Alva-Murillo, 

2016) y NaO (datos no publicados) no modifican la expresión de los genes de las subunidades 

de integrinas; sin embargo, se desconoce el efecto que ejercen el NaP y NaH. Por lo anterior, se 

evaluó el efecto de estos dos AG sobre la expresión de genes de las subunidades de las 

integrinas 51 en las CEMB. Los resultados mostraron que el NaP indujo significativamente la 

expresión de la subunidad 5 (6 veces). Mientras que el NaH favoreció la expresión de la 

subunidad 5 (2 veces) solo en presencia del estímulo bacteriano (Fig. 7A). Por otro lado, no 

se observó una modificación en la expresión de la subunidad 1 por efecto de ninguno de los 

AG evaluados (Fig. 7B). 
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Figura 7. Análisis de la expresión de las subunidades 5 y 1 de la integrina en las CEMB por efecto de los AG y la 
infección con S. aureus. Las células se trataron con 1 mM NaP o 0.25 mM NaH por 24 h, posteriormente se 
infectaron por 2 h (MDI 30:1). El análisis de la expresión se realizó por RT-qPCR. Se muestra la expresión relativa 

del gen de la subunidad (A) 5 y (B)  de la integrina, utilizando como control de referencia a GAPDH. Se 
consideraron estadísticamente significativos los niveles de expresión relativa de genes mayores a 2 o menores a 
0.5 veces. 

 

VII.2. El NaP y NaH disminuyen la abundancia del receptor de integrinas 
α5β1 en la membrana plasmática de las CEMB  

 
Las integrinas se encuentran tanto a nivel citoplasmático como membranal donde actúan 

como receptores para proteínas de la matriz extracelular, lo cual les permite mantener una 

comunicación constante entre el interior de la célula y la matriz extracelular y viceversa. Es a 

través de estos receptores que S. aureus logra internalizarse en las CEMB. Estudios previos del 

grupo de trabajo han demostrado que el NaB  favorece (2 veces) la AM de integrinas α5β1 

(Alva-Murillo, 2016), mientras que el NaO no la modifica (Alva-Murillo, 2013), y en ambos casos 

el estímulo bacteriano no modifica el efecto obtenido por el tratamiento con AG. Sin embargo, 

se desconoce el efecto que ejercen el NaP y NaH sobre la AM de integrinas α5β1, por lo que se 

evaluó si los AG (NaP y NaH) afectan la abundancia en membrana (AM) del heterodímero de 

integrinas α5β1 en las CEMB. Los resultados mostraron que el estímulo bacteriano disminuye 

la AM (40%), los cual era esperado debido a que los receptores se internalizan en conjunto 

con la bacteria. Asimismo, se observa que ambos AG disminuyeron la AM de las integrinas en 
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las CEMB (50%), la cual no se modificó significativamente cuando las células fueron infectadas 

con S. aureus (Fig. 8), esto resulta interesante debido a que al no observarse una mayor 

disminución en la AM cuando las CEMB tratadas con los AG fueron expuestas al estímulo 

bacteriano, es probable que los AG pudieran estar ejerciendo un efecto sobre elementos río 

abajo en la ruta de señalización de integrinas α5β1.  

 

 

 

Figura 8. Efecto de los AG sobre la abundancia en membrana de los receptores integrinas  en las CEMB. A) 

Abundancia en membrana de los receptores integrinas la cual fue medida por citometría de flujo. B) 
Histogramas representativos. Las células se trataron con 1 mM NaP o 0.25 mM NaH por 24 h, posteriormente se 
infectaron por 2 h (MDI 30:1). La intensidad de fluorescencia se estimó a partir de 10,000 eventos por condición. 
Cada barra muestra el resultado de tres experimentos independientes por triplicado ± SE. Los grupos conectados 
por la misma letra no son significativamente diferentes (t- student P<0.05). 
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VII.3. El NaP y NaH disminuyen la adhesión de S. aureus en las CEMB, 
mientras que el NaB y NaO la aumentan 

