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RESUMEN

La mastitis bovina es la inflamacion de la glandula mamaria y Staphylococcus
aureus es el principal patdégeno responsable, favoreciendo infecciones cronicas.
La terapia con antibioticos ha sido deficiente como tratamiento, o que muestra
la necesidad de alternativas, como la nisina y quitosano. El objetivo del presente
proyecto fue evaluar el efecto inmunomodulador de nisina, quitosano y el
compdsito nisina-quitosano sobre la RIl de células epiteliales mamarias bovinas
(CEMB) infectadas con S. aureus. Los resultados mostraron que el crecimiento
de S. aureus (ATCC 27543) no se afecto por la nisina (1, 2.5, 5 ug/mL; 2 'y 24 h),
quitosano (10, 25, 50, 75y 100 pug/mL; 2 y 24 h) o el compadsito nisina-quitosano
(1/10, 2.5/10y 5/10 pg/mL; 2 y 24 h). Solo la nisina a concentraciones >10 pg/mL
(24 h) afecto el crecimiento de la bacteria. La nisina (1, 2.5, 5y 10 pg/mL; 24 h),
quitosano (10, 25, 50, 75y 100 pg/mL; 24 h) o el compésito (1/10, 2.5/10 y 5/10
pug/mL; 24 y 48 h) no afectaron la viabilidad de las CEMB, ademas, la nisina,
quitosano o el compdsito, no modificaron la produccién de 6xido nitrico (NO) de
las CEMB. La nisina (1 pg/mL) durante la infeccion, aumento significativamente
la produccién de NO. Los resultados de RT-gPCR mostraron que el quitosano
(10 pg/mL) indujo la expresion de la IL-1B (~2 veces). Por otro lado, la nisina (1
pug/mL), quitosano (10 pg/mL) o el compésito (1/10 pg/mL), durante la infeccién,
incrementaron la expresion de la IL-10 en ~2, ~4 y ~5 veces, respectivamente.
Asi mismo, estos compuestos revirtieron la represion sobre la expresiéon de la IL-
8 ejercida por la infeccion. Ademas, el compdésito favorecio la expresion de la
DEFB1 (~3 veces), ya que fue superior a la ejercida por las moléculas por

separado.

Palabras clave: Glandula mamaria, mastitis bovina, internalizacién, crénica,

inmunomodulacion.



ABSTRACT

Bovine mastitis is the inflammation of the mammary gland and Staphylococcus
aureus is the main pathogen responsible, favoring chronic infections. The
antibiotic therapy has been deficient as a treatment, showing the need for
alternatives such as nisin and chitosan. The objective of this work was to evaluate
the immunomodulatory effect of nisin, chitosan, and the nisin-chitosan composite
on IIR of bovine mammary epithelial cells (0MECSs) infected with S. aureus. The
results showed that the growth of S. aureus (ATCC 27543) was not affected by
the nisin (1, 2.5, 5 pg/mL; 2 and 24 h), chitosan (10, 25, 50, 75, and 100 pg/mL,;
2 and 24 h), or the nisin/chitosan composite (1/10, 2.5/10 and 5/10 pg/mL; 2 and
24 h). Only nisin at concentrations >10 pg/mL (24 h) affected the growth of the
bacteria. The nisin (1, 2.5, 5, and 10 pg/mL; 24 h), chitosan (10, 25, 50, 75, and
100 pg/mL; 24 h) or the composite (1/10, 2.5/10, and 5 /10 pg/mL; 24 and 48 h)
did not affected the viability of the bMECs. Also, the nisin, chitosan, or composite
did not modify the nitric oxide (NO) production of the bMECs. Nisin (1 pg/mL)
together with the infection, significantly increased the production of NO. RT-
gPCR analysis showed that the chitosan (10 pug/mL) induced IL-13 expression
(~2-fold). On the other hand, the nisin (1 pg/mL), chitosan (10 pug/mL), or the
composite (1/10 pg/mL), together with the infection, induced the expression of IL-
10 (~2, ~4, and ~5 -fold, respectively). Likewise, they reversed the repression of
IL-8 exerted by the infection. In addition, the composite favors a higher
expression of DEFB1 (~3-fold) that the exerted by the separate molecules. In
conclusion, the nisin, chitosan, or the composite differentially modulate the
expression of IIR-related genes in bMECs infected with S. aureus.



