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RESUMEN

Staphylococcus aureus es una bacteria de gran importancia médica debido a que causa
infecciones crénicas en humanos y animales, lo cual se ha asociado con su capacidad de
internalizarse en las células fagocitas no profesionales, que le permite evadir el sistema
inmune del hospedero, ademas de que dificulta la terapia antimicrobiana. S. aureus es el
principal patégeno en animales, responsable de la mastitis subclinica bovina crénica, ya
que puede internalizarse en las células epiteliales mamarias bovinas (CEMB). Un
tratamiento alternativo para controlar a esta bacteria es la modulacién de la respuesta
inmune innata del hospedero (RIl). En estudios previos de nuestro grupo de trabajo se ha
demostrado que los d4cidos grasos de cadena corta y media presentan propiedades
inmunomoduladoras en las CEMB infectadas con S. aureus. Una fuentes de acidos grasos y
moléculas lipidicas es el fruto del aguacatero (Persea americana), al que se le atribuyen
propiedades inmunomoduladoras; en la medicina tradicional mexicana, la semilla de
aguacate mexicano (P. americana var. drymifolia) se utiliza como antiinflamatorio. Para
analizar el efecto de los 4cidos grasos (AG) y otras moléculas como los derivados de acidos
grasos (DAG) de semilla de aguacate mexicano, se realizd la presente investigacion
durante la internalizacién de S. aureus en las CEMB y la expresion de genes de la RIL.
Mediante extraccién hexdnica se obtuvieron los AG y DAG, y se analizaron por CG-MS. Las
moléculas mdas abundantes fueron cadenas alifaticas de 16-24 carbonos con grupos
hidroxilos. Estos compuestos no afectaron el crecimiento bacteriano, ni la viabilidad de las
CEMB (1 ng/mL- 500 ng/mL). Los pre-tratamientos (24 h) de las CEMB con los compuestos
(1-100 ng/mL) disminuyeron la internalizaciéon bacteriana (60-70%). Los analisis de
expresion de genes (qPCR) de la RIl de las CEMB mostraron que los pre-tratamientos y la
estimulacion con la bacteria, modulan la expresidn de la citocina pro-inflamatoria TNF-a,
mientras que aumentaron la expresiéon del ARNm de la citocina antiinflamatoria IL-10,
ésto de manera dependiente de la concentraciéon. En presencia de la bacteria, el
pretratamiento con 100 ng/mL de AG y DAG incrementd la expresiéon de IL-10 (~20 veces),
relaciondandose con la disminuciéon de la internalizacidn bacteriana. Ademas, la expresién
de los péptidos antimicrobianos TAP y BDBD5 mostraron una tendencia a incrementar su
expresiéon de manera dependiente de la concentracidén. En conclusién, los AG y DAG de la
semilla de aguacate inhiben la internalizacién de S. aureus en las CEMB y modulan
diferencialmente la RIl durante este proceso.

Palabras clave: Semilla de aguacate, dacidos grasos y derivados, mastitis bovina,

Staphylococcus aureus



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a bacterium of great medical importance because it causes
chronic infections in humans and animals, which has been associated with its ability to be
internalized in nonprofessional phagocytic cells that allows it to evade the host immune
system, that difficult antimicrobial therapy. S. aureus is the main pathogen in animals,
responsible for the chronic bovine subclinical mastitis; this bacterium can be internalized
in bovine mammary epithelial cells (BMEC). An alternative to this bacterium control
treatment is the modulation of the innate immune response of the host (lIR). In previous
studies of our research group has shown that short-chain and media-chain fatty acids have
immunomodulatory properties in BMEC infected with S. aureus. A sources of fatty acids
and lipid molecules is the avocado (Persea americana), to which is attributed
immunomodulatory properties; in Mexican traditional medicine, Mexican avocado seed
(P. americana var. drymifolia) is used as an anti-inflammatory. To analyze the effect of
fatty acids (FA) and other molecules as the derivatives of fatty acids (DFA) of Mexican
avocado seed, this research was performed during the internalization of S. aureus in BMEC
and the expression of genes of the IIR. FA and DFA were obtained by hexane extraction
and analyzed by GC-MS. The most abundant molecules were 16-24 carbon aliphatic chains
with hydroxyl groups. These compounds did not affect bacterial growth or viability of
BMEC (1 ng/mL -500 ng/mL). The pre-treatment (24 h) of BMEC with compounds (1-100
ng/mL) decreased bacterial internalization (60-70%). The analysis of gene expression
(gPCR) of the IR in BMEC showed that pre-treatment and stimulation with bacteria
modulate the expression of the pro-inflammatory cytokine TNF-o, while increased mRNA
expression of the anti-inflammatory cytokine IL-10, dependent of the concentration. In
the presence of the bacterium, pretreatment with 100 ng/mL of FA and DFA increased
expression of IL-10 (~20 times), relating to the reduction of bacterial internalization.
Furthermore, expression of antimicrobial peptides BDBD5 and TAP showed a tendency to
increase its expression in concentration dependent. In conclusion, the FA and DFA of
avocado seed inhibit internalization of S. aureus in BMEC and differentially modulate the
host immune response during this process.

Keywords: Avocado seed, Fatty acids and derivatives, bovine mastitis, Staphylococcus

aureus



1. INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva que causa diversas enfermedades en
humanos y animales. En animales es el principal agente causal de la mastitis bovina
subclinica, esta es una enfermedad que se caracteriza por la infeccidn persistente de la
ubre, en la cual la respuesta inmune se encuentra comprometida y la inflamacién es

asintomdtica dando lugar a una infeccién crénica (Dego et al. 2002; Lowy, 2003).

La respuesta inmune innata (RIl) es la primera barrera de defensa del hospedero,
ésta es una respuesta compleja que involucra elementos fisicos y quimicos del organismo
que censan continuamente el entorno con la finalidad de reconocer y eliminar agentes
potencialmente dafiinos (Newton et al. 2012). La Rll del hospedero es modulada por S.
aureus provocando infecciones crénicas relacionas con la internalizacion en células
fagocitas no profesionales (Fraunholz et al. 2012), afectando el delicado balance entre
elementos proinflamatorios y antiinflamatorios, y en consecuencia, la restauracion de la

homeostasis del sitio del dafio (Lawrence et al. 2007).

En bovinos, S. aureus puede invadir la glandula mamaria bovina y entrar en
contacto con las células epiteliales mamarias bovinas (CEMB), las cuales reconocen al
patégeno a través de receptores de reconocimiento de patrones (PRR), como los
receptores tipo Toll (TLR), principalmente TLR2, que reconocen estructuras bacterianas
conservadas llamadas patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPS), este
reconocimiento lleva a la fagocitosis de S. aureus por la CEMB a través del mecanismo tipo
“Zipper” (Hauck et al. 2006; Fournier, 2012). El reconocimiento de S. aureus por las CEMB
no promueve la activacion del factor transcripcional NF-kB (factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células B activadas), el cual es clave en la expresién de
genes de la Rll (Yang et al. 2008). El bloqueo de la activacion de genes de la Rll de las
CEMB es consistente con la generacién de infecciones crénicas causadas por S. aureus

(Lara-Zarate et al. 2011; Lépez-Meza et al. 2011).

Se ha demostrado que las CEMB son capaces de producir una variedad de

mediadores inflamatorios tales como citocinas, quimiocinas, péptidos antimicrobianos y
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otros elementos de defensa como el dxido nitrico (NO), los cuales actian como moléculas
mensajeras para el reclutamiento de neutréfilos y linfocitos en la gldandula mamaria y
mediadores de la Rll, ademas son puentes entre ésta y la respuesta inmune adaptativa
(Boulanger et al. 2001; Wellnitz et al. 2004; Wellnitz et al. 2012). Entre las citocinas
proinflamatorias sintetizadas por las CEMB estan la interleucina-1 (IL-1), interleucina-1a
(IL-1a), interleucina-1P (IL-1pB), interleucina-6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) (Strandberg et al. 2005; Lahouassa et al. 2007), ademas de la citocina
antiinflamatoria interleucina-10 (IL-10) (Alva-Murillo et al. 2014). También son sintetizadas
las quimiocinas proinflamatorias, interleucina-8 (IL-8), el regulador de la activacién de las
células T normales expresadas y secretadas (RANTES), la quimiocina (motivo C-C) ligando 2
(CCL2) y la quimiocina (motivo C-X-C) ligando 6 (CXCL6) (Strandberg et al. 2005; Griesbeck-
Zilch et al. 2008). Conjuntamente las CEMB producen péptidos antimicrobianos (PA), los
cuales presentan potentes actividades antimicrobianas, y que pueden actuar como
mediadores entre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. Entre los PA que se
expresan en las CEMB se encuentran las B-defensinas de neutrdéfilo bovino (BNBD)
(Roosen et al. 2004), el péptido antimicrobiano traqueal (TAP) (L6pez-Meza et al. 2009), el

péptido antimicrobiano lingual (LAP) y la B-defensina (Swanson et al. 2004).

La mastitis bovina crdénica es dificil de controlar debido al éxito de S. aureus como
patdgeno facultativo intracelular en las CEMB. La terapia mas utilizada es la combinacién
de antibidticos y antiinflamatorios durante largos periodos de tiempo, lo que provoca
pérdidas econédmicas significativas, ademas el éxito de la terapia con antibidticos es pobre.
Entre los antibidticos mds recomendados para el control de S. aureus en bovinos se
encuentran la cloxacilina, las quinolonas y la sulfanilamida (Gruet et al. 2001). Asi mismo,
los tratamientos con antiinflamatorios no esteroidales (AINES), contribuyen elevando la
eficacia en la recuperacién de la mastitis clinica y mejoran el porcentaje de recuperacién
de la produccidn lactea, siendo los mas utilizados la flunixinameglumina, el piroxicam vy el
ketoprofeno, aunque provocan efectos secundarios significativos (Gwynn 1991; Griedrys-

Kalemba et al. 1992).



Lo anterior ha llevado a la busqueda de nuevas alternativas selectivas y seguras,
como son los compuestos que regulan la respuesta inmune (Nicholls et al. 2010). Entre
algunas de las nuevas terapias contra la mastitis bovina se han utilizado citocinas como la
IL-2, interferon y metabolitos de origen vegetal (Kim et al. 1991; Erskine et al. 1998).
Debido al nivel de toxicidad relativamente menor y a la mayor eficacia que pueden
presentar los extractos vegetales, se han estudiado las propiedades inmunomoduladoras
de diferentes metabolitos de plantas. Los resultados sugieren que las plantas poseen
potencialmente nuevos farmacos innovadores con actividad inmunomoduladora con los
cuales se pueden llegar a dilucidar mecanismos de accidon novedosos (Emmendorffer et al.

1999; Shukla et al. 2014).

Entre las plantas con propiedades inmumoduladoras se destaca el aguacate
(Persea americana Mill.), el cual es reconocido también por sus propiedades
antimicrobianas (Ding et al. 2007). En particular, se han logrado caracterizar diversas
moléculas activas que presentan efectos inmunomoduladores, como los acidos grasos de
cadena larga, que pueden estar involucrados en la sintesis de prostaglandinas,
leucotrienos, lipoxinas y resolvinas y en consecuencia pueden dar origen a una respuesta

inmune eficiente (Yagoob et al. 2007).

Las semillas de aguacate contienen una amplia variedad de componentes, pero son
particularmente ricas en acidos grasos (AG) y derivados de éstos (DAG). El aceite de las
semillas se ha utilizado por sus propiedades cicatrizantes y analgésicas (Dabas et al. 2013).
Se ha reportado que un grupo de DAG de la semilla, los alcoholes grasos polihidroxilados
(PFA), regulan la respuesta inflamatoria de queratinocitos humanos ante el dafio por luz
UV (Rosenblat et al. 2011). Lo anterior coincide con otras investigaciones, donde se
reporta que los acidos grasos de cadena corta, algunos de ellos componentes de la leche,
como el propionato, butirato y hexanoato, modulan la RIl en las CEMB ante un agente
infeccioso como S. aureus, preparando a las células para una defensa mejorada ante el
ataque del patégeno (Ochoa-Zarzosa et al. 2009; Alva-Murillo et al. 2012; Alva-Murillo et
al. 2013). Debido al interés de determinar si los AG y DAG de semilla de aguacate nativo
mexicano (Persea americana var. drymifolia) pueden regular la Rll en este modelo de
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infeccion, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de estas moléculas
en la regulacion de la inmunidad innata en las CEMB durante la internalizacién de S.

aureus.



2. ANTECEDENTES

2.1. Staphylococcus aureus

En 1880 Alexander Ogston presentd el trabajo donde se establecié el papel causal de las
bacterias en heridas infectadas y las subsecuentes septicemias, basandose en las
ensefianzas de sus contemporaneos Louis Pasteur y Joseph Lister. Ogston observé a través
del microscopio la pus de 88 abscesos humanos y noté una bacteria esférica formando
estructuras parecidas a “racimos de uvas”, de ahi toma la palabra del griego
Staphylococcus para llamar al organismo, ahora es conocido como Staphylococcus aureus
debido a que sus colonias presentan un color dorado cuando es cultivada (Lowy, 1998;

Shinefield et al. 2009).

S. aureus es una bacteria coagulasa positiva, anaerobia facultativa que se
encuentra ampliamente distribuida alrededor del mundo, ademdas causa un amplio
espectro de enfermedades en humanos, que van desde infecciones menores en la piel, a
infecciones mas severas en tejidos blandos e inclusive infecciones sistémicas fatales
(Lowy, 1998). Durante la introduccion de la penicilina en los afios 1940’s, este antibidtico
se anuncié como un farmaco milagroso con el cual se combatiria a S. aureus, pero tan solo
un par de aflos después comenzaron a aparecer las primeras cepas resistentes y para 1961
se describio la primer cepa de S. aureus meticilina resistente (MRSA), estos antibidticos
pertenecen a la familia de beta lactamicos, los cuales inhiben la biosintesis de la pared

celular (Klevens et al. 2007; Gordon et al. 2008; Otto, 2012).