 
Por otro lado, se sabe que S. aureus se internaliza en las CEMB a través de sus proteínas 

de unión fibronectina (FnPB) formando un complejo FnPB-Fn que es reconocido por las 

integrinas lo cual le permite adherirse a la célula hospedera y posteriormente 

internalizarse. Por lo anterior, se evaluó si los AG intervienen en el proceso de adhesión de S. 

aureus en las CEMB. Los resultados mostraron que el NaB y NaO favorecen la adhesión de S. 

aureus en un 38 y 29%, respectivamente. Estos datos sugieren que el efecto inhibitorio de 

ambos AG en la internalización de S. aureus no está relacionado directamente con una 

disminución de la adhesión bacteriana. Sin embargo, para el caso del NaP y NaH si pudiera tener 

una relación ya que ambos AG disminuyeron la adhesión de S. aureus en 50% (Fig. 9).  

 

 
Figura 9. Efecto de los AG sobre la adhesión de S. aureus en las CEMB. Las células se trataron con 1 mM NaP, 0.5 
mM NaB, 0.25 mM NaH y 1 mM NaO durante 24 h y se infectaron por 2 h (MDI 30:1). El número de bacterias 
adheridas se representa como el porcentaje de adhesión menos el porcentaje de internalización con base en las 
UFC recuperadas después de la lisis celular representando como 100% las células incubadas con medio incompleto 
(CEMB). Cada barra muestra el resultado de tres experimentos independientes por triplicado ± SE. Los grupos 
conectados por la misma letra no son significativamente diferentes (ANOVA, P<0.05). 
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VII.4. La cinasa FAK es importante durante la disminución de la 
internalización de S. aureus en las CEMB modulada por AG 

 
FAK es una cinasa que participa de manera importante en el mecanismo de internalización 

tipo “zipper” ya que al unirse a la subunidad de las integrinas se autofosforila, y esto le permite 

activar a otras proteínas que median el rearreglo del citoesqueleto de actina así como el proceso 

de endocitosis. Con el objetivo de evaluar la participación de FAK en la reducción de la 

internalización de S. aureus en las CEMB por efecto de los AG, se realizaron ensayos de 

protección con gentamicina usando un inhibidor farmacológico de esta cinasa (PF573228). Los 

resultados mostraron, como se esperaba, que la internalización de S. aureus disminuyó al inhibir 

la actividad de la cinasa (60%). Interesantemente, este efecto se potenció (72-77%) al tratar 

a las células con los diferentes AG en presencia del inhibidor, esto sugiere que la cinasa FAK es 

necesaria para la internalización y que los AG interfieren en su estado de activación 

(fosforilación) (Fig. 10). 

 

 

Figura 10. Participación de FAK en la reducción de la internalización de S. aureus regulada por AG. Las células se 
trataron con 1 mM NaP, 0.5 mM NaB, 0.25 mM NaH y 1 mM NaO durante 24 h, después se incubaron con un 

inhibidor farmacológico de FAK (10 g/ml, 30 min). Posteriormente, las células se infectaron por 2 h (MDI 30:1). El 
número de bacterias internalizadas se representa como el porcentaje de internalización con base en las UFC 
recuperadas después de la lisis celular, representando como 100% las células incubadas con el vehículo (DMSO 
0.1%). PF573228: inhibidor de FAK. Cada barra muestra el resultado de tres experimentos independientes por 
triplicado ± SE. Los grupos conectados por la misma letra no son significativamente diferentes (ANOVA, P<0.05). 
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VII.5. Los AGCC y AGCM modulan de manera diferencial la activación de la 
cinasa FAK  

 
Se ha reportado que FAK es necesaria para la internalización bacteriana en CFNP y que los 

AG como el NaB intervienen en su estado de activación. Por ello se evaluó su estado de 

activación durante la reducción de la internalización de S. aureus en las CEMB regulada por AG. 