.  INTRODUCCION

La leche es un alimento fundamental en la dieta humana, ya que es una fuente
importante de nutrientes que contribuye significativamente a satisfacer las
necesidades nutricionales de los individuos, particularmente en la etapa de la
nifiez. A partir de este alimento se obtienen productos lacteos, es decir,
productos alimenticios elaborados de la secrecién de la glandula mamaria de
animales sanos productores de leche, por ejemplo, ganado bovino. Por lo
anterior, la produccion y calidad de la leche es imprescindible para el consumo
humano; sin embargo, la existencia de diversas patologias que afectan a la
glandula mamaria, como la mastitis bovina, es una de las principales limitaciones
en la produccion y calidad de la leche en los hatos lecheros (Baraki et al., 2021;
FDA, 2021).

La mastitis bovina es considerada la patologia con mayor prevalencia y costosa
en los hatos lecheros de todo el mundo. Esta enfermedad que se caracteriza por
la inflamacién de la glandula mamaria y su incidencia en el ganado bovino
lechero, causando pérdidas econdmicas importantes al comprometer la salud
animal y por ende la produccion de la leche (Idriss et al., 2021; Jung et al., 2021).
Dependiendo de los signos clinicos de la enfermedad, se clasifica en mastitis
clinica (con signos visibles) y subclinica (ausencia de signos). Existen diversas
causas que generan la mastitis bovina, aunque los patdégenos bacterianos son
los principales responsables del desarrollo de esta afeccion. Estos
microorganismos pueden ser adquiridos a través de dos vias, siendo la primera
la infeccion ambiental, es decir, por el entorno en el que se encuentra el ganado,
en donde el agente etiologico prevalente es la bacteria Gram negativa
Escherichia coli, generalmente asociada a mastitis clinica; por otro lado, en la
infeccion contagiosa el agente patdgeno se trasmite de vacas infectadas a vacas
no infectadas, a menudo durante el proceso de ordefio (manual o mecanico),
predominando aqui la bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus, asociada
a mastitis subclinica, es decir, a infecciones cronicas (Antanaitis et al., 2021;
Jung et al., 2021).

No obstante, a pesar de la diversidad de microorganismos causantes de la
mastitis bovina, S. aureus es el patdgeno responsable de hasta un tercio de los
casos de mastitis clinica y subclinica. El éxito de las infecciones recurrentes por
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S. aureus se debe a la habilidad de este patdgeno para evadir la respuesta
inmune innata (RIl) del hospedero; asi como a su capacidad para sobrevivir
dentro de diferentes tipos celulares de la glandula mamaria, dando lugar a
infecciones crénicas. La patogenicidad de esta bacteria resulta de la accion
combinada de diversos factores de virulencia que son expresados en las
diferentes fases de la infeccion, que incluye la colonizacion, la evasion de la RIl,
la multiplicacién y la diseminacion. Por lo anterior, el tratamiento tradicional con
antibioticos ha resultado deficiente, dado el proceso mecanicista de la infeccion
por S. aureus. Aunado a lo anterior, el uso de dosis y tiempos de administracion
inadecuados ha favorecido la seleccion de bacterias con resistencia a los
antibiéticos (Pereyra et al., 2014; Idriss et al., 2021).

Debido a lo anterior, la busqueda de moléculas de origen natural con potencial
para el control de la mastitis bovina ha tomado auge en los ultimos afios, tal es
el caso de la nisina (péptido antimicrobiano cationico) y el quitosano (polimero
lineal catiénico), compuestos generalmente reconocidos como seguros (GRAS,
por sus siglas en inglés). Se ha descrito que ambas moléculas poseen actividad
antimicrobiana (Sanchez et al., 2018) vy ejercen una actividad
inmunomoduladora. En este sentido, la nisina ha sido evaluada en modelos de
estudio como leucocitos de sangre periférica en porcinos y en una linea celular
epitelial mamaria bovina (BME-UV1) se observé que cepas de Lactococcus lactis
productoras de nisina A, disminuyen la expresion del factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) (Malvisi et al., 2016; Malaczewska et al., 2019). Por su parte, el
quitosano ha sido evaluado en modelos de estudio como macréfagos
peritoneales de pollo de engorda y macréfagos murinos (RAW264.7),
favoreciendo la expresion de la interleucina 18 (IL-1B), TNF- a, la sintasa
inducble de 6xido nitrico (iINOS) y la produccion de 6xido nitrico (NO); ademas,
en ratones expuestos a una dieta basal complementada con quitosano, su efecto
también se asocioé con una disminucion en la expresion de la interleucina 6 (IL-
6), IL-1B y TNF- a (citocinas pro-inflamatorias) (Li et al., 2014; Ning et al., 2015;
Liu et al., 2016).