S. aureus es una bacteria que posee una gran cantidad de factores de virulencia,
gue incluyen proteinas de superficie (adhesinas) y de secrecidén (hemolisinas, leucocidinas,
proteasas, enterotoxinas, toxinas exfoliativas), factores inmunomoduladores y factores de
adquisicion de hierro, complejos proteicos que evaden la respuesta inmune innata del
hospedero y que son determinantes importantes para la especificidad del hospedero, los
mejor caracterizados son la leucocidina Panton-Valentine (PVL) especifico de humanos y

un homoélogo inhibidor del complemento estafilocdccico (Scn) en rumiantes (Lowy, 2003;



Foster, 2005; McCarthy et al. 2013). Estos factores en combinacidon con la resistencia a
antibidticos hacen de S. aureus un patégeno peligroso (Garzoni et al. 2009). Estos factores
se expresan de forma dependiente del estadio de la infeccién. Durante la fase
exponencial, se sintetizan proteinas de la pared celular o superficie, cuya funcién es
adherir la bacteria a la célula hospedero, lo que da lugar a la colonizacidn, persistencia e

invasién (Figura 1) (Papa et al. 2013; Zecconi et al. 2013).

S. aureus es considerada una bacteria intracelular facultativa asociada con
enfermedades crénicas. Se ha descrito que logra internalizarse en células fagociticas
profesionales (macrofagos, neutrdfilos) y no profesionales (células epiteliales, células
endoteliales, fibroblastos, osteoblastos, queratinocitos, etc.), proceso que es logrado por
diferentes mecanismos que le permiten a la bacteria persistir y sobrevivir dentro de las
células (Garzoni et al. 2009; Alva-Murillo et al. 2014). S. aureus causa una amplia variedad
de infecciones crénicas en humanos, entre ellas la osteomielitis, endocarditis, artritis
séptica e inflamacidén crénica del tracto respiratorio superior, estas infecciones ademas de
ser persistentes son altamente recalcitrantes a tratamientos con antibidticos, y la
persistencia a través de variantes en los fenotipos, y la capacidad de evadir el sistema
inmune del hospedero lo convierten en un patégeno importante para la medicina humana
y veterinaria (Conlon, 2014). En animales domésticos, es el principal agente causal de la

mastitis bovina crénica (Kerro-Dego et al. 2002).
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Figura 1. Factores de virulencia de Staphylococcus aureus expresados en las distintas fases de crecimiento.
(A) Proteinas de superficie y de secrecién. La sintesis de algunas de estas proteinas depende de la fase de
crecimiento y es controlado por diversos sistemas de regulacion. (B) y (C) muestran la regién interna de la
envoltura celular. TSST-1:toxina-1 del sindrome del choque tdxico (Modificada de Lowy, 1998).

2.2. MASTITIS BOVINA

La mastitis bovina es una enfermedad compleja que se caracteriza por la inflamacién de la
glandula mamaria. Existen diversos factores que provocan el desarrollo de la enfermedad,
éstos incluyen a la vaca, las condiciones del establo y el medio ambiente en el que se
encuentra y los microorganismos, ademas el personal juega un papel importante de
contagio durante el proceso de ordeiio (Wellnitz et al. 2004; Zadoks et al. 2011). Esta
enfermedad causa importantes pérdidas econdmicas a nivel mundial, la FAO
(http:faostat.fao.org/site/339/defaul.aspx) reporta que en paises desarrollados las
pérdidas ascienden a $134 ddlares al afio por vaca en promedio, sin embargo, México no
cuenta con estimaciones reales de pérdidas econdmicas ocasionadas por la mastitis

bovina. Ademas la enfermedad provoca una disminucién significativa de la produccion de



leche, afecta la inocuidad de ésta, asimismo altera el valor nutricional influyendo en la

calidad de los derivados lacteos (Hogeveen et al. 2011).

Los microorganismos son la causa mas comun de la mastitis bovina y pueden ser
agrupados en cuatro categorias: (1) contagiosos entre los que destacan Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysagalactiae y Micoplasma bovis, (2)
medioambientales como Escherichia coli, Enterobacteraerrogenes, Kebsiella pneumonia,
Serratiamarcescens, Streptococcus ssp y Streptococcus uberis (3) oportunistas los
microorganismos aislados mas frecuentemente son Staphylococcus coagulasa negativos y
(4) otros como hongos y levaduras entre ellos Candida sp, Trichosporon sp,Saccharomyces
sp y Aspergillus sp. Algunos microorganismos patdgenos causan reacciones inflamatorias
agudas con un aumento en el conteo de células somaticas (SCC), mientras que otros solo

causan una ligera elevacién en las SCC (Nickerson, 2002; Tiwari et al. 2013).

La mastitis se clasifica en mastitis clinica y subclinica dependiendo de la intensidad
de la respuesta de la glandula mamaria ante el factor causante del dafio (Zadoks, et al.
2011). La mastitis clinica se caracteriza por signos exacerbados de inflamacion,
generalmente el cuarto que presenta el dafio manifiesta dureza, calor, rubor, dolor al
tacto y tumoracién. La mastitis clinica puede ser causada por dafio mecdanico e infecciones
por bacterias Gram positivas y negativas, micoplasmas y algas (Bradley, 2002). El principal
agente causal de la mastitis clinica es la bacteria Escherichia coli, y se relaciona con malas
practicas durante el ordefio del animal, en la mayoria de los casos la tasa de cura de la
mastitis clinica es alta, a través de la terapia antimicrobiana (Barkema et al. 2006;
Burvenich et al. 2007). Por otro lado, en la mastitis subclinica no se presentan signos
evidentes de inflamacién de la ubre, debido a la ausencia de estos es dificil detectar un
animal enfermo. Las caracteristicas principales de la mastitis subclinica son la disminucion
en la produccién de la leche y conteos elevados de células somaticas en la leche.
Frecuentemente es causada por bacterias patdgenas persistentes, siendo S. aureus el
principal microorganismo asociado a la mastitis subclinica, el cual es aislado en el 70% de
los casos; sin embargo, también se han descrito otros microorganismos como son
Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis y Corynebacterium spp. También, se ha
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reportado que la prevalencia de S. aureus en infecciones intramamarias durante largos
periodos de tiempo esta directamente relacionado con la mastitis bovina subclinica
cronica (Dego, 2002; Barkema et al. 2006; Lutzow et al. 2008; Zadoks et al. 2011). El
mecanismo de entrada de S. aureus a la gldndula mamaria es a través del canal del pezén,
el cual es la primera linea de defensa que actia como una barrera fisica que previene la
penetracién de la bacteria. Generalmente el canal del pezén es una barrera eficiente que
mantiene el lumen intramamario en un ambiente aséptico, por esto se considera que el
epitelio mamario rara vez es estimulado por componentes bacterianos. Sin embargo, las
malas practicas durante el ordefio afectan la integridad del canal del pezdn ocasionando
dafos a sus tejidos, permitiendo la entrada de S. aureus. Una vez dentro de la cisterna
glandular la bacteria se multiplica y se establece en el tejido de la glandula mamaria, esto
ocurre si la respuesta inmune no es la adecuada (Figura 2) (Paape et al. 2000; Rainard et

al. 2006; Aitken et al. 2011).

Tejido glandular ) i
Glandular tissue | vaﬁ%ﬁﬁ?ﬁé’sﬂf"

o

 Cisterna glandular |-
|__ Gland cistem

Célula muscular
Muscle cell

Cisterna del pezon

Teat cistem Alveolo

Alveolus

Canal del pezon
xS Teat canal

Figura 2. Establecimiento de Staphylococcus aureus en la glandula mamaria. La via de entrada de la
bacteria es a través del canal del pezén, donde coloniza el canal del pezdn, y puede persistir durante
semanas ocasionando infecciones intramamarias. El canal del pezdn juega un papel especial en la defesa
inmune de la glandula mamaria ya que mantiene el lumen intramamario aséptico, cuando esta barrera falla,
la bacteria logra ingresar a la cisterna glandular, donde los leucocitos sub- e intra-epiteliales, y las células
epiteliales mamarias bovinas, montaran una respuesta para eliminar la bacteria (Rainard et al. 2006).



2.3. INMUNIDAD INNATA E INFLAMACION

2.3.1. Inmunidad innata

Para comprender mejor el funcionamiento del sistema inmune, éste se divide en el
sistema inmune adaptativo y el sistema inmune innato o inespecifico. El sistema inmune
adaptativo se caracteriza por establecer una respuesta especifica a través de anticuerpos
por células especializadas que reconocen antigenos propios del patégeno en particular,
generando especificidad. Para que se presente una respuesta inmune adaptativa se
requiere de la de la activacion de la respuesta inmune innata (Quintin et al. 2014). La
presente investigacion se centra en la respuesta inmune innata debido a que ésta es la
primera barrera de defensa del organismo, es una respuesta compleja que involucra
elementos fisicos y quimicos del organismo, que censan continuamente el entorno con el
fin de lograr un reconocimiento rapido y la eliminacién de los agentes potencialmente
dafiinos para éste (Broz et al. 2011; Quintin et al. 2014; Striz et al. 2014). La respuesta
inmune innata se encuentra conservada en diferentes organismos como insectos,
animales vertebrados e invertebrados y plantas (Mushegian et al. 2001; Zeidler et al.
2004). La respuesta inmune innata es una red compleja de rutas interconectadas con
actividades que dependen de muchos factores, dentro de la respuesta inmune innata
participan barreras mecdnicas como la superficie de las mucosas, las lagrimas, el acido
gastrico, entre otras, cuya accidn principal es proteger al hospedero de la entrada de

sustancias y microorganismos foraneos (Roitt et al 2001).

Las células de la inmunidad juegan un papel importante (Figura 3), debido a que
protegen al hospedero a través de diferentes mecanismos como la fagocitosis, la cual es
definida como la ingestidn por parte de las células de particulas mayores a 0.5-um, ésta
involucra la union a receptores de la superficie celular. Los cuerpos foraneos que son
fagocitados (bacterias, hongos, etc.) son eliminados; este proceso puede ser llevado a
cabo por células fagocitas profesionales (macréfagos, neutréfilos, células dendriticas, etc.)

y células fagocitos no profesionales (células epiteliales, fibroblastos, células epiteliales,
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etc.). Es un proceso clave en la iniciacién de la respuesta adaptativa, ya que los fagocitos
profesionales pueden ser presentadoras de antigenos para las células linfoides derivados
de la degradacion de las particulas endocitadas (Flannagan et al. 2012; Striz et al. 2014). La
comunicacion entre las células de la inmunidad es mediada a través de moléculas como
son las citocinas, quimiocinas, péptidos antimicrobianos, entre otras (Dinarello, 2007;

Commins et al. 2010; Hiscott et al. 2011).

Inmunidad innata  Inmunidad adaptativa

Células Thl

Células epiteliales

Monocitos Células Th2
Macréfagos Celulas NK
Células Th17
Células NKT
Células
dendriticas Células YT Células Th22
Células
Neutrofilos linfoides Células T reg
innatas i
Células
Eosindfilos citotoxicas T
Basofilos Células B

Figura 3. Células de la respuesta inmune. La inmunidad innata y la inmunidad adaptativa mantienen una
relacion muy estrecha, debido a que comparten caracteristicas. Células NK (células asesinas naturales),
células NKT (células asesinas naturales T), células y3T (Células T cuyo receptor de células T estd formado por
una cadena y y una cadena d), células Th1, Th2, Th17, Th9 y Th22 (la denominacidn de estos linfocitos “T” se
debe a que su maduracion tiene lugar en el Timo y “h” por “helper” que significa cooperadores, el nUmero
los distinguen los tipos de efectores, Células reg T (linfocitos T reguladores), las células B (leucocitos que se
diferencian en el higado, bazo y medula ésea; la “B” proviene del latin Bursa fabricii) (modificada de Striz et
al. 2014).

Las citocinas son pequenas moléculas (~4-20 KDa) no estructurales, el término
citocina” comprende interferones, interleucinas, la familia de las quimiocinas, factores de

crecimiento mesenquimales, la familia de factores de necrosis tumoral y adipocinas.
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Algunas citocinas poseen propiedades proinflamatorias mientras otras no (Dinarello,

2007).

Las quimiocinas son una familia de proteinas de tamafo pequefio (8-10 kDa) que
actian como quimioatrayentes, estas presentan residuos de cisteina conservados y en
base al arreglo de éstos en el N-terminal se designan: CXC, CC, CX3X o XC, donde la “X”
representa los aminodcidos que separan el primero del segundo residuo de cisteina
respectivamente. Las quimiocinas participan también como mediadores entre la

inflamacién aguda y la inflamacién crénica (Zlotnik et al. 2012).

Los péptidos antimicrobianos constituyen una gran familia de moléculas efectoras
de la inmunidad, conservadas a través de un amplio rango de especies. El rango de
tamafio se encuentra entre 15 y 45 residuos de aminodcidos, la mayoria son de naturaleza
catidnica con regiones hidrofdbicas, estan genéticamente codificados, aunque pueden
sufrir modificaciones postranscripcionales, aunado a esto, la carga positiva es conferida
por aminoacidos basicos en su mayoria lisina y arginina, ademas 50% de los aminodcidos

gue los constituyen son hidrofébicos (Rivas-Santiago et al. 2006).

Las defensinas son péptidos antimicrobianos que forman parte de la respuesta inmune
innata, presentan actividad quimiotactica y funcionan como vinculos entre la inmunidad
innata y la inmunidad adaptativa. Son pequenos péptidos catidnicos (2-6 kDa) y tienen
actividad contra bacterias Gram negativas, Gram positivas, hongos y virus. Su estructura
terciaria se caracteriza por presentar tres puentes disulfuro y basados en su posicion
espacial, las defensinas se pueden clasificar como a—, B—, 6— defensinas (Cormican et al.

2008; Linde et al. 2008).
2.3.2. Inflamacidn

En condiciones dptimas las células epiteliales regulan considerablemente los mecanismos
inmunes amortiguando las respuestas inflamatorias. La inflamacidon es una respuesta
protectora ante un dafo, es normal y necesaria. El propdsito principal, es eliminar la

fuente causante del dafio y el tejido dafiado, restaurar la homeostasis y regresar los
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tejidos a la funcién normal (Lawrence, et al. 2007). La respuesta inflamatoria inicia en
minutos y generalmente se le denomina inflamacién aguda; la respuesta se caracteriza
por la extravasacion de leucocitos, eritrocitos y componentes del plasma al tejido danado,
si la respuesta es la adecuada el problema se logra resolver en horas; sin embargo, si la
eficacia de la respuesta no es la adecuada, la inflamacidn persiste durante semanas,
meses o inclusive anos, lo que conduce a la inflamacidn crénica, convirtiéndose en un

problema para el organismo (Lawrence et al. 2007; Aoki et al. 2012; Newton et al. 2012).