Se realizaron ensayos de Western blot detectando la fosforilación del residuo Y397, debido a 

que es el sitio canónico de activación de FAK cuando este se une a la subunidad de las 

integrinas. Los resultados mostraron que hay una mayor fosforilación de FAK cuando las CEMB 

son infectadas; sin embargo, cada AG tiene un efecto distinto sobre el estado de activación de 

FAK (Fig. 11).  

Para el caso del NaP (Fig. 11A), no se observó una modificación significativa en el estado 

de activación de FAK por efecto del AG respecto a las CEMB. Sin embargo, se observó que el 

NaP inhibe la fosforilación inducida por el estímulo bacteriano. Por otro lado, el NaB (Fig. 11B) 

no modificó el estado de activación de FAK respecto al control (CEMB) y tampoco cuando las 

CEMB fueron infectadas. Interesantemente, el NaH disminuyó de manera considerable la 

activación de FAK inducida por el estímulo bacteriano (40%) (Fig. 11C). Finalmente, el NaO (Fig. 

11D) favoreció la fosforilación de FAK (1.5 veces); sin embargo, este efecto se revirtió a los 

niveles basales cuando las CEMB fueron infectadas con S. aureus. Estos datos indican que los 

AG disminuyen la activación de FAK cuando las CEMB son expuestas al estímulo bacteriano, lo 

cual se relaciona directamente con la disminución en la internalización de S. aureus en las CEMB. 

Sin embargo, por si solos cada AG modifica de manera diferencial la actividad de FAK. 
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Figura 11. Estado de activación de FAK durante la reducción de la internalización de S. aureus modulada por AG. A) 
NaP disminuye la fosforilación de FAK en presencia del estímulo bacteriano. B) NaB disminuye la fosforilación de 
FAK en presencia del estímulo bacteriano. C) NaH disminuye la fosforilación de FAK en presencia del estímulo 
bacteriano. D) NaO induce la fosforilación de FAK, pero el estímulo bacteriano la revierte. A la derecha se muestran 
imágenes representativas de los datos obtenidos por Western blot. Las células fueron tratadas con los diferentes 
AG durante 24 h e infectadas con S. aureus durante 2 h. Se usaron extractos proteicos totales para evaluar la 
fosforilación de FAK por Western blot. En el ensayo de Western blot se identificó FAK y pFAK en CEMB tratadas con 
AG. La activación de FAK fue calculada con un análisis de densitometría (con el software ImageJ), para lo cual se 

consideró como pFAK la banda indicada con la flecha roja, correspondiente a 125 kDa. Como control de carga se 
utilizó un anticuerpo anti-GAPDH. Cada barra muestra el resultado de dos experimentos independientes ± SE. Los 
grupos conectados por la misma letra no son significativamente diferentes (ANOVA, P<0.05). 
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VII.6. La pequeña Rho GTPasa Rac1 participa de manera importante en la 
internalización de S. aureus en las CEMB 

 

Rac1 es una pequeña Rho GTPasa que participa de manera importante en los rearreglos 

del citoesqueleto de actina (formación de lamelipodios), lo cual está directamente relacionado 

con la internalización bacteriana, además se ha reportado que esta GTPasa es importante en la 

internalización de C. jejuni, por lo que se evaluó su participación en la internalización de S. 

aureus en CEMB tratadas con AG, mediante ensayos de protección con gentamicina y el uso de 

un inhibidor farmacológico (NSC23766). Los datos obtenidos mostraron que al inhibir la 

actividad de la GTPasa la internalización se ve inhibida (71%), dicho efecto aumentó aún más 

al tratar las CEMB con los AG en presencia del inhibidor (Fig. 12), estos datos demuestran la 

importancia de la GTPasa Rac1 durante el proceso de internalización y sugieren que los AG 

interfieren con su actividad. 