Por otro lado, el uso de compdsitos ofrece bondades interesantes al aprovechar
y maximizar las caracteristicas de cada uno de los constituyentes que lo

conforman, lo que da como resultado un material con propiedades que los
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constituyentes no pueden alcanzar individualmente. Por ejemplo, se ha
reportado el efecto antimicrobiano aditivo en el uso del compdsito nisina-
quitosano sobre aislados de S. aureus asociado a mastitis bovina. Asi mismo,
distintos compdsitos de nanoparticulas de quitosano-selenio, han mostrado un
efecto inmunomodulador al regular a la baja los niveles de expresién de TNF-a,
IL-1B e IL-6 en macrofagos murinos (RAW264.7), ademas de inducir la expresion
del ARNm de la IL-8 en Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) (lbrahim et al.,
2021; Sumayya y Muraleedhara, 2021).

Como se puede observar, el uso de moléculas naturales con actividad
inmunomoduladora, aunado a las bondades que ofrece el uso de compdsitos, se
perfila como una alternativa a los tratamientos convencionales en el control de la
mastitis bovina. Por todo lo anterior, en este trabajo de investigacion se evaluo
el efecto inmunomodulador de la nisina, el quitosano y del compdsito nisina-

quitosano.



ll.  MARCO TEORICO

2.1 Mastitis bovina

La produccién y abasto de leche proveniente de ganado bovino se ha
considerado como una de las actividades de mayor relevancia en el ambito
alimentario, ya que satisface a alrededor de 6,000 millones de personas en el
mundo (FAO, 2019). Sin embargo, la productividad de este alimento se ve
comprometida por el desarrollo de patologias en la glandula mamaria bovina
como la mastitis (Arif et al., 2015). Esta enfermedad provoca la inflamacion de la
glandula mamaria, misma que puede resultar de multiples factores como
cambios fisiologicos y metabdlicos, lesiones fisicas o microorganismos
patégenos, siendo este Ultimo el factor principal asociado a la enfermedad, la
cual también se caracteriza por ser infectocontagiosa a causa de la diseminacién
de los microorganismos a los cuartos de la glandula mamaria durante el ordefio
(Castro et al., 2020). Aunado a lo anterior, esta patologia genera pérdidas
econOmicas importantes, con un aproximado de 20 a 220 ddlares anual/vaca,
gue se derivan de los servicios veterinarios, tratamientos, rendimiento reducido
y baja calidad de la leche, sacrificio y reemplazo de las vacas infectadas
(Hogeveen et al., 2011; Ezzat et al., 2014).

De acuerdo con la evolucién de la enfermedad, ésta se presenta como aguda
cuando hay un inicio repentino, una manifestacion incrementada de signos
clinicos y un periodo corto; en contraste, el estado crénico se caracteriza por no
presentar signos clinicos por periodos prolongados y progresion lenta. Con base
en los signos que presenta se clasifica en clinica y subclinica (Baeza, 2016;
Kibebew, 2017). Cuando hay un aumento del tamafio y dolor en la glandula
mamaria, una secrecion de leche acompafiada de grumos, pus y sangre, asi
como hipertermia en el animal, se sospecha de mastitis clinica. Por el contrario,
la mastitis subclinica no presenta signos fisicos de inflamacion, por lo que es
mas dificil de detectar, observdndose Unicamente una disminucion en la
produccion y calidad de la leche (Medina, 2017; Zeryehun y Abera, 2017). Se ha
reportado que mas del 90% de los casos clinicos y subclinicos de mastitis se
deben a bacterias como Escherichia coli, Streptococcus spp., Corynebacterium

spp. y Staphylococcus aureus. Este ultimo, es el patégeno que con mayor



frecuencia se aisla en casos de mastitis bovina (Hernandez et al., 2015;

Villanueva y Morales, 2017).

2.2 Staphylococcus aureus

La especie S. aureus es una bacteria Gram positiva, aerobia facultativa, no movil
y de morfologia cocoide de aproximadamente 1 ym de diametro (Medina, 2017;
Lee et al.,, 2018). Este microorganismo patdgeno es considerado la principal
causa global de infecciones asociadas a hospitales y comunidades; asi mismo,
su relevancia en enfermedades infecciosas en animales bovinos como la
mastitis; lo anterior, representa un desafio importante para la medicina humana

y veterinaria (Li et al., 2017).

En la mastitis bovina, el uso de tratamiento intramamario con antibiéticos ha sido
el tratamiento mas comun para contrarrestar la enfermedad (Mushtaq et al.,
2018). Sin embargo, el uso inadecuado de los antibidticos ha favorecido la
seleccién de resistencia en cepas de S. aureus a una gran variedad de
antibidticos. Esta resistencia se ha dado naturalmente a través de mutaciones
genéticas, asi como a la seleccion