El balance entre los mediadores pro y anti-inflamatorios es un punto clave en la
resolucién del dafio (Figura 4). Las citocinas pro-inflamatorias tales como las interleucina-
1B (IL-1B), la interleucina-6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o), son
responsables de la respuesta temprana y la amplificacién de la respuesta inflamatoria,
mientras que las citocinas antiinflamatorias como la interleucina-10 (IL-10), presentan un
efecto opuesto, limitando la respuesta inflamatoria. La complicacidon de la respuesta
inflamatoria es resultado de tiempos de recuperacién prolongados, fallas en el balance de
elementos pro y antiinflamatorios, que conducen a respuestas proinflamatorias excesivas,
ademas este proceso se vuelve mas complicado al tomar en cuenta otros elementos
directamente relacionados en la respuesta como son las quimiocinas, los mediadores
lipidicos (eicosanoides), histaminas, especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno, el
sistema del complemento, por mencionar algunos, muchos de los cuales funcionan como
puentes entre la respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa, afectando la
regulacién entre la inmunidad y la inflamacion, conduciendo a la disfuncién organica

(Tilley et al. 2001; Lawrence 2007; Xiao et al. 2011; Newton et al. 2012; Striz et al. 2014).
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Figura 4. Paradigma de la respuesta inmune e inflamatoria en el dafio. (A) El presente paradigma explica
las complicaciones de lesiones graves como resultado de las respuestas proinflamatorias excesivas (RIIE),
seguida de la compensacion de respuestas antiinflamatorias temporales (RIAS) y la supresion de la
inmunidad innata adaptativa. Durante la segunda lesion, el fendmeno resulta en dafos secuenciales, que
conducen a respuestas proinflamatorias excesivas y el fallo en la funcién del érgano. (B) El nuevo paradigma
propuesto involucra una induccidn rapida y simultanea de la respuesta inmune innata (genes pro y
antiinflamatorios) y la supresion de genes de la inmunidad adaptativa (Xiao et al. 2011).

2.4. RESPUESTA INMUNE INNATA DE LA GLANDULA MAMARIA BOVINA
GENERADA POR S. aureus

El sistema inmune de la glandula mamaria bovina consiste de factores fisicos, celulares y
moleculares que participan dentro de la inmunidad innata y adaptativa. El epitelio
mamario bovino es un componente importante de la respuesta inmune innata; en
diferentes trabajos in vitro se ha observado que las células epiteliales mamarias bovinas
(CEMB) tienen la capacidad de montar una respuesta inmune innata adecuada ante el
estimulo de componentes bacterianos, como el lipopolisdcarido (LPS) de bacterias Gram
negativas y el acido lipoteicoico (LTA) de bacterias Gram positivas como S. aureus
(Strandberg et al. 2005; Lutzow et al. 2008; Aitken et al. 2011). Ademas, las células
endoteliales son claves en la respuesta inflamatoria de la glandula mamaria; esto debido a
las caracteristicas anatomicas de la glandula, en donde los capilares sanguineos forman

una red alrededor de los alveolos, formando un sitio de intercambio de metabolitos
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(nutrientes y hormonas) importantes en la sintesis de la leche; ademas, el sistema vascular
de la glandula mamaria participa en la respuesta inflamatoria en infecciones, debido a que
las células endoteliales responden a estimulos relacionados a células de la glandula
mamaria, toxinas bacterianas, especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (Langer et al.
2009; Sinha et. 2010; Lee et al. 2011). Sin embargo, las células epiteliales son las primeras
en reconocer los patdégenos y desencadenar una respuesta inflamatoria. La barrera
epitelial de la gldndula mamaria se asemeja mas al epitelio urinario que al intestinal
debido al equipamiento inmune de la glandula mamaria, tales como la presencia de
leucocitos sub e intra-epiteliales, y el repertorio de receptores en las células epiteliales
mamarias que son estimulados por componentes bacterianos, que son reconocidos como
intrusos, lo cual confiere el caracter aséptico en la leche normal; por ello, los cultivo in
vitro de células epiteliales mamarias bovinas, son muy utilizados como modelos para el
estudio de la fisiologia de la glandula mamaria, la produccién de proteinas y por la
capacidad que presentan estas células para censar los microorganismos, son muy
utilizadas para estudio de la mastitis bovina (Schleimer et al. 2007; Bougarn et al. 2011;

Monzani et al. 2011).

La interaccién hospedero-patdgeno es a través de receptores de reconocimiento
de patrones (PRR). Estos receptores son expresados en la superficie celular, o expresados
intracelularmente y funcionan reconociendo motivos conservados Unicos en
microorganismos, que son denominados patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPs). Estos PAMPs diferencian factores bacterianos asociados con bacterias causantes
de mastitis (Vance et al. 2009). La activacién de los PRR por parte de los PAMPs inicia la
produccién de moléculas mediadoras de la inflamacion, entre ellas las citocinas, las cuales
incrementan la vasodilatacién que mejora el flujo sanguineo. A nivel local, las citocinas y
los eicosaniodes desencadenan la migracién de los neutrdfilos de la sangre a la glandula
mamaria infectada, activando las células endoteliales para expresar E-selectina y P-
selectina, que permiten que los neutréfilos se unan eficientemente, esta estimulacion
promueve la expresién de otras moléculas de adhesion (Mac-1 (moléculas de adhesién

celular) e ICAM1 (moléculas de adhesion intercelular). El movimiento de los neutroéfilos y
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leucocitos es facilitado por gradientes quimiotacticos creados por mediadores
inflamatorios localizados en el sitio del dafio (Vance et al. 2009; Aitken et al. 2011;

Newton et al. 2012) (Figura 5).
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Figura 5. Respuesta inflamatoria de la glandula mamaria generada por Staphylococcus aureus. La
respuesta de la glandula mamaria ante la invacién de S. aureus, se lleva a cabo por el reconocimiento de la
bacteria a través de RRP, que se encuentran distribuidos en la membrana de las CEMB y en macréfagos
residentes del tejido, esto conduce a una sobreproduccion de mediadores proinflamatorios, como TNF-
o, quimiocinas y especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno (ERO y ERN), los cuales actian como factores
quimioatrayentes de células de la respuesta inmune. Estos factores proinflamatorios activan las células
endoteliales, para que ocurra la adhesidn, el rodamiento y la extravasacion de neutréfilos, leucocitos y otros
fagocitos profesionales al sitio del dafio y ocurra la eliminacién del patégeno; sin embargo, S. aureus se
internaliza dentro de las CEMB como mecanismo de evasion de la respuesta inmune ocasionando
infecciones crdnicas (Modificado de Aitken et al. 2011).

En las células de la respuesta inmune innata de la glandula mamaria bovina, en
especial en las CEMB, se expresan una gran cantidad de receptores tipo Toll (TLR), los
cuales forman parte de los PRR. La estructura de los TLR consiste de motivos repetidos
ricos en leucina que reconocen el PAMP, un dominio transmembranal, y un dominio
intracelular interleucina Toll 1 (TIR) para la sefializaciéon rio abajo. Los TLR reclutan
moléculas adaptadoras incluyendo MyD88, TIRAP, TRIF y TRAM, para la activacion del

factor transcripcional NF-kB, el cual en células no estimuladas su translocacién nuclear
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esta constitutivamente inhibida por IkB. La activacidn requiere la fosforilaciéon de IkB por
la IkB cinasa (IKK), una vez fosforilado IxB es ubiquitinado y degradado, permitiendo la
translocacién nuclear de NF-kB y la consecuente produccién de citocinas y mediadores de

la RIl (Kumar et al. 2011; Newton et al. 2012) (Figura 6).
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Figura 6. Sefializacion mediada por los TLR. El reconocimiento de los PAMPS por la membrana de la CEMB
es a través de receptores localizados en ella como los receptores tipo-Toll (TLR), los cuales pueden formar
dimeros y heterodimeros (TLR2 forma heterodimeros con TLR1 o TLR6, formando un complejo
multifuncional). Todos los TLRs, excepto el TLR3, reclutan a MyD88. Los TLRs 1, 2, 4 y 6, reclutan moléculas
adaptadoras adicionales, como TIRAP, que reclutan a MyD88. También se ha visto que la molécula
adaptadora TRAM activa la sefializacién dependiente de TRIF, la cascada de sefializacion dependiente de
MyD88 inicia el reclutamiento de moléculas de sefializacidén, como la familia de las proteinas IRAK, TRAF6 y
TAK. El complejo MyD88-IRAK engancha la ubiquitin ligasa TRAF, que hace poliubiquitinaciones en la cadena
del complejo IKK y lo activan. La activacién del complejo IKK activa las subunidades del factor de
transcripcion NF-kB, para dar inicio a la transcripcion de genes de la respuesta inflamatoria (Modificado de
Kumar et al. 2011; Newton et al. 2012).
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Estudios in vitro muestran que las CEMB son capaces de sintetizar diversas moléculas

mediadoras de la respuesta inmune innata como citocinas, quimiocinas y péptidos

antimicrobianos (Rainard et al. 2006; Aitken, 2011) (Cuadro 1). Sin embargo, S. aureus

logra inhibir la activacion de NF-kB, modulando negativamente la Rll de la CEMB (Dego,

2002; Gutierrez-Barroso et al. 2008).

Cuadro 1. Elementos de la repuesta inmune innata que participan en la mastitis bovina

FACTOR NATURALEZA FUNCION REFERENCIA
TNF-a. Citocina Aumenta la regulacién de multiples proteinas Yang et al. 2008
pro-inflamatoria proinflamatorias mediante la activacion de
NF-kB
IFN-y Citocina producida Es producida en respuesta a estimulos Kimetal 2011
por linfocitos antigénicos y mitogénicos. Activa la respuesta
CD4*/CD8" y células inmune adquirida, linfocitos T y producciéon
asesinas naturales de IL-12
(NK)
IL-1o IL-1 Citocina pro- Regula la expresidon de adhesinas por células Gunter et al.
inflamatoria endoteliales y la quimiotaxis de neutréfilos en  2011; Zhan et al.
multifuncional infecciones causadas por E. coli. En 2013
infecciones causadas por S. aureus es
importante solo en los estadios tempranos de
la infeccidn
IL-6 Citocina pleiotrépica  Regula funciones fisiolégicas de células Gunter et al.
inmunes y no inmunes. Esta involucrada en el 2011
sindrome de choque séptico durante la
mastitis causada por coliformes o S. aureus
IL-2 Citocina Promueve el crecimiento de células T, Zecconi et al.
proinflamatoria aumenta la actividad citolitica de las células 2009
NK, induce la diferenciaciéon de células
reguladoras T e induce la activacion de la
muerte celular. Alteraciones en la produccién
de IL-2 causan una disminucién de la
capacidad de la respuesta inmune de la
glandula mamaria que contribuye en
enfermedades como la mastitis
IL-10 Citocina anti- Ejerce efectos antiinflamatorios. Es regulada Alva-Murillo et
inflamatoria por todos los subtipos de células Th. al.2014

Neutraliza las citocinas proinflamatorias IL-6,
IL-6 y TNF-a, previniendo el choque séptico
de bacterias Gram negativas. Se expresa en
CEMB en presencia de S. aureus
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Cuadro 1(Cont.). Elementos de la respuesta inmune innata que participan en la mastitis bovina.

FACTOR NATURALEZA FUNCION REFERENCIA \
IL-8 Quimiocina pro- Importante quimioatrayente de neutréfilos Yang et al. 2008
inflamatoria enfocandolos al sitio de infeccidn, resultando
en un paso esencial en la defensa de la
glandula mamaria contra bacterias invasoras
RANTES Quimiocina pro- Participa en la respuesta a la mastitis Griesbeck-Zilch
inflamatoria atrayendo neutrodfilos al sitio del dafio, es et al. 2008; Alva-
expresada en niveles altos en presencia de S.  Murillo et al.
aureus y E. coli. Se expresa en cultivo primario 2014
de CEMB infectadas con S. aureus.
CCL2 Quimiocina pro- Fuerte actividad quimiotactica, en la mastitis Strandberg et al.
inflamatoria se ha asociado con el incremento en el 2005
conteo de SCC
CXCL6 Quimiocina pro- Actividad quimiotactica de monocitos y Strandberg et al.
inflamatoria neutrdfilos, es expresada en presencia de LPS 2005
y LTA
TAP Péptido Es expresado en las CEMB, el factor Lopez-Meza et
antimicrobiano transcripcional NF-xB estd involucrado en la al. 2009
ruta de regulacidn, la expresiéon disminuye
ante la infeccion con S. aureus
LAP Péptido Juega un papel importante en la respuesta Swanson et al.
antimicrobiano inmune innata de la glandula mamaria 2004; Alva-
bovina. Incrementa su expresion (~1.5 veces) Murillo et al.
ante la infeccién con S. aureus 2012
DEFB1, Péptido Se expresa en las CEMB, se mantiene la Swanson et al.
BNBD5, antimicrobiano expresion basal ante la infeccion con S. 2004; Alva-
BNBD10 aureus Murillo et al.
2012; Alva-
Murillo et al.
2013
BNBD4 Péptido Mantiene una expresion basal en las CEMB; Alva-Murillo et

antimicrobiano

sin embargo, ante la infeccion con S. aureus
incrementa su expresion (~8 veces)

al. 2013

* En negritas se abrevian los elementos de la RIl. Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a); Interferéon gama
(IFN-y); Interleucina 1-alfa (IL-1a); Interleucina 1-beta (IL-1B); Interleucina 6 (IL-6); Interleucina 2 (IL-2);
Interleucina 10 (IL-10); Interleucina 8 (IL-8), Regulador de la activacién de las células T normales, expresadas
y secretadas (RANTES); Quimiocina motivo cisteina-cisteina ligando 2 (CCL2); Quimiocina motivo cisteina-X-
cisteina ligando 6 (CXCL6); Péptido antimicrobiano traqueal (TAP); Péptido antimicrobiano lingual (LAP);
Defensina bovina-1 (DEFB1); Defensina de neutrofilo bovino-5 (BNBD5), Defensina de neutréfilo bovino-10
(BNBD10); Defensina de netrofilo bovino-4 (BNBD4).

Durante la mastitis bovina crénica el receptor que mdas se ha descrito en el

reconocimiento de S. aureus es el TLR2, el cual reconoce el LTA caracteristico de las

bacterias Gram positivas, desencadenando la respuesta inmune innata de la glandula

mamaria. Sin embargo, también se ha descrito que otras moléculas como el muramil

19



dipéptido (MDP), constituyente de la pared de bacterias Gram positivas y Gram negativas,
actuando solo o en sinergismo con el LTA, son reconocidos por el receptor TLR2 y el
receptor domino de oligomerizacién por unién de nucledtidos que contiene la proteina 2
(por sus siglas en ingles NOD2), induciendo la respuesta inmune a través de la produccién

de quimiocinas dependientes de la activaciéon de NF-kB (Bougarn et al. 2010).