 

 
Figura 12. Participación de la GTPasa Rac1 en la disminución de la internalización de S. aureus modulada por AG.  Las 
células se trataron con 1 mM NaP, 0.5 mM NaB, 0.25 mM NaH y 1 mM NaO durante 24 h, después se incubaron 

con un inhibidor farmacológico de Rac1 (10 g/ml, 30 min). Posteriormente, las células se infectaron por 2 h (MDI 
30:1). El número de bacterias internalizadas se representa como el porcentaje de internalización con base en las 
UFC recuperadas después de la lisis celular, representando como 100% las células incubadas con vehículo (DMSO 
0.1%). NSC23766: inhibidor de Rac1. Cada barra muestra el resultado de tres experimentos independientes por 
triplicado ± SE. Los grupos conectados por la misma letra no son significativamente diferentes (ANOVA, P<0.05). 
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VII.7. Los ácidos grasos disminuyen la expresión de la GTPasa Rac1 en  
CEMB infectadas con S. aureus 

 
Rac1 es una GTPasa de la familia de Rho, las cuales son conocidas como reguladores del 

citoesqueleto de actina. En este sentido se ha visto que existe una relación entre la activación 

de FAK y las GTPasas, por lo que se evaluó su actividad en presencia de NaH y NaO, ya que 

fueron los AG que tuvieron un mayor efecto sobre el estado de activación de FAK. 

Interesantemente, ambos AG inhibieron significativamente a Rac1, y este efecto se mantuvo 

aun en presencia del estímulo bacteriano, lo cual pudiera explicar por qué aunque FAK se esté 

activando (efecto del NaO, Figura 11), se disminuye la internalización (Fig. 13). 

 

 

 
Figura 13. Los ácidos grasos regulan la expresión de Rac1 en CEMB infectadas con S. aureus. El efecto del NaH se 
muestra en (A), mientras que el efecto del NaO se presenta en (B). A la derecha se muestran imágenes 
representativas de los datos obtenidos por Western blot. Las células fueron tratadas con los diferentes AG durante 
24 h e infectadas con S. aureus durante 2 h (MDI 30:1). Se usaron extractos proteicos totales para evaluar la 
expresión de Rac1 en las CEMB tratadas con NaH y NaO. La expresión de la proteína fue calculada con un análisis 
de densitometría (con el software ImageJ). Como control de carga se utilizó un anticuerpo anti- GAPDH. Cada barra 
muestra el resultado de dos experimentos independientes ± SE. Los grupos conectados por la misma letra no son 
significativamente diferentes (ANOVA, P<0.05). 
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VIII. DISCUSIÓN  
 

La mastitis bovina (MB) se encuentra posicionada entre las enfermedades más costosas 

de la ganadería lechera a nivel mundial, ya que es una enfermedad altamente prevalente, 

particularmente la MB subclínica, ya que ésta no muestra signos y solo puede ser detectada a 

través de pruebas específicas (por ej. Prueba de California). Esto hace que la mastitis subclínica 

sea una enfermedad difícil de tratar y que su diagnóstico sea complicado, ya que está asociada 

con infecciones crónicas y recurrentes ocasionadas por Staphylococcus aureus (Fernández et 

al., 2012; Thompson-Crispi et al., 2014). Por lo anterior, se han evaluado alternativas para su 

control destacando aquellas que evalúan el uso de moléculas inmunomoduladoras con el 

objetivo de mejorar la respuesta de defensa del hospedero. Entre estas moléculas se 

encuentran el uso de péptidos antimicrobianos (Báez-Magaña et al., 2018; Díaz-Murillo et al., 

2016; Malvisi et al., 2016), enzimas (Breyne et al., 2018), extractos de plantas (Beccaria et al., 

2018; Bhatt et al., 2014), vitaminas (Téllez-Pérez et al., 2012; Wei et al., 2014), hormonas 

(Medina-Estrada et al., 2015; Medina-Estrada et al., 2016), ácidos grasos (Ochoa-Zarzosa et al., 

2009; Alva-Murillo et al., 2011; Alva-Murillo et al., 2013; Wei et al., 2017), entre otros.  

Diversos reportes han demostrado que los ácidos grasos son moléculas 

inmunomoduladoras atractivas, ya que actúan como antiinflamatorios (Hoshimoto et al., 2002; 

Tedelind, 2007; Meijer et al., 2010; Vinolo et al., 2011) y como reguladores de la expresión de 

genes de la respuesta inmune innata (Meijer, 2010). En este sentido, en nuestro grupo de 

trabajo se ha evaluado el papel inmunomodulador de AGCC y AGCM en la interacción S. aureus-

CEMB, demostrado que el NaP, NaB, NaH y NaO reducen la internalización de S. aureus en estas 

células (Ochoa-Zarzosa et al., 2009; Alva-Murillo et al., 2011; Alva-Murillo et al., 2013). Sin 

embargo, se desconoce el efecto de estos AG sobre la ruta de señalización de integrinas 

/FAK y su asociación con la disminución de la internalización de S. aureus en las CEMB. Por 

lo anterior, en este trabajo se determinó el papel que tiene la ruta de integrinas 51/FAK en 

la reducción de la internalización de S. aureus regulada por AG en las CEMB. 

 S. aureus es el principal patógeno aislado de casos de MB subclínica, lo cual se ha 

relacionado con la presencia de cepas facultativas intracelulares que tienen la capacidad de 

internalizarse en células fagocíticas profesionales y no profesionales como las CEMB (Fraunholz 
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y Sinha, 2012; Löffler et al., 2014). El mecanismo de internalización mejor descrito para esta 

bacteria es el tipo “zipper”, donde las FnPB presentes en la superficie de la bacteria forman un 

complejo con la fibronectina que se encuentra dispersa en la matriz extracelular, este complejo 

es reconocido por las integrinas  que se encuentran en la membrana de la célula 

hospedera. La relevancia de estos receptores en la internalización de S. aureus se ha 

demostrado bloqueando su actividad con anticuerpos funcionales, observándose que se reduce 

la endocitosis de la bacteria al inhibir su funcionamiento (Alva-Murillo et al., 2016; Medina-

Estrada et al., 2013). Es por ello que como un primer acercamiento en este trabajo se evaluó el 

efecto del NaP y NaH sobre la expresión de los genes de integrinas. Los resultados mostraron 

que el NaP y NaH en presencia del estímulo bacteriano inducen la expresión de la subunidad 5 

(6 y 2 veces, respectivamente); sin embargo, estos AG no modularon la expresión del gen de 

la subunidad , la cual participa de forma activa en la ruta se señalización de integrinas 

/FAK. Estos datos concuerdan con lo reportado previamente por nuestro grupo de trabajo 

(Alva-Murillo et al., 2016), donde el NaB no afectó la expresión de genes de las integrinas. 

Asimismo, se observó que el estímulo bacteriano generó un ligero aumento en la expresión del 

gen de la subunidad  y una disminución en la subunidad , efecto reportado previamente 

(Alva-Murillo et al., 2016; Medina-Estrada et al., 2015). 

Por otro lado, se evaluó si la abundancia en membrana de los receptores de integrinas se 

afectaba por estos AG (NaP y NaH). Los datos obtenidos mostraron que existe una disminución 

considerable en la AM de estos receptores con ambos AG (50%) (Fig. 8). Interesantemente, 

estos datos coinciden con una disminución de la adhesión (50%) de S. aureus en las CEMB 

favorecida por ambos AG (Fig. 9). Estos resultados sugieren  que estos AG afectan la estabilidad 

del heterodímero de integrinas, causando una menor disponibilidad de receptores en la 

membrana y por lo tanto un menor porcentaje de adhesión. Esos datos difieren de lo observado 

para el NaB y NaO, los cuales favorecen el proceso de adhesión (Fig. 9), pero no la 

internalización. En concordancia con el incremento de la adhesión regulada por el NaB y NaO, 