2.5. INTERNALIZACION DE Staphylococcus aureus

El mecanismo de internalizacion de S. aureus mas descrito en células fagocitos no
profesionales es el mecanismo tipo “Zipper”; el cual consiste de la adhesion e
internalizacién de la bacteria y es dependiente de la remodelacién del citoesqueleto de
actina y la dindmica de la membrana (Hauck et al. 2006). De manera general el mecanismo
es el siguiente: S. aureus expresa proteinas de union a fibronectina (FnBP) que son
codificadas por los genes fnbA y fnbB. Las FnBP se unen a la fibronectina (Fn), la cual es
una glicoproteina de la matriz extracelular, la unién provoca la adhesion de la bacteria a la
célula, este proceso es mediado por receptores presentes en la membrana de la célula,
como son las integrinas, las cuales son receptores transmembranales que reconocen
ligandos como la Fn, fibrindgeno, vitronectina y laminina. Las integrinas ademas participan
en diferentes procesos como la adhesidon celular, migracién, diferenciacién, apoptosis,
fagocitosis, cicatrizacidn y cancer. Reportes recientes mencionan que la participacién de la
integrina a5P1 es crucial en la invasion de S. aureus en las células epiteliales. La activacion
de la integrina a5B1 desencadena rutas de sefializacidon y la acumulacién del complejo de
proteinas de adhesién focal, caracterizado por el reclutamiento de actina, paxilina, zyxina,
tensina, la cinasa de adhesidn focal (FAK) y la cinasa Src, estds ultimas se asocian con el
complejo de proteinas relacionadas con la actina (Arp2/3) para promover la
polimerizacién de actina y la unién a la dinamina-2, que es un regulador de la endocitosis
(Hauck et al. 2006; Shi et al. 2008; Hoffmann et al. 2011; Alva-Murillo et al. 2014) (Figura
7). Sin embargo se ha reportado que S. aureus puede utilizar otros mecanismos de

internalizacion, aunque no se han descrito completamente (Alva-Murillo et al. 2014).
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Figura 7. Internalizacion de Staphylococcus aureus mediada por la integrina a581 en células fagociticas no
profesionales. El motivo RGD en la fibronectina (Fn) es un sitio de unién para los receptores de fibronectina,
como las integrinas. La activacién y agrupamiento de la integrina o541 desencadena rutas de sefializacién y
la acumulacién del complejo de proteinas de adhesion, en las inmediaciones de la bacteria adherida,
caracterizado por el reclutamiento de actina, paxilina, zyxina, tensina, cinasa de adhesién focal (FAK), y la
cinasa Scr. El paso crucial en estos eventos de sefializacion es la reorganizacion del citoesqueleto de actina.
La cortactina es una proteina de unién a actina que ha sido identificada como uno de los efectores de
activacion de las cinasas FAK y Src, que se asocian con el complejo Arp2/3 para promover la polimerizacion
de actina y unirse a dynamina-2, como un regulador de la endocitosis (Alva-Murillo et al. 2014).

Una vez que la bacteria logra internalizarse en la célula puede evadir la muerte
lisosomal por diferentes mecanismos, ya dentro del fagosoma logra liberarse formando
poros en la membrana del fagosoma y romperlo, liberandose de él con la participacién de
la B-toxina estafilocdccica, quedando libre en el citoplasma de la célula. Ademas, S. aureus
induce mecanismos de muerte celular y pironecrosis, provoca alteraciones en el ciclo
celular del hospedero, induciendo la transicién a la fase G2, que puede ser usada por la
bacteria para su propagacién dentro del hospedero; ademas, la persistencia en la mastitis
bovina se ha asociado con la formacion del fenotipo de variantes de colonias pequefias
(SCV), como una adaptacién a la forma de vida intracelular (Atalla et al. 2010; Garzoni et

al. 2011; Fraunholz et al. 2012; Alekseeva et al. 2013).
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2.6. CONTROL DE LA MASTITIS BOVINA

S. aureus es el principal patégeno causante de la mastitis subclinica, genera
resistencia a antibidticos, logra internalizarse dentro de la gldndula mamaria bovina,
evade la RIl y ademas se internaliza en las CEMB, logrando persistir durante largos

periodos de tiempo ocasionando infecciones crdnicas dificiles de tratar.

Los antibidticos son extensamente usados en la ganaderia lechera para combatir
enfermedades y mejorar el desempefio del animal. Antibiéticos como la penicilina,
cefalosporina, estreptomicina y tetraciclina son usados para el tratamiento y prevencién
de enfermedades como la mastitis que afectan al ganado lechero (Gruet et al. 2001). Sin
embargo, en la mastitis subclinica esta clase de tratamientos no son redituables
econdmicamente, ademads se requiere del uso rutinario de antimicrobianos lo que puede
seleccionar bacterias resistentes. Asimismo, se ha reportado que los tratamientos
presentan bajas tasas de éxito en general, aunque este depende de la estrategia de
administracion, de la edad de la vaca, la bacteria y si se trata de mastitis crénica. En el
caso de la mastitis cronica el prondstico del éxito del tratamiento es relativamente bajo

(Sandgren et al. 2008; De Vliegher et al. 2012).

Otros tratamientos que presentan mayores tasas de éxito, es la combinacién de la
terapia antimicrobiana con la terapia antiinflamatoria, como es la flunixinameglumina, el
piroxicam, el ketoprofeno, entre otros. Sin embargo, su uso es incierto debido a los
efectos secundarios que se presentan (Gwynn, 1991; Griedrys-Kalemba et al. 1992).
Dentro de las nuevas estrategias de tratamiento se ha recurrido al uso de compuestos
inmunomodulares, como son las vitaminas, el interferén y las citocinas, las cuales en
modelos experimentales han presentado resultados prometedores, tal es el caso de las
interleucinas IL-1B y la IL-2, mejorando la respuesta cuando se administran con
antibiéticos como la cefalosporina; sin embargo, a pesar de estos resultados se requiere
seguir investigando debido a los potenciales efectos secundarios, ya que la administracion
de IL-2 se ha relacionado con abortos (Erskine et al. 1998; Gruet et al. 2001; Zecconi et al.

2009).
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2.6.1. Compuestos inmunomoduladores de origen vegetal

En la busqueda de tratamientos contra la mastitis bovina se ha recurrido a los metabolitos
de las plantas. Con la medicina tradicional se conocen muchos remedios cuyo efecto en
enfermedades infecciosas ha sido probado, y no solo porque afectan directamente al
patégeno, si no por que estimulan de manera natural la respuesta inmune del hospedero,
actuando como inmunomoduladores (Shukla et al. 2014). Dentro de las ventajas de la
busqueda de sustancias basadas en la etnofarmacologia, esta el bajo nivel de toxicidad y

una mayor eficacia.

En la literatura hay una amplia variedad de extractos de origen vegetal que han
sido propuestos como posibles alternativas en el tratamiento de la mastitis bovina

subclinica (Cuadro 2).
Cuadro 2. Extractos de plantas utilizados como tratamientos alternativos para la mastitis bovina.

EDE] Fuente Efecto Referencia
Tymus vulgaris Aceite Actividad antibacteriana contra patdgenos Fratini et al. 2014

causantes de mastitis

Ocimum sanctum  Extracto acuoso de la Mejora la inmunidad de la glandula Mukherjee et al.

hoja mamaria, posee actividad antibacteriana 2005
Persicaria Extracto de éter de Actividad antimicrobiana Abaineh et al.
senegalense petrdleo, acetona vy 2001

etanol de la hoja

Aloe vera Emulsion Actividad antimicrobiana Dahiya et al.

2012
Azadirachta Extracto hidro- Actividad inmunomoduladora y Deetal. 2009
indica metandlico antiinflamatoria

Algunos de los ejemplos mencionados en el cuadro 2 se han utilizado en granjas
lecheras organicas como alternativas al uso de antibidticos (Ruegg, 2009); sin embargo,

aun se desconocen cuales son los compuestos activos responsables del efecto.
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Existen muchas otras plantas de las cuales se ha reportado que presentan
propiedades inmunomoduladoras debido a que son ricas en metabolitos secundarios,
como los flavonoides que aceleran la fagocitosis por macréfagos modulando la respuesta
inmune celular y actividad antiinflamatoria, los terpenos con actividad antiespasmadica,
alcaloides que presentan multiples actividades inmunomoduladoras, péptidos
antimicrobianos de plantas, glicoproteinas (lectinas), fenoles y algunos del metabolismo
primario como carbohidratos y acidos grasos (Sanchez et al. 2002; Gonzalez-Gallego et al.

2010; Mathur et al. 2011).
2.7. ACIDOS GRASOS DE AGUACATE Y COMPUESTOS DERIVADOS
2.7.1 Propiedades medicinales del aguacate

Entre las plantas con propiedades inmunomoduladoras se encuentra el aguacate. El
aguacate pertenece a la familia de las lauraceas, es nativo de México y de dreas tropicales
humedas (Sanchez-Pérez, 1999). Dentro de las diferentes variedades, cultivares e hibridos
de aguacate, el aguacate nativo de México (Persea americana var. drymifolia) se utiliza
para tratar varias afecciones en la salud del ser humano (Bello-Gonzalez, 2006; Rincon-
Hernandez et al. 2011). Se le han atribuido desde la época prehispanica diversas
propiedades medicinales, tales como emenagogo (fruto), cicatrizante (pulpa de fruto),
para infecciones e inflamaciones de la piel (hojas), asi como para enfermedades
intestinales (hojas). Ademas, el aceite de la semilla se usa desde hace siglos para el
tratamiento del cabello reseco y otros males; también como ungliento para aliviar el dolor

y suavizar la piel de las zonas lastimadas (Ramos-Jerz, 2007).

En afios recientes la investigacion se ha centrado en diversas variedades con fines
de estudiar sus efectos medicinales. Se ha reportado que azlcares presentes en aguacate,
como la manoheptulosa y el perseitol, pueden inducir la produccién de B-defensinas en
humanos (HBD-2) y modular la respuesta proinflamatoria inducida por el LPS, ademads, de
regular la invasion de la levadura Malassezia furfur en cultivos de queratinocitos (células
de la epidermis) humanos (Paoletti et al. 2010). Adicionalmente, se ha demostrado que

una mezcla de aceite de aguacate y soya (ASU, Avocado-Soybean Unsaponificables) es
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exitosa como tratamiento de la osteoartritis, debido a que contrarresta el proceso de

deterioro relacionado con la inflamacién, inhibiendo la expresién de la ciclooxigenasa-2

(COX-2) y la produccién de prostaglandinas (Gabay et al. 2008; Heinecke et al. 2010),

ofreciendo una alternativa al uso de farmacos anti-inflamatorios no esteroideos.

2.7.2. Propiedades de la semilla de aguacate

La semilla de aguacate representa cerca del 16% del peso total del fruto, ademads de

poseer un perfil rico en fitoquimicos. En la mayoria de los cultivares, la semilla de

aguacate posee un alto contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante, y

una cantidad superior de proantocianinas, comparado con la pulpa (mesocarpo) y la piel

(exocarpo). También es una fuente de acidos grasos y de moléculas lipidicas derivadas de

éstos (Dabas et al. 2013; Ramos-Jerz et al. 2013). Por lo anterior, se considera que la

semilla de aguacate presenta un potencial de compuestos bioactivos y se ha evaluado su

participacidon en diversas actividades bioldgicas, algunas de éstas se describen en el cuadro

3.

Cuadro 3. Efectos biolégicos de extractos y compuestos de semillas de aguacate.

Efecto
Anticancerigeno

Modelo

MDA-MB-231
células de cancer de
mama

Extracto/ dosis
Extracto metandlico a
concentraciones
mayores a 100 pg/Ml

Efecto principal

Induccidn de la apoptosis medida por
el incremento de la caspasa-3,
caspasa-7 y poli (ADP ribosa)
polimerasa (PARP) de escision

Referencia
Lee et al. 2008

Antiinflamatorio

Secrecion de PLA;

Polioles lipidicos

Actividad inhibitoria de PLA;

Etoxioni, 2003

Queratinocitos in
vitro

PFA aislados de la
pulpa y semilla

Disminucién de mediadores
proinflamatorios IL-6, PGE, y dimeros
de pirimidina ciclobutano después de
la radiacién con UVB

Rosenblat et al.
2010

Antidiabético

Ratas diabéticas
inducidas con

450y 900 mg/kg de
(peso corporal) de

Reduce los niveles de glucosa en
sangre de 47-55%. Restauracién en

Edem, 2009

aloxan extracto de semilla islotes pancreaticos
tratamiento por 14
dias
Antihipertensivo NaCl ratas 200.700 mg/kg (peso Reduce los niveles en sangre dosis Katey Lucky,

hipertensivas

corporal) de extracto
se semilla acuoso por
5 semanas

dependiente, presién, colesterol,
glucosa, urea y los niveles de sodio

2009

Hipo-
colesterolémico

Ratén

125, 250 y 500 mg
ASF/kg pc semilla de
aguacate seca
(“harina”) por 6 dias

Reduccion significativa en TC y LDL-C

Pahua-Ramos et
al. 2012
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Cuadro 3 (Cont.). Efectos biolégicos de extractos y compuestos de semillas de aguacate

Efecto Modelo Extracto/ dosis Efecto principal Referencia
Usos Queratinocitos in Concentraciones £ 5 Incrementa la viabilidad celular; Rosenblat et al.
dermatoldgicos vitro pg/mL de PFA reducciéon en el nimero de células 2010
derivados de extracto con quemaduras solares después de
hexanico de semilla irradiadas; mejora la reparacion del
DNA
Queratinocitos in 10 pg/mL de extracto Proliferacién y viabilidad celular Ramos-Jerz et al.
vitro de semilla agua- 2007
acetato de etiloy
HSCCC
Antimicrobianos Bacterias Gram 125-250 pg/mL Efectos antimicrobianos mostrados Raymond et al.
positivas y Gram extracto etandlico de contra Salmonella enteritidis, 2010
negativas in vitro semilla Citrobacter  freudii, ~Pseudomonas
aeruginosa y Enterobacter aerogenes
Insecticida Aedes aegypti 16.7 mg/mL extracto LCso contra larvas de Aedes aegypti Leite et al. 2009
hexanico de semilla; (Vector de la fiebre amarilla)
8.9 mg/mL extracto
metandlico
Toéxico Ratén 1767 mg/kg peso Determinado por DLso Ramos et al.
corporal 2012

Modificado de Dabas et al. 2013.

Desde el punto de vista nutricional el aguacate es una gran fuente de energia por
su alto valor caldrico, ya que contiene altas cantidades de aceite y en especial el aceite de
la semilla, es rico en moléculas lipidicas y acidos grasos insaturados muchos de los cuales

son acidos grasos esenciales (Bora et al. 2001; Ding et al. 2007).
2.7.3. Acidos grasos y derivados de acidos grasos de semilla de aguacate

Los acidos grasos son elementos claves en todas las células debido a que son una fuente
importante de energia y que son componentes estructurales de las membranas celulares;
ademas de llevar a cabo funciones de sefalizacién y reguladores de la expresiéon de genes
(Kachroo et al. 2009). En mamiferos algunos d4cidos grasos de cadena larga son
precursores para la sintesis de mediadores bioactivos, como prostaglandinas,
leucotrienos, lipoxinas y resolvinas, ademas se ha reportado que los acidos grasos
modifican las actividades y respuesta de células del sistema inmune (Yakoob et al. 2007;

Singer et al. 2008; Calder, 2013).

Los acidos grasos que se han reportado en la semilla de aguacate en mayor

proporciéon son el acido hexadecanoico (C16:0), el dcido heptadecanoico (C17:0), el acido
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docosanoico (C22:0), el acido tetracosanoico (C24:0), los acidos grasos monoinsaturados,
acido 9-hexadecenoico (C9:1) y el acido 9-octadecenoico (C18:1), ademas de los acidos
grasos poliinsaturados acido 9,12-ostadecadienoico (C18:2), el 4&acido 9,12,15-
octadecatrienoico (C18:3) y el acido 11,14,17-eicosatrienoico (C20:3); aunque las
proporciones varian dependiendo de la variedad de aguacate y el estado de madurez del

fruto (Bora et al. 2001) .

Dentro de los derivados de 4cidos grasos (DAG) con propiedades
inmunomoduladoras presentes en el aguacate se han descrito dos grupos principales: 1)
Los alcoholes grasos polihidroxilados (PFA); y 2) las acetogeninas alifaticas, estas ultimas
son derivadas del metabolismo secundario de plantas de la familia Annonaceae vy
Lauraceae (Rodriguez-Saona et al. 2001). La caracteristica principal de esta clase de
compuestos es una estructura quimica formada por una cadena alifatica R larga de 11-19
carbonos o de 13-17 carbonos, acetilada o etilénica y con varios grupos hidroxilados
unidos a ella y en algunos casos insaturaciones o grupos lactonas a lo largo de la cadena
(Chavez et al. 1998). Hasta ahora no se ha reportado el papel que desempeiian en la

planta, aunque quizas pueden estar jugando un papel junto con los alcoholes grasos.

Las acetogeninas alifaticas presentan propiedades citotdxicas contra diferentes
lineas celulares cancerosas. Se reportd que la mezcla de acetogeninas alifaticas inhiben la
fosforilacion de las cinasas c-RAF y ERK1/2 en células de cancer oral humano bloqueando
la proliferaciéon (D’Ambrosio et al. 2011). También, las persenonas A y B inhibieron la
generacion de superdxido (02) y éxido nitrico (NO) en la linea celular RAW 264.7 y HL-60
(Kim et al. 2000). Asimismo, extractos liposolubles de tallo y hojas de aguacate mexicano
presentaron citotoxicidad sobre la linea celular de cancer de mama MCF-7, debido a la
actividad de la persina (Valdez-Partida et al. 2011). Por otro lado, los PFA se probaron en
células de queratinocitos humanos dafiadas por exposiciéon a luz UV y se observd que
ejercen un efecto protector y antiinflamatorio ya que disminuyd la secrecion de IL-6 y
PGE2 (prostaglandina) (Rosenblat et al. 2011); sin embargo, se desconoce el efecto

inmunomodulador en un modelo infeccioso.
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2.8. Antecedentes Directos

Dentro de nuestro grupo de trabajo se ha reportado que el tratamiento profilactico
con moléculas de naturaleza lipidica, como el colecalciferol (vitamina D), acidos grasos de
cadena corta (propidnico, hexanoico y butirico) y el acido graso de cadena media
octanoato, inhiben preferencialmente la internalizaciéon de S. aureus en la CEMB y
modulan diferencialmente la expresion de elementos de la RIl (Ochoa-Zarzosa et al. 2009;
Téllez-Pérez et al. 2012; Alva-Murillo et al. 2012; Alva-Murillo et al. 2013; Alva-Murillo et
al. 2014). En este sentido, la vitamina D (1 - 200 nM) disminuyd la internalizacién de S.
aureus (15-74%) en las CMEB e indujo un incremento en la expresién del péptido
antimicrobiano BNBD10 (Téllez-Pérez et al. 2012). También se demostré que el propionato
y el hexanoato de sodio (0.25-0.5 uM) reducen la internalizacién de S. aureus hasta un 55
y 65%, respectivamente; asimismo, modularon la expresién del mRNA de diversos
péptidos antimicrobianos (Alva-Murillo et al. 2012). Un resultado similar se obtuvo con el
butirato de sodio, el cual inhibié la internalizacién en un 50% (Ochoa-Zarzosa et al. 2009);
mientras que, el octanoato de sodio modulé diferencialmente la internalizacién
dependiente de la concentracidn (Alva-Murillo et al. 2013). Sin embargo, se desconoce el
efecto que presentan los acidos grasos de cadena larga u otras moléculas de naturaleza

lipidica en este modelo de interaccion patdégeno-hospedero.

Por lo anterior, en esta investigacion se evalud el efecto inmunomodulador de los
AG y DAG de aguacate en el modelo de interaccion CEMB — S. aureus que los podria
colocar como una opcion para el tratamiento de infecciones crénicas, como la mastitis

bovina subclinica.
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3. HIPOTESIS

Los acidos grasos de semilla de aguacate y sus derivados regulan diferencialmente la
expresion de elementos de la inmunidad innata, que conduce a una disminucion de la

internalizacion de Staphylococcus aureus en células epiteliales mamarias bovinas.
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4. OBIJETIVOS

4.1. Objetivo general

Analizar el efecto de los acidos grasos de semilla de aguacate y sus derivados sobre la
expresion de elementos de la inmunidad innata durante la internalizacién de

Staphylococcus aureus en células de epitelio mamario bovino.

4.2. Objetivos especificos

1. Identificar los dcidos grasos de semilla de aguacate (Persea americana var. drymifolia)

y sus derivados.

2. Evaluar el efecto de los acidos grasos de semilla de aguacate y sus derivados sobre la

viabilidad de las células de epitelio mamario bovino y el crecimiento de S. aureus.

3. Determinar si los acidos grasos de semilla de aguacate y sus derivados afectan la

internalizacion de S. aureus en las células de epitelio mamario bovino.

4. Analizar la expresion de genes representativos de citocinas (pro y anti- inflamatorias) y
de péptidos antimicrobianos, en células de epitelio mamario bovino tratadas con los
acidos grasos de semilla de aguacate y sus derivados e infectadas con S. aureus.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Extraccion de los acidos grasos (AG) y sus derivados (DAG) a partir de semilla
de aguacate

Los frutos de aguacate (P. americana var. drymifolia) en estadio de madurez fisioldgica
fueron recolectados en el municipio de Tingambato, Michoacdn, México. Después de la
colecta, el fruto se congeld usando nitrégeno liquido y se separd la semilla de la pulpa. La
semilla se pulverizé en una licuadora para obtener el polvo a partir del cual se realizd la
extraccion de los compuestos en un equipo de extraccidn Soxhlet. Se utilizé hexano (CsH1a4,
J.T. Baker) como solvente y se mantuvo en reflujo durante 14 horas. El extracto resultante
se colectd y se filtrd. Posteriormente se colocd en frio a -18°C por 12 h para la obtencién
de los cristales de los AG y DAG. Los cristales se recolectaron por centrifugacién a 10,000
rom durante 5 min a 4°C, se elimind el sobrenadante y el precipitado se llevd a sequedad
con nitrégeno gaseoso. Por ultimo, los cristales (extracto) se almacenaron a -20°C
(Rosenblat et al. 2011). Para las evaluaciones con los AG y DAG en los sistemas bioldgicos,

éstos se resuspendieron en DMSO (dimetilsulfoxido, Sigma) al 5%.
6.2. Derivatizacion de los AG y DAG de semilla de aguacate

La derivatizacién es un proceso por el cual, a través de reacciones quimicas se le inserta
un grupo funcional al andlito que permite obtener moléculas mas volatiles y evitar usar
temperaturas demasiado altas en el equipo, aunado a un aumento en la resolucion de los
analitos. El extracto sometid a sequedad con nitrégeno gaseoso, después se le adiciond
100 uL de diclorometano (CHsCly, J.T. Baker) y 1 mL de NaOH 0.5 N en metanol. La mezcla
se calentd a 90°C durante 10 minutos y se enfrié hasta 30°C. Una vez fria se adicioné 1 mL
de trifluoruro de boro (BF3) en metanol para catalizar la reaccion y se calenté nuevamente
a 90°C por 10 minutos; se bajé la temperatura hasta alcanzar los 30°C y se le adiciond 1
mL de hexano, la mezcla se agité en un vortex por 30 segundos y se dejé reposar para
permitir la separacion de las dos fases, la fase superior corresponde a la fase organica y la

inferior a la fase acuosa. Se recuperé solo la fase orgdnica y se colocd en un tubo de
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ensayo, limpio y seco. A la fase acuosa se le adicioné 1 mL de hexano y se repitio el paso
anterior; se obtuvo de nuevo la fase organica y se adiciond al tubo que solo contenia la
fase orgdnica. A éste se le agregd 1 mL de agua destilada y se agitd vigorosamente, luego
se recupero la fase orgdnica y se pasé por una columna para cromatografia (Poly-prep,
Chromatography columns, Bio-Rad) rellena de NaSOa. Se recolect6 el filtrado y se llevo a

sequedad con nitrégeno gaseoso (grado HPLC) para ser analizado por CG-EM.
6.3. Cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM)

La identificacion de los compuestos presentes en los cristales de AG y DAG de semilla de
aguacate criollo mexicano se realizé mediante cromatografia de gases acoplado a masas.
Para ello se utilizé un cromatégrafo de gases (Agilent 6850 series Il; Agilent, Foster City,
Ca. U.S.A.) con detector de masas 5973 (Agilent Technologies). Se utilizé la columna HP-
5MS, con una longitud de 30 metros y un didmetro interno de 250 um con 0.25 um de
film. El gas acarreador fue helio ultra puro en flujo constante de 1 mL/min. El volumen de
inyeccion de la muestra fue 1 ul, tipo Split a una temperatura del inyector de 270°C, la
temperatura del detector fue de 300°C. Las condiciones de operacién del horno fueron las
siguientes: la temperatura inicial fue de 150°C por 3 min, con un incremento gradual de
5°C por minuto hasta 278°C mantenida por 12 minutos (tiempo total de 40.6 minutos) y
una post-corrida a 300°C por 3 minutos. La identificacion de los compuestos se llevo a
cabo por comparacion de su espectro de masas y el tiempo de retencion, de acuerdo a la
base de datos espectrales NIST/EPA/NIH, “Chem Station” Agilent Technologies Rev.
D.04.00 2002) (Veldzquez-Becerra et al. 2013).

6.4. Cultivo de Staphylococcus aureus ATCC 27543

Para la realizacidon de este trabajo se utilizé 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 indculo, la bacteria se crecié 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
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ajustaron midiendo (en el cultivo bacteriano) la densidad éptica (DO) a 600 nm. La cepa
ATCC 27543 es sensible al antibidtico gentamicina, el cual se utilizé para eliminar las

bacterias extracelulares en los ensayos de invasion.
6.5.  Cultivo primario de células de epitelio mamario bovino (CEMB)

El cultivo primario de células de epitelio mamario bovino (CEMB) se obtuvo del tejido
alveolar de la ubre de vacas lactantes, se aisld y cultivd como se ha descrito previamente
(Anaya et al. 2006). Para el estudio se utilizaron solo células de pasajes 2 al 8. Las CEMB 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 pug/mL hidrocortisona
(Sigma), 250 ng/mL de anfotericina B (Invitrogen) y pH de 7.4. Las células se incubaron en
atmdsfera de 5% de CO2 a 37°C. Para los ensayos con S. aureus las CEMB se cultivaron en

medio sin antibidticos durante 24 h antes de llevar a cabo los tratamientos.

6.6. Efecto de los AG y DAG de semilla de aguacate sobre el crecimiento de

Staphylococcus aureus

Para evaluar el efecto de los AG y DAG sobre el crecimiento de S. aureus, se cultivé la
bacteria en caldo LB y se incubé en agitacién constante a 37°C por 18 h. Se ajustd la DOsgo
(espectrofotémetro DAS) del cultivo bacteriano a 0.2 (9x107 UFC), se adicionaron los
diferentes tratamientos de los AG y DAG (1- 500 ng/mL), vy se crecieron a 37°C con
agitacién constante. Se monitored el crecimiento a las 2, 6 ,12 y 24 h midiendo la DO a

590 nm. Los experimentos se realizaron por triplicado.

6.7. Efecto de los AG y DAG de semilla de aguacate sobre la viabilidad de las
CEMB

La viabilidad de las células del cultivo primario de epitelio mamario bovino se realizd
mediante el ensayo de exclusion con el colorante azul tripano. Se cultivaron 1x10* células

por pozo en cajas de 96 pozos (Costar-Corning), con medio DMEM/F12K sin suero y sin
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antibioticos, bajo las distintas concentraciones de los AG y DAG (1 — 500 ng/mL) durante

24 y 48 h a37°C en una atmdsfera con 5% de COa.