Alva- Murillo et al (2016) reportaron que el NaB incrementa la AM de las integrinas y que con 

el NaO se mantiene sin modificación. Estos resultados sugieren una acción diferencial por parte 

de los AG sobre el proceso de internalización. Por una parte, el NaP y NaH podrían estar 
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afectando la estabilidad del heterodímero de integrinas que conduce a una disminución de la 

adhesión de la bacteria y por eso la disminución en la internalización; pero en el caso del NaB y 

NaO estos podrían tener un efecto sobre elementos río abajo en la ruta de señalización de 

integrinas α5β1/FAK, ya que se observó una disminución de la internalización de la bacteria no 

obstante que la adhesión se incrementó, lo cual sugiere que podrían estar afectándose 

mecanismos que permiten que se lleve a cabo el rearreglo del citoesqueleto de actina, así como 

el proceso de endocitosis. 

El comportamiento diferencial de los AG sobre la adhesión llevó a analizar río abajo otros 

elementos del mecanismo de internalización tipo “zipper”, entre ellos la cinasa de adhesión 

focal (FAK). Esta proteína se une a la subunidad de las integrinas a través de paxilina y talina, 

lo cual permite su autofosforilación lo que conduce a la activación de otras proteínas que 

median el rearreglo del citoesqueleto de actina, necesario para la internalización bacteriana 

(Samarel, 2014). Los resultados mostraron que la internalización de S. aureus se reduce (60%) 

al bloquear la actividad de la cinasa con el inhibidor farmacológico PF573228, estos datos 

concuerdan con lo reportado en un estudio donde fibroblastos deficientes de FAK reducen su 

capacidad de internalizar a S. aureus (80%) (Agerer et al., 2005). Por otro lado, se observó que 

en todas las condiciones donde las células fueron tratadas con AG, el efecto del inhibidor se 

potenció (Fig. 10), esto refuerza la hipótesis de que los AG interfieren en el estado de activación 

de FAK. Cabe mencionar que existen otros mecanismos a través de los cuales S. aureus se 

internaliza (Integrinas 1, 3, TLR2/TLR6, CD36, entre otros), es por esto que la internalización 

no es inhibida por completo (Auriemma et al., 2010; Alva-Murillo et al., 2014). 

Para corroborar lo anterior se determinó el estado de activación de FAK en presencia de 

los AG y la infección. Para esto se realizaron ensayos de Western blot detectando la fosforilación 

de Y397 debido a que es el sitio donde FAK se autofosforila después de unirse con la subunidad 

de las integrinas (Alanko e Ivaska, 2016). Los resultados mostraron que, como se esperaba, 

hay una mayor fosforilación de FAK cuando las CEMB son infectadas (Fig. 11), esto concuerda 

con lo reportado previamente por nuestro grupo de trabajo (Medina-Estrada et al., 2017). Sin 

embargo, al tratar las CEMB con los AG se observó que estos tienen un efecto diferencial sobre 

el estado de activación de FAK. Por una parte, el NaP no modificó de manera significativa la 
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fosforilación de FAK, aunque se observó una ligera disminución de la fosforilación cuando las 

CEMB fueron expuestas al estímulo bacteriano (20%). El NaB no modificó la fosforilación de 

FAK respecto a las CEMB, aunque disminuyó el efecto de la infección. Esto difiere de lo 

reportado en la literatura, Maa et al (2010) reportan que el NaB disminuye la fosforilación de 

FAK; sin embargo, esto pudiera deberse a que las concentraciones de NaB no son las mismas (2 

mM); además, son modelos diferentes (macrófagos murinos y PEM de rata estimulados con 

LPS). Esto es importante ya que diversos estudios demuestran que tanto la concentración como 

el contexto en que se evalué el efecto de los AG, pueden modificar el resultado obtenido. En 

este sentido se ha reportado que el NaO a diferentes concentraciones puede inducir o inhibir 