Posteriormente, las CEMB se lavaron tres veces con PBS estéril y se despegaron con
tripsina-EDTA (Gibco) y se recuperaron. Las células se resuspendieron con el colorante
azul tripano (Trypan Blue Solution 0.4%, liquido estéril, filtrado, Sigma-Aldrich) en una
dilucién 1:1, se incubaron a temperatura ambiente por 3 min, y se cargaron 20 uL de la
suspension en un hemocitometro (cdmara de neubauer). Se contaron las células viables y
las células no viables en un microscopio éptico invertido a 40X en cinco cuadrantes. Las
células no viables se tifieron de azul, mientras que las células viables no se tifien con el
colorante. Los experimentos se realizaron por triplicado. Para el calculo de la viabilidad se

realizo la siguiente ecuacién:

% de células viables= (nimero de células viables/ nimero de células totales) x 100

6.8. Efecto de los AG y DAG de semilla de aguacate en la internalizacion de S.

aureus ATCC 27543 en las CEMB

Los ensayos de internalizacién se realizaron de acuerdo a un protocolo establecido
previamente por nuestro grupo de trabajo (Anaya-Lépez et al. 2006; Gutiérrez-Barroso et
al. 2008). Las CEMB se cultivaron hasta monocapas confluentes (~2x10° células/pozo) en
cajas cultivo de 24 pozos (Costar-Corning) previamente tratadas con coldgena de cola de
rata tipo | (6-10 ug/cm?, Sigma). Se adiciond medio DMEM/F12K sin suero y sin
antibidticos a cada pozo, ademds de los AG y DAG (1- 500 ng/mL), incubandose durante 24
h. Se infectaron las CEMB con la cepa de S. aureus empleando una multiplicidad de
infecciéon (MDI) de 30 bacterias por célula, para lo cual se realizé el conteo de CEMB de un
pozo, ajustando paralelamente la DOsoo del cultivo bacteriano a 0.2. Las células se
infectaron durante 2 h a 37°C en medio DMEM/F12, sin suero y sin antibiéticos. Para
eliminar las bacterias no endocitadas, las CEMB se trataron con 80 pug/mL de gentamicina

incubandose durante 1 h a 37°C. Después, las CEMB se despegaron con tripsina-EDTA
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(Gibco) y se recuperaron centrifugando a 2500 rpm/10 minutos. Posteriormente se lisaron
con 250 pL de agua destilada estéril y se distribuyd una alicuota de 200 uL de una dilucion
1:100 de los lisados en cajas con agar LB (caldo LB con 10 g de agar bacterioldgico,
BIOXON), por triplicado y se incubaron por 18 h a 37°C. El nimero de UFC recuperadas,
correspondientes a las bacterias endocitadas, se determind por conteo en placa. Como
control se utilizaron las CEMB solo con el vehiculo (DMSO 5%). Los experimentos se

realizaron por triplicado.

6.9. Anadlisis de la expresion de genes de la respuesta inflamatoria y

antimicrobiana por RT-PCR

A partir de las CEMB expuestas a S. aureus y tratadas o no con los AG y DAG de aguacate,
se extrajo el ARN total usando Trizol (Invitrogen), el cual se utilizé para sintetizar el ADN
complementario (ADNc). La reaccidén de transcripcion reversa se realizé en un volumen
final de 20 ulL conteniendo 25 pg/mL de Oligo d(T)15-18 (Invitrogen) y 500 nM de dNTP’s
Mix (Invitrogen). La reaccidn se incubd a 65°C por 5 minutos e inmediatamente fue
transferida a hielo. Se afiadié 4 uL de First Strand Buffer 5X (Invitrogen), ditiotreitol 10
mM e inhibidor de RNAsa 2 U/uL (Invitrogen) y se incubd a 37°C durante 2 minutos.
Finalmente se agregd la enzima transcriptasa reversa M-MLV (10 U/ pL, Invitrogen) y se
incubd a 37°C por 50 minutos, seguido de 15 minutos a 70°C para inactivar la reaccion.
Este ADNc se utilizdé para establecer los niveles de expresion de genes representativos de
la inmunidad innata mediante reacciones de PCR en tiempo real (qPCR). Se utilizaron
oligonucleétidos especificos para las CEMB (Cuadro 4). Ademads, se amplific6 GAPDH
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) para verificar la integridad del ARN y la
eficiencia de la RT-PCR. La cuantificacion relativa de la expresion 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 llevo 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.
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Cuadro 4. Oligonucleétidos utilizados para determinar la expresion del ARNm de genes de la RIl de las

CEMB

Especificidad . Secuencia (5°-3")

Péptido antimicrobiano
traqueal (TAP)

Defensina 5 de neutrofilo
bovino (BNBD5)

Interleucina 10 (IL-10)

Factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a)

Regulador de la
activacion de células T
normalesy secretadas
(RANTES)

Gliceraldehido 3 fostato
deshidrogenasa
(GAPDH)

Péptidos

antimicrobianos en

bovinos

A N

A M A

GCGCTCCTCTTCCTGGTCCTG
GCACGTTCTGACTGGGCATTGA

GCCAGCATGAGGCTCCATC
TTGCCAGGGCACGAGATCG

GATGCGAGCACCCTGTCTGA
GCTGTGCAGTTGGTCCTTCATT
CCCCTGGAGATAACCTCCCA
CAGACGGGAGACAGGAGAGC

CACCCACGTCCAGGAGTATT
CTCGCACCCACTTCTTCTCT

TCAACGGGAAGCTCACTGG
CCCCAGCATCGAAGGTAGA

antiinflamatoria Proinflamatoria

6.10. Andlisis estadistico

Tamafo del
fragmento

(pb)

216

143

129

101

117

237

Temperatura de
alineamiento (°C)

57

59

59

5.5

54

56.9

Gen enddgeno

Referencia

Alva-Murillo et al.
2012

Cormican et al.
2008

Alva-Murillo et al.
2014

Mookherjee et al.
2006

Nelson et al.
2010

Yonezawa et al.
2009

Los resultados se obtuvieron del promedio de tres experimentos independientes por

triplicado y se compararon mediante la prueba de t de Student. Los datos de gPCR

fueron obtenidos de tres experimentos independientes realizados por triplicado y

comparados por analisis de varianza (ANOVA). Los resultados se reportan con el

error estandar promedio. Los valores de P

significativos.

< 0.05 se consideran estadisticamente
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7. RESULTADOS

7.1. Extraccion e identificacion de AG y DAG presentes en la semilla de aguacate

mexicano (Persea americana var. drymifolia)

La extraccion de los AG y DAG de semilla de aguacate mexicano Persea americana
var. drymifolia se realizé por el método reportado por Rosenblat y cols. (2011).
Mediante este método se obtienen los AG y DAG en forma de cristales. El rendimiento
de AG y DAG obtenidos a partir de la semilla fue de 0.2% (p/p). Posteriormente se
identificaron las moléculas presentes en los cristales mediante la técnica de CG-EM. Se
identificaron tres grupos de moléculas previamente descritas en aguacate, dos de ellas
definidas como DAG: 1) alcoholes grasos polihidroxilados o PFA, y 2) acetogeninas
alifaticas; el tercer grupo estuvo conformado por AG de cadena larga (Cuadro 5). Los
DAG identificados fueron preferencialmente moléculas con una longitud de cadena de
17-19 carbonos, mientras que los AG mds abundantes fueron de cadena larga (16-24
C), con y sin insaturaciones. El compuesto mas abundante fue el PFA 1-acetoxi-2,4-
dihidroxi-heptadec-12,16-dieno (15.4 pg/g de extracto), seguido por el AG saturado
hexadecanoico o acido palmitico (7.1 ug/g de extracto) y la persina (5.09 ug/g de
extracto) (Cuadro 5). En la figura 8 se muestra un cromatograma representativo del

perfil de AG y DAG presentes en la semilla de aguacate mexicano.
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Cuadro 5. Contenido de AG y DAG en la semilla de aguacate mexicano (Persea americana var. drymifolia)*.

Grupo Compuesto ug/g de extracto
1-Acetoxi-2,4-dihidroxi-heptadec-16-eno 3.54
1-Acetoxi-2,4-dihidroxi-heptadec-16-ino 5.75

PFA 1-Acetoxi-2,4-dihidroxi-heptadec-12,16-dieno 15.40
1-Acetoxi-2,4-dihidroxi-heptadec-12-eno-16-ino 4.05
1-Acetoxi-2,4,15-trihidroxi-heptadec-16-eno 3.54
Persina 5.09
Persenona-A 5.03
Persedieno 4.26
1,2,4-Trihidroxi-heptadec-16-ino 4.98
1,2,4-Trihidroxi-heptadec-6,16-dieno 2.41

Acetogeninas  1,2,4-Trihidroxi-heptadec-16-eno 3.47
alifaticas 1,2,4,15-Tetrahidroxi-heptadec-16-eno 2.35
1,2,4-Trihidroxi-heptadec-6-eno-16-ino 2.20
1,2,4-Trihidroxi-heptadec-16-ino 2.19
1,2,4-Trihidroxi-nonadec-16-eno 2.19
1,2,4-Trihidroxi-nonadec-6-eno 2.10
1,2,4-Trihidroxi-nonadecano 2.37

Acido tetradecanoico (ac. miristico) 2.49

Acido hexadecanoico (4c. palmitico) 7.10

Acido 9,12-Octadecadienoico (ac. linoleico) 4.06

Acido 9-Octadecenoico (ac. oleico) 5.32

Acidos grasos  Acido octadecanoico (4c. estedrico) 5.06
de cadena larga Acido eicosanoico (4c. araquidico) 2.39
Acido 13-docosenoico (ac. ertcico) 2.44

Acido docosanoico (&c. behénico) 3.63

Acido 15-tetracosenoico (4c. nervénico) 2.88

Acido tetracosanoico 4.29

LEn negritas se indican los mas abundantes
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Figura 8. Cromatograma representativo del perfil de AG y DAG presentes en la semilla de aguacate
mexicano (Persea americana var. drymifolia). Se indican las estructuras de las moléculas mas abundantes.
Estas se clasificaron en tres grupos: 1) alcoholes grasos polihidroxilados, 2) acetogeninas alifaticas y 3)
acidos grasos. Para la identificacion de los AG y DAG fueron transformados en sus metil éster y
determinados por CG-EM.

7.2. Efecto de los AG y DAG de la semilla de aguacate mexicano sobre el

crecimiento de S. aureus y la viabilidad de las CEMB

Estd bien establecido que los AG y DAG tienen efectos antimicrobianos y
citotoxicos. Por lo anterior, se evalud si los AG y DAG de la semilla de aguacate
mostraban actividad antimicrobiana sobre S. aureus, y citotoxicidad en las CEMB. Para
el caso de la bacteria, ésta se crecid en LB suplementado con los compuestos (1-500
ng/mL) y se monitored por turbidimetria durante 24 h. Los resultados mostraron que
los tratamientos no afectaron el crecimiento de S. aureus, ya que no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos y el control (vehiculo, DMSO 0.1%)

(Figura 9 A).
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Figura 9. Los AG y DAG de aguacate no afectan la viabilidad de S. aureus y de las CEMB. A) S. aureus ATCC
27543 se crecid en caldo LB a 37°C en agitacién durante 18 h y se ajusté la DO a 0.2 (9x107 UFC),
posteriormente se adicionaron los tratamientos y se determind la DO a los tiempos indicados. B) Para los
ensayos de viabilidad de las CEMB (1x10%), éstas se crecieron en caja de 96 pozos hasta 80% de confluencia,
posteriormente se adicionaron los tratamientos y se determind la viabilidad mediante el ensayo de
exclusion por azul tripano, a las 12 y 24 h. Los resultados, en ambos casos, corresponden a tres
experimentos independientes por triplicado. Veh= vehiculo (DMSO 0.1%) (p< 0.05, t-Student).

Para el caso de los ensayos de viabilidad de las CEMB tratadas con los AG y DAG, la
evaluacidn de la citotoxicidad se realizd a las 24 y 48 h por el ensayo de exclusién con azul
tripano. Los resultados mostraron que los AG y DAG (1-500 ng/mL) no afectan la viabilidad
de las CEMB (Figura 9B).
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73. Los AG y DAG de semilla de aguacate modulan la internalizaciéon de

Sthapylococcus aureus ATCC 27543 en las CEMB

El efecto de los AG y DAG sobre la internalizacion de S. aureus en las CEMB se evalud
mediante ensayos de proteccidon con gentamicina, como se describié en materiales y
métodos. Se probaron los AG y DAG en las distintas concentraciones (1 - 500 ng/mL) como
tratamiento profilactico, para ello las CEMB fueron pretratadas 24 h con los compuestos y
luego se infectaron con la bacteria. Los resultados mostraron que las concentraciones de 1
a 200 ng/mL inhibieron significativamente la internalizacién de S. aureus (60-80%),
comparado con el control (vehiculo, DMSO 0.1%); sin embargo, en la concentracién de
500 ng/mL se observé un incrementd en la internalizacion (~50%) (Figura 10). En cambio
las concentraciones de 1, 4, 10 y 200 ng/mL disminuyeron la internalizaciéon en un ~60%,
mientras que las concentraciones de 2 y 100 ng/mL lo hicieron hasta un ~80%, aunque no
son estadisticamente diferentes. Con estos resultados se demostré que los AG y DAG de
semilla de aguacate inhiben preferencialmente la internalizacién de S. aureus en las
CEMB. Por lo anterior, para el resto de las evaluaciones se utilizaron solo dos
concentraciones, una condicion representativa de la menor inhibicién observada (60%, 1

ng/mL), y la de mayor efecto inhibitorio (80%, 100 ng/mL).
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Figura 10. Los AG y DAG de semilla de aguacate modulan la internalizaciéon de S. aureus en las CEMB. El
efecto de los AG y DAG en la internalizacidn de S. aureus en las CEMB es presentado como el porcentaje de
UFC recuperadas después de la lisis de las CEMB. Los valores fueron determinados considerando el vehiculo
(DMSO 0.1%) como el 100% de la internalizacién. Los resultados corresponden al promedio de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. La diferencia estadistica de los tratamientos es
respecto al control (p< 0.05, t-Student).

7.4. Efecto de los AG y DAG de semilla de aguacate en la expresion de genes de la

respuesta inmune innata de las CEMB

Para evaluar si los AG y DAG modulaban la respuesta inmune innata de las CEMB (con
o sin infeccién) y si ésta se relacionaba con los efectos inhibitorios sobre la internalizacion
de S. aureus en las CEMB, se analizé por qPCR la expresiéon de genes de la respuesta
proinflamatoria (la citocina TNF-a0 y la quimiocina RANTES), antiinflamatoria (IL-10) y
péptidos antimicrobianos (TAP y BNBD5). La seleccion de los genes se realizé en funcién
de que se ha demostrado su expresion en las CEMB y que ésta es modulada por la

infeccidon con S. aureus.
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7.4.1. Los AG y DAG de semilla de aguacate modulan la expresion de genes de la

respuesta proinflamatoria en las CEMB

Mediante qPCR se analizé la expresidon de dos genes de la respuesta proinflamatoria,
la citocina TNF-a. y la quimiocina RANTES. Las CEMB control (sin tratamiento y sin
infeccién) mostraron una expresién basal del ARNm de TNF-q, la cual no se afectd por el
tratamiento con los AG y DAG a 1 ng/mL; sin embargo, el tratamiento de 100 ng/mL
disminuyd significativamente la expresion (0.5 veces) (Figura 11 A). Por otro lado, la
infeccidn con S. aureus no modifico la expresién en relacion a las células control (Figura 11
A). Sin embargo, las CEMB pretratadas con los AG y DAG durante 24 h e infectadas
disminuyeron significativamente la expresiéon de TNF-o (0.5 veces), en relacién a las
células infectadas. Las células tratadas con los AG y DAG e infectadas mostraron una
inhibicion en la expresion de TNF-a, que se relaciona con la disminucién en la

internalizacion de S. aureus.