(0.25 mM y 1mM, respectivamente) la internalización de S. aureus en las CEMB (Alva-Murillo et 

al., 2013). Asimismo, se ha visto que el NaB y NaO actúan como moléculas proinflamatorias en 

las CEMB (Andoh et al., 2000; Meijer et al., 2010; Sunkara et al., 2012), mientras que en un 

ambiente inflamatorio, estas moléculas presentan un efecto antiinflamatorio (Hoshimoto et al., 

2002; Blais et al., 2007; Weng et al., 2007; Vinolo et al., 2011; Chen et al., 2018).  

Los datos obtenidos para el NaH muestran que este AG no modificó significativamente la 

fosforilación de FAK, aunque se observó una disminución de la fosforilación en las CEMB 

infectadas (50%) cuando las CEMB fueron tratadas con NaH y expuestas al estímulo 

bacteriano. Por otro lado, el NaO en presencia del estímulo bacteriano disminuyó la 

fosforilación de FAK, mientras que el AG solo la favoreció (1.5 veces), esto pudiera deberse a 

que existen diversos mecanismos de activación de FAK, uno de ellos es a través de la activación 

de receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) (Schlaepfer et al., 2004). Se sabe que los AGCC 

y AGCM interactúan a nivel de membrana con los receptores GPR41 y GPR43 (Tang et al., 2011); 

sin embargo, se requiere de experimentos adicionales para evaluar la participación de los 

receptores GPCR en este proceso. En el mismo sentido, se sabe que FRNK (no cinasa relacionada 

a FAK) es una isoforma de FAK que actúa como un inhibidor endógeno, no contiene el dominio 

cinasa y compite por el sitio de unión a adhesiones focales (FAT), y a su vez al unirse a dichas 

adhesiones promueve su desensamble (Zac et al., 2017; Naser et al., 2018), lo cual pudiera estar 

asociado a la disminución en la AM de integrinas, por lo que sería interesante determinar el 

efecto de los AG sobre la expresión de FRNK. 



PIMCB | LGA Monica Guadalupe Sánchez Ceja 
 

47 
 

Los resultados experimentales indican que los AG actúan de manera diferencial sobre la 

ruta de señalización de integrinas α5β1/FAK; sin embargo, todos inducen una disminución en la 

internalización de S. aureus en las CEMB. En este sentido se ha reportado que cuando la 

fibronectina se adhiere a las células (a través de las integrinas) se forman complejos focales 

favoreciéndose la fosforilación de FAK, lo cual se produce de manera independiente de las 

GTPasas de la familia Rho. Sin embargo, la posterior fosforilación de FAK se produce de una 

manera dependiente de las GTPasas Rho (Clark, 1998). Esto permite sugerir que si todos los AG 

disminuyen la internalización de S. aureus (efecto potenciado en presencia del inhibidor de 

FAK),  pero no se presenta en todos los casos una disminución de la fosforilación de FAK, es 

probable que estos AG estén interviniendo en la actividad de las GTPasas dependientes de Rho, 

como Rac1, lo cual estaría impidiendo que se den los rearreglos del citoesqueleto necesarios 

para la endocitosis de la bacteria.  

Por lo anterior, se evaluó la participación de la GTPasa Rac1 en el proceso de 

internalización. Los datos mostraron que al inhibir la actividad de esta GTPasa hay una 

disminución considerable de la internalización (71%), la cual se incrementa al tratar las CEMB 

previamente con los AG (Fig. 12); sin embargo, no se inhibe completamente ya que existen otros 

mecanismos de internalización (Auriemma et al., 2010; Alva-Murillo et al., 2014). Además, 

interesantemente la inhibición de la internalización fue similar a los datos obtenidos inhibiendo 

FAK, lo cual sugiere que existe una relación importante FAK -> Rac1, ya que ambas son 

importantes durante el proceso de internalización. Estos resultados indican que efectivamente 

Rac1 tiene una participación importante en el proceso de internalización y que los AG interfieren 

con su actividad.  

Para demostrar si los AG afectan la actividad de la GTPasa Rac1 se determinó su presencia 

en CEMB tratadas con NaH y NaO, ya que fueron los AG que tuvieron un mayor efecto sobre el 

estado de activación de FAK. Se observó que ambos AG inhiben casi en su totalidad la presencia 

de la GTPasa Rac1, lo cual permite dar una posible explicación al hecho de que, a pesar de que 

FAK está activándose, hay una reducción en el proceso de internalización, ya que esta GTPasa 

participa de forma importante en los rearreglos del citoesqueleto que median los procesos de 

endocitosis. Además, previamente se ha reportado que esta GTPasa es importante en el 
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proceso de internalización de S. aureus y C. jejuni (Bohem et al., 2011; Sayedyahossein et al., 

2018). 

Todos estos datos en conjunto muestran que existe una relación importante entre las 

integrinas α5β1  FAK  Rac1  internalización de S. aureus, pues si bien es cierto que las 

integrinas son necesarias para que S. aureus pueda internalizarse a través de sus proteínas de 

unión a fibronectina, también es necesario que FAK se active para que a su vez active a los 

factores de intercambio de nucleótidos de guanina (Dock180 y Tiam1), que van a ciclar a Rac1 a 

un estado activo, es decir unido a GTP y de esa manera se van a dar los rearreglos en el 

citoesqueleto de actina necesarios para la internalización de S. aureus en las CEMB (Fig. 14). 

Diversos estudios se han enfocado en la inhibición de elementos del mecanismo tipo 

“zipper” mediante el uso de anticuerpos, inhibidores farmacológicos, mutaciones, entre otros 

para determinar la importancia de estos sobre la internalización en diversos modelos; sin 

embargo, no existen estudios donde evalúen el uso de moléculas orgánicas como inhibidores 

de elementos del mecanismo tipo “zipper”, esto es relevante ya que los AG son compuestos 

que se encuentran en la leche y a través de la alimentación pudiera favorecerse la producción 

de los mismos en el ganado lechero, lo cual tendría un impacto importante en la mejora de los 

mecanismos de defensa ante patógenos. 
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Figura 14. Efectos de los AG (NaP, NaB, NaH y NaO) sobre la internalización de S. aureus en las CEMB a través del 
mecanismo tipo “zipper”.  A) El NaP disminuye la AM de los receptores de integrinas α5β1, lo cual a su vez ocasiona 
una disminución en la adhesión de S. aureus, asimismo induce una menor fosforilación de FAK cuando las CEMB 
son infectadas con S. aureus. B) El NaB induce la AM de los receptores de integrinas α5β1, lo cual a su vez ocasiona 
un aumento en la adhesión de S. aureus, asimismo induce una menor fosforilación de FAK cuando las CEMB son 
infectadas con S. aureus. C) El NaH disminuye la AM de los receptores de integrinas α5β1, lo cual conduce a una 
disminución en la adhesión de S. aureus e induce una reducción considerable de la fosforilación de FAK cuando las 
CEMB son infectadas con S. aureus, así como una inhibición en la actividad de Rac1. D) El NaO no modifica la AM 
de los receptores de integrinas α5β1, además favorece la adhesión de S. aureus e induce una reducción de la 
fosforilación de FAK cuando las CEMB son infectadas con S. aureus, así como una inhibición en la actividad de Rac1. 

Estos datos en conjunto muestran que cada AG afecta diferentes mecanismos que conducen a una disminución de 
la internalización de S. aureus en las CEMB. 
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IX. CONCLUSIONES 
 

Los ácidos grasos (propionato, butirato, hexanoato y octanoato) inhiben de manera 

diferencial la ruta de señalización integrinas α5β1/FAK, lo cual conduce a una disminución en la 

internalización de Staphylococcus aureus en las células epiteliales mamarias bovinas. 
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