En relacién a la expresiéon relativa del ARNm de la quimiocina RANTES, los
tratamientos con los AG y DAG no modificaron su expresion. Un comportamiento similar

se observé en las células tratadas con los AG y DAG e infectadas (Figura 11 B).
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Figura 11. Los AG y DAG modulan la expresion de genes de la respuesta proinflamatoria de las CEMB. Las
células fueron tratadas con los AG y DAG disueltos en 0.1% de DMSO (24 h) y después infectadas con S.
aureus por 2 h. Se realizé la extraccion del ARNm total de las CEMB tratadas con los AG y DAG (1 y 100
ng/mL), sin infectar e infectadas con S. aureus ATCC 27543, y posteriormente se sintetizé el ADNc de los
diferentes tratamientos. Se evalud la expresion del ARNm de TNF-a (A) y RANTES (B). Se realizé la extraccidn
del ARNm total y posteriormente se sintetizd el ADNc de los diferentes tratamientos. La expresion relativa
se realizé por medio de PCR en tiempo real (qPCR), utilizando como control endégeno el gen GAPDH. Cada
barra muestra tres experimentos independientes por duplicado. El simbolo “*” indica cambios significativos
con respecto a las CEMB tratadas con el vehiculo. La letra “a” indica cambios significativos (P < 0.05) con
respecto las CEMB tratadas solo con vehiculo (DMSO 0.1%). La letra “b” indica cambios significativos (P <
0.05) con respecto a las CEMB infectadas.
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7.4.2. Los AG y DAG de semilla de aguacate inducen la expresion de la IL-10 en las
CEMB

Continuando con el analisis de expresidon de genes de la respuesta inmune innata se
evalué el efecto de los AG y DAG sobre la expresion del ARNm de la citocina
antiinflamatoria IL-10. Se observd un nivel basal de la expresién de esta citocina en las
CEMB control (Figura 12). Los tratamientos con los AG y DAG incrementaron
significativamente la expresion de IL-10 (hasta 11 veces) de forma dependiente de la
concentracion. Ademas, la infeccidn indujo la expresion del ARNm de IL-10 (~2.7 veces);
sin embargo, cuando se trataron las CEMB con los AG y DAG y se infectaron se observé un
incremento en la expresion de IL-10, siendo de 10 veces en la concentracién de 1 ng/mLy

hasta 21 veces para la concentracion de 100 ng/mL (Figura 12).
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Figura 12. Los AG y DAG inducen la expresion de IL-10 en las CEMB. Las células fueron tratadas con los AG y
DAG disueltos en 0.1% de DMSO (24 h) y después infectadas con S. aureus por 2 h. Se realizd la extraccion
del ARNm total de las CEMB tratadas con los AG y DAG (1 y 100 ng/mL), sin infectar e infectadas con S.
aureus ATCC 27543, y posteriormente se sintetizd el ADNc de los diferentes tratamientos. Se evalué la
expresion relativa del ARNm de IL-10. La expresion relativa se realizd6 por medio de PCR en tiempo real
(qPCR), utilizando como control enddgeno el gen GAPDH. Cada barra muestra tres experimentos

“uxn

independientes por duplicado. El simbolo indica cambios significativos con respecto a las CEMB tratadas
con el vehiculo. La letra “a” indica cambios significativos (P < 0.05) con respecto las CEMB tratadas solo con
vehiculo (DMSO 0.1%). La letra “b” indica cambios significativos (P < 0.05) con respecto a las CEMB

infectadas.
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7.4.3. Los AG y DAG de semilla de aguacate modulan la expresion de péptidos
antimicrobianos en las CEMB

Un componente importante de la respuesta inmune innata son los péptidos

antimicrobianos, por lo cual se evalué el efecto de los AG y DAG de semilla de aguacate en

la expresidn relativa del ARNm del péptido antimicrobiano traqueal (TAP) y la defensina

de neutrdfilo bovino (BNBD5) en las CEMB.

Respecto a la expresion de TAP, las CEMB control mostraron una expresion basal, la
cual no se afectd por los tratamientos con los AG y DAG. Sin embargo, la infeccidon
disminuyd significativamente la expresidon de este péptido (0.5 veces). Interesantemente
las CEMB pretratadas con los AG y DAG e infectadas mostraron una tendencia a
incrementar la expresion de TAP dependiente de la concentracion, alcanzando un

incremento de 3 veces en el tratamiento de 100 ng/mL (Figura 13 A).

Por otra parte, la expresion del ARNm de BNBD5 en las CEMB tratadas con los AG y
DAG (1 ng/mL) disminuyd significativamente, mientras que la concentracion de 100 ng/mL
no modificé la expresion de este péptido. Por otro lado, la infeccion no modificéd la
expresion relativa de BNBD5 respecto al control; sin embargo, las células tratadas con los
AG y DAG e infectadas mostraron un comportamiento diferencial. En el tratamiento de 1
ng/mL la expresion relativa del ARNm se redujo, mientras que en la de 100 ng/mL se
incrementd la expresion hasta 4 veces, lo cual puede estar relacionado con el mayor

porcentaje de inhibicidn de la internalizacion (Figura 13 B).
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Figura 13. Los AG y DAG modulan la expresion de péptidos antimicrobianos en las CEMB. Las células
fueron tratadas con los AG y DAG disueltos en 0.1% de DMSO (24 h) y después infectadas con S. aureus por
2 h. Se realizo la extraccion del ARNm total de las CEMB tratadas con los AG y DAG (1 y 100 ng/mL), sin
infectar e infectadas con S. aureus ATCC 27543, y posteriormente se sintetizdo el ADNc de los diferentes
tratamientos. Se evalud la expresion relativa del ARNm de TAP (A) y BNBD5 (B). La expresidn relativa se
realizé por medio de PCR en tiempo real (qPCR), utilizando como control endégeno el gen GAPDH. Cada

uxn

barra muestra tres experimentos independientes por duplicado. El simbolo indica cambios significativos
con respecto a las CEMB tratadas con el vehiculo. La letra “a” indica cambios significativos (P < 0.05) con
respecto las CEMB tratadas solo con vehiculo (DMSO 0.1%). La letra “b” indica cambios significativos (P <

0.05) con respecto a las CEMB infectadas.

48



8. DISCUSION

Acidos grasos y derivados de semilla de aguacate mexicano

Para el control de la invasién de Staphylococcus aureus en los procesos de infeccidon
en algunos sistemas celulares se ha recurrido a la busqueda de nuevos tratamientos, una
alternativa potencial la presentan los compuestos derivados de las plantas. Entre éstas, se
han evaluado los metabolitos secundarios de aguacate (Persea americana Mill.), en
particular los de la semilla de aguacate mexicano (P. americana var. drymifolia) que
presentan propiedades inmunomoduladoras y antiinflamatorias (Ding et al. 2007; Calder,
2013), debido a que contiene una alta cantidad de aceite rico en acidos grasos de cadena
larga (AGCL) y otras moléculas lipidicas. En nuestro grupo de trabajo se ha demostrado
que acidos grasos de cadena corta (AGCC) y cadena media (AGCM) modulan la invasion de
S. aureus en las CEMB y la expresidn de genes de la respuesta inmune (Ochoa-Zarzosa et
al. 2009; Alva-Murillo et al. 2012; Alva-Murillo et al. 2013). Por estos antecedentes, en la
presente investigacion se realizd la obtencion e identificacion de AG y DAG obtenidos de la
semilla de aguacate mexicano, y se evalud el efecto de éstos sobre la internalizacién de S.
aureus ATCC 27543 en las células de epitelio mamario bovino (CEMB) y en la modulacién
de la expresién de genes de la inmunidad innata.

La semilla de aguacate es una fuente importante de AG y otras moléculas lipidicas con
propiedades antiinflamatorias, citotdxicas y antimicrobianas. La obtencién de AG y DAG
de semilla de aguacate mexicano se realizd6 de acuerdo al método reportado para la
obtencién de moléculas lipidicas de este fruto (Rosenblat et al. 2011). La identificacidon y
cuantificacién de los componentes lipidicos de los extractos se realizé utilizando las
condiciones de corrida en cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG-EM) establecidas por nuestro grupo de trabajo (Valdez-partida et al. 2011), ya que no
existen espectros de masas en la base de datos NIST de compuestos derivados de AG,

como las acetogeninas y los alcoholes grasos polihidroxilados (PFA).
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Rosenblat y cols. (2011) reportan solo cinco compuestos principales en el extracto de
semilla de aguacate (Persea gratissima), los cuales fueron patentados con el nombre de
PFA. En el extracto obtenido de P. americana var. drymifolia se encontraron estos
compuestos, siendo el mas abundante el 1-acetoxi-2,4-dihidroxi-heptadec-12,16-dieno.
Ademas de los PFAs, en los extractos de la semilla del aguacate mexicano se identificaron
acetogeninas alifaticas y acidos grasos de cadena larga (Figura 7, cuadro 5). Los AGCL
identificados coinciden con los reportados en la literatura para el aguacate, los cuales son:
acido palmitico (C 16:0), acido palmitoleico (C 16:1), acido oleico (C 16:1), acido linoleico
(C 18:2), acido araquidico (C 20:0), acido eicosadienoico (C 20:2) entre otros, aunque la
cantidad varia de acuerdo al estado fenoldgico del fruto y al genotipo (Bora et al. 2001) La
identificacidon de otras moléculas lipidicas en este extracto ademas de las reportadas por
el método de Rosenblat y cols (2011) puede deberse al método de derivatizacion utilizado
en la presente investigacién, ya que por este método se obtienen lipidos metil-
esterificados derivados de las moléculas lipidicas presentes, permitiendo aumentar la
volatilidad de los andlitos, utilizar temperaturas menores en el cromatografo y aumentar
la resolucion de los analitos (Figura 7). También se ha identificado la persina y otros DAG
en hojas y tallos de aguacate criollo mexicano (Valdez-Partida et al. 2011). La persina y
otros compuestos lipidicos con estructura quimica similar se denominan acetogeninas, las
cuales son un grupo de compuestos caracteristicos de las familias Lauraceae y
Annonaceae (Rodriguez-Saona et al. 2000). En el presente trabajo la acetogenina en
mayor abundancia fue la persina (5.09 pg/g de peso seco), resultado que coincide con lo
reportado en pulpa de aguacate Hass, mientras que en la semilla no se reporta la cantidad
(Rodriguez-Sanchez et al. 2013). Asimismo, el contenido de la acetogenina persenona A
(5.03 ug/g de peso seco) coincide con lo reportado en la pulpa y semilla de aguacate (Kim
et al. 2000; Rodriguez-Sanchez et al. 2013). Aunque no se ha descrito la ruta de sintesis de
estos compuestos, algunos autores mencionan que pueden ser derivados del
metabolismo de los acidos grasos oleico, linoleico y linolénico (Kashman et al. 1969). Se

sugiere que en la planta estas moléculas son antioxidantes potenciales que ayudan a
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combatir el ataque de hongos y estrés oxidativo inducido por factores abidticos (Beno-

Moualem et al. 2000).

Efecto de AG y DAG en Staphylococcus aureus

Los AGCL presentan propiedades antimicrobianas contra S. aureus aunque el
mecanismo de accién anti-estafilocdccico se desconoce, se ha propuesto que inhiben las
glucosiltransferasas, favorecen la precipitacion del peptidoglicano, inducen el estrés
peroxidativo y alteran la permeabilidad y fluidez de la membrana (Kenny et al. 2009). Se
ha reportado que el acido oleico (C 18:1, cis-9) y el acido laurico (C 12:0) a partir de 70
ug/mL presentan efectos antimicrobianos contra Staphylococcus aureus meticilina
resistente (Chen et al. 2011). Ademas, las acetogeninas obtenidas de la semilla de
aguacate también presentan efectos bactericidas contra Clostridium sporogenes, una
bacteria Gram positiva, a partir de 7.8 pug/mL (Rodriguez-Sanchez et al. 2013). En este
trabajo, los AG y DAG de semilla de aguacate mexicano no afectaron el crecimiento de S.
aureus ATCC 27543. Este resultado no es extraio ya que las concentraciones que se
utilizaron en la presente investigacion son inferiores (1-500 ng/mL) a las reportadas con

actividad antibacteriana (Figura 9A).

Efecto de AG y DAG sobre CEMB

Se ha estabecido que algunos AG, como el acido oleico, promueven el crecimiento in
vitro de la linea celular MDA-MB-231 de cancer de mama humano (MDA-MB-231) a la
concentracion de 0.25 pug/mL (Rose et al. 1990). Por otra parte, el acido docosahexaenoico
(30 uM) induce la apoptosis en las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y SK-BR-3
(Sun et al. 2011). Mientras que las acetogeninas alifaticas presenta efectos citotéxicos
contra diferentes lineas celulares cancerosas a partir de 30 uM (Ding et al. 2007,
D’Ambrosio et al. 2011; Valdez-Partida et al. 2011). Por lo anterior, se decidié evaluar el

efecto de los AG y DAG de semilla de aguacate mexicano sobre la viabilidad de las CEMB
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hasta las 48 h. Los resultados mostraron que a las concentraciones probadas de los AG y
DAG (1-500 ng/mL) no afectaron la viabilidad de las CEMB, medida a través del ensayo de
exclusién con azul tripano. Adicionalmente, se analizéd la viabilidad por ensayo de
reduccion del MTT y tampoco se observaron cambios en la viabilidad celular (datos no
mostrados) (Figura 9B). Estos resultados pueden deberse a que las concentraciones
utilizadas de AG y DAG son muy bajas (1-500 ng/ml), debido a que se ha reportado para
que los AG saturados y poliinsaturados presenten efectos citotéxicos contra células
bovinas de epitelio del cristalino e induzcan la muerte por apoptosis en la linea celular
H9c2 (mioblastos de ratdn) se requieren concentraciones de al menos 100 mM, ya que
concentraciones menores de AG poliinsaturados no presentan efectos citotéxicos (Nguyen

et al. 2000; Samokhvalov et al, 2014).

Propiedades inmunomoduladoras de AG y DAG

S. aureus es el principal patégeno que causa mastitis bovina crénica debido a que es
capaz de internalizarse en las CEMB, sobrevivir y replicarse dentro de ella, evadiendo al
sistema inmune del hospedero (Dego, 2002; Gutiérrez-Barroso et al. 2008). En nuestro
grupo de trabajo se reporté que las CEMB tratadas con AGCC durante 24 h modulan la
internalizacién de S .aureus. El propionato de sodio (1-5 mM) disminuyd la invasién
bacteriana en las CEMB ~65% (Alva-Murillo et al. 2012), mientras que el butirato (0.25
mM) la inhibié ~50% (Ochoa-Zarzosa et al. 2009). Asimismo, el hexanoato (0.25 -5 mM) la
disminuyd ~60% (Alva-Murillo et al. 2012). En el caso del octanoato, las concentraciones
de 0.0625-0.5 mM aumentaron la invasidon bacteriana; en cambio, a las concentraciones
de 0.75-3.5 mM la invasidon disminuyd hasta ~80% (Alva-Murillo et al. 2013). Por las
propiedades antiinflamatorias e inmunomoduladoras de los AGCL y otros derivados de
lipidos, como los PFA y las acetogeninas alifaticas, éstas fueron consideradas como
candidatas para evaluar la respuesta inmunomoduladora de la CEMB ante un agente

infeccioso como S. aureus, particularmente durante su internalizacion en las CEMB.
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Los AG y DAG de semilla aguacate modularon la internalizacién de S. aureus en las
CEMB. Las concentraciones de 1-200 ng/mL disminuyeron la internalizacién bacteriana
(~80%), este efecto es mayor al reportado para los AGCC y el hexanoato (Ochoa-Zarzosa et
al. 2009; Alva-Murillo et al. 2012), y equivalente al octanoato (Alva-Murillo et al. 2013). Sin
embargo, al aumentar la concentracién a 500 ng/mL, la internalizacion aumenté
significativamente (140%), un comportamiento también reportado para el octanoato
(Alva-Murillo et al. 2013) (Figura 10). Interesantemente, se observé que la curva de
inhibicion de la internalizacion presentd dos picos maximos de inhibicién, una 2 ng/mLy el
otro a 100 ng/mL. Este comportamiento de la curva de puede deberse a la mezcla de
moléculas lipidicas que se encuentran en el extracto (PFAs, acetogeninas y AG) (Figura 10,
Cuadro 5). Lo cual sugiere que los picos pueden deberse a un efecto diferencial de los
componentes del extracto.

Una posible explicaciéon para el efecto inhibitorio de los AG y DAG en la en la
internalizacion de S. aureus puede deberse a la regulacién de mecanismos de
supervivencia de la bacteria, debido a que se ha reportado que los AGCL regulan la
expresion de genes relacionados con la estabilizacion de la membrana y la formacidn de la
capsula (Kenny et al. 2009). En el mismo sentido, el acido linoleico (200 ug/mL) disminuyo
considerablemente la invasién de Listeria monocytogenes en una linea celular de cancer
de colon humano (Caco) (Petrone et al. 1998). Por lo anterior, es claro que los AGCL
presentan un papel activo en procesos de internalizacién bacteriana.

Por otra parte, se ha descrito que los AGCL son ligandos de receptores acoplados a
proteinas G (Yonezawa et al. 2008), receptores TLR y los receptores activados por
proliferadores de peroxisomas (PPARs) (Straus et al. 2007). El 4cido l4urico induce la
activacion de TLR4 y TLR2, como consecuencia se activa la ruta de sefializacién de
MyD88/IRAK/TRAF6 y PI3K/AKT, induciendo la fosforilacion de la subunidad p65 del factor
transcripcional NF-xB, desencadenando la respuesta inflamatoria (Lee et al. 2003; Huang
et al. 2012). Por otro lado, los AGCL ®-3 inhiben la expresién y activacion de TLR2/TLR4
contribuyendo a la respuesta antiinflamatoria (Huang et al. 2012). Asimismo, la unién de

AG a PPARs inhibe la activacion de NF-xB, resultando en la activacién de diferentes rutas
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asociadas con la inflamacién y la homeostasis (Wahli et al. 2012). En este sentido, no se ha
reportado el efecto de los DAG de aguacate sobre procesos de internalizacién microbiana
Sin embargo, los PFA de aguacate (100 ng/mL) presentan efectos antiinflamatorios en un
sistema de dafio fisico, causado por la incidencia de luz UV sobre queratinocitos humanos,
ya que inhibien la secrecidon de la IL-6 y la PGE; (Rosenblat et al. 2011). Ademas, la
persenona A (1.4 uM) y la persenona B (1.8 uM) acttian como inhibidores de la sintesis de
superoéxido y 6xido nitrico (Kim et al. 2000). De tal manera que estos resultados sugieren
un papel activo de los AG y DAG en procesos inmunomoduladores, los cuales podrian
explicar en alguna medida los efectos inhibitorios sobre la internalziacidon de S. aureus en
las CEMB. Finalmente, se requiere realizar mas estudios con la finalidad de determinar
qué grupo de compuestos en la mezcla del extracto de semilla de aguacate mexicano es el

responsable del efecto observado.

Efecto de AG y DAG en mediadores inflamatorios

Se ha demostrado que cuando las CEMB interactian con S. aureus son capaces de
sintetizar una variedad de mediadores inflamatorios, como las citocinas, quimiocinas,
péptidos antimicrobianos, entre otros metabolitos (Aitken et al. 2011).

Para demostrar el efecto de los AG y DAG de semilla de aguacate mexicano sobre la
respuesta inflamatoria, se determind la expresiéon de los genes representativos de la RlI,
entre ellos el de la citocina proinflamatoria TNF-a y la quimiocina RANTES, ademas de la
citocina antiinflamatoria IL-10 y los péptidos antimicrobianos TAP y BNBD5. TNF-a es una
citocina proinflamatoria de respuesta rapida expresada en las CEMB y que juega un papel
importante en el proceso de mastitis. Se ha demostrado que el estimulo bacteriano induce
la expresion de TNF-o (Strandberg et al. 2005). Ademas dependiendo de la cepa de S.
aureus es la intensidad de la respuesta (Zbinden et al. 2014). Como un control interno se
midio la expresion basal del ARNm de las CEMB con o sin infeccidn (2 h) con S. aureus. La
infeccion indujo la expresiéon de TNF-o. hasta 11 veces (datos no mostrados), estos

resultados coinciden con lo que se ha reportado por nuestro grupo de trabajo en diversos
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reportes (Gutiérrez-Barroso et al. 2008; Ochoa Zarzosa et al. 2009; Alva-Murillo et al.
2012). Sin embargo, las CEMB tratadas con el vehiculo (DMSO 0.1%) e infectadas por 2 h
con S. aureus mantuvieron la expresidon basal del ARNm de TNF-a. (Figura 11A). Este efecto
puede ser debido a que el DMSO tiene efectos antiinflamatorios, como los reportados en
las células Caco-2 (Hollebeeck et al. 2011), y en células de queratinocitos humanos
(HaCat). El tratamiento de las CEMB con los AG y DAG (1 ng/mL) no modificé la expresion
basal del ARNm de TNF-a, pero el tratamiento de 100 ng/mL disminuyd la expresidon de
esta citocina (Figura 11A). Estos resultados coinciden parcialmente con otros estudios, en
donde el pretratamiento de la linea celular RAW 264.7 con una emulsion de AG ®-3 y ®-6,
y sin estimulo inflamatorio, no modificd significativamente la produccién de TNF-o. (Novak
et al. 2003). Por otro lado, en condrocitos bovinos tratados durante 72 h con un producto
obtenido de aguacate (ASU, avocado soybean unsaponificables), la expresion del ARNm de
TNF-o tampoco se modifico (Au et al. 2007). Recientemente, nuestro grupo reporté que el
pretratamiento de las CEMB durante 24 h con el colecalciferol (una molécula lipidica)
inhibe también la expresion de TNF-oo (Alva-Murillo et al. 2014). De acuerdo a los
resultados de la expresion del ARNm de TNF-a, los AG y DAG de semilla de aguacate
mexicano pueden inhibir su expresion en las CEMB. Esto no coincide con lo reportado
para AGCC, los cuales inducen la expresion del ARNm de TNF-a en las CEMB (Alva-Murillo
et al. 2012). De igual forma, el acido palmitico (C16:0) induce la expresién del ARNm de
TNF-o, en células de musculo liso vascular asocidndolo al proceso de arterosclerosis (Wu et
al. 2014). Asimismo, el acido linoleico y el acido a-linolénico, provenientes de la semilla de
ajonjoli, inducen la expresidon de TNF-a en higado de ratén (Chavali et al. 1998).

RANTES es una quimiocina involucrada en la respuesta proinflamatoria, ademas es un
factor quimiotactico muy importante que atrae neutréfilos y linfocitos T al sitio del dafio
(Appay et al. 2001). Durante la mastitis bovina RANTES juega un papel importante en el
mantenimiento de la inflamacién. En las CEMB es responsable de inducir la migracién de
mastocitos, eosinodfilos, baséfilos, macréfagos y linfocitos T, contribuyendo al desarrollo
de la inflamacién crénica (Griesbeck-Zilch et al. 2008). Los tratamientos con AG y DAG de

semilla de aguacate mexicano (1 ng/mL y 100 ng/mL) no modificaron la expresion del
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ARNm de RANTES (Figura 11B). Lo mismo ocurrio en las CEMB tratadas con los AG y DAG e
infectadas, este efecto puede deberse a la mezcla de moléculas lipidicas que estan
modulando la respuesta proinflamatoria, evitando la expresion de RANTES. En diversas
investigaciones se ha demostrado que los AG modulan la expresion de RANTES, en un
modelo in vitro de asma utilizando las células epiteliales alveolares A549, se demostré que
las células tratadas con los 4cidos B-linoleico, linoleico oleico (10 pg/mL) no modificaron la
produccién de RANTES, mientras que los acidos eicosapentaenoico y docosahexaenoico
inhibieron la produccion de esta quimiocina. Estos datos son congruentes con lo
observado para los AG y DAG de aguacate en las CEMB.

La IL-10 es una citocina directamente involucrada en la respuesta anti-inflamatoria,
aungue se ha reportado que la IL-10 no se expresa en células epiteliales mamarias bovinas
(Okada, et al. 1997). Sin embargo, en nuestro grupo de trabajo se reporté que la infeccién
con S. aureus ATCC 27543 indujo la expresion de IL-10 (~6 veces) en las CEMB, y que los
tratamientos con colecalciferol logran modular su expresién (Alva-Murillo et al. 2014). En
el mismo sentido, los AG poliinsaturados inducen la expresién y secreciéon de IL-10 en
adipocitos de murino (Bradley et al. 2012); ademdas de un incremento en la expresion de
IkBa., inhibiendo la activacion de NF-kB (Loscher et al. 2005). Las CEMB tratadas con los
AG y DAG mostraron un incremento en la expresion de IL-10 dependiente de la
concentracion, mientras que en las CEMB tratadas e infectadas se incrementd la expresién
de IL-10 (~20 veces) en la concentraciéon de 100 ng/mL (Figura 12). Este efecto se relacioné
directamente con la disminucién en la internalizaciéon de S. aureus. Adem3s, el incremento
en la expresion del ARNm de IL-10 puede estar relacionado con la inhibiciédn de la
expresion de TNF-a, ya que como se ha reportado los AG inhiben al factor NF-kB a través
de los PPARs (Straus, et al. 2007; Singer, et al. 2008). Los resultados de este trabajo son
coincidentes con lo reportado por Lee y col. (2014), quienes reportan que los acidos
grasos ®-3 (4cido linoleico, acido a-linoleico y el 4cido docosahexaenoico) inhiben la
expresion de la quimiocina proinflamatoria IL-8 y diferentes factores transcripcionales
(entre ellos NF-kB y AP-1) en células epiteliales gastricas, infectadas con Helicobacter

pylori, presentando efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores.
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Respecto a los péptidos antimicrobianos, éstos son moléculas que contribuyen
activamente en la Rll por la accién directa contra la infeccién microbiana y como parte de
la respuesta inflamatoria (Cormican et al. 2008). Se ha reportado que las CEMB expresan
diversos péptidos antimicrobianos, entre ellos las B-defensinas. Durante la RIl de la
glandula mamaria bovina ante infecciones bacterianas se ha reportado que la expresion
de la B-defensina de neutréfilo bovino se incrementa significativamente (Roosen et al.
2004; Swanson et al. 2004; Ochoa-Zarzosa et al. 2009). Otro péptido antimicrobiano que
se ha relacionado con la respuesta de las CEMB ante el ataque de bacterias, en especial S.
aureus, es el péptido antimicrobiano traqueal (TAP) (Lépez-Meza et al. 2009). Los
tratamientos con los AG y DAG de aguacate mexicano no indujeron la expresién de TAP
en las CEMB, sin embargo, en CEMB infectadas con S. aureus se indujo la expresidon hasta
3 veces de forma dependiente de la concentracién (Figura 13A). De acuerdo a estos
resultados se sugiere que el aumento en la expresion de TAP estd relacionado con la
inhibicién de la internalizacién de S. aureus, debido al efecto antimicrobiano que éste
presenta (Roosen et al. 2004). Sin embargo, se requieren mds experimentos para
determinar el mecanismo por el cual los AG y DAG inducen la expresién de TAP si esto se
relaciona con la eliminacion de la bacteria.

Por otro lado, las B-defensinas se expresan en la glandula mamaria en respuesta a
infecciones bacterianas. La defensina de neutrdfilo bovino 5 (BNBD5) se expresa en la
glandula mamaria bovina, en especial en las CEMB, y la intensidad de la expresion
depende del estimulo bacteriano (Goldammer et al. 2004). En las CEMB tratadas con los
AG y DAG de aguacate mexicano e infectadas con S. aureus, se observé un aumento de la
expresion del ARNm de esta defensina de forma dependiente de la concentracién (Figura
13B). Estos resultados coinciden con lo observado para TAP. En este sentido, el
incremento en la expresién del ARNm de los dos péptidos antimicrobianos evaluados
sugiere que la menor internalizacién de la bacteria en las CEMB podria ser debida a la

actividad antimicrobiana de estas moléculas (Figura 10).
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9. CONCLUSION

Los AG y DAG de semilla de aguacate mexicano (Persea americana var. drymifolia) inhiben
preferencialmente la internalizacion de S. aureus en las CEMB. Ademas, modulan
diferencialmente la respuesta inmune innata ya que ejercen una actividad
antiinflamatoria, debido a que mantienen o inhiben la expresiéon de TNF-a y RANTES, pero

inducen la expresidn de IL-10 y la de los péptidos antimicrobianos TAP y BNBD5.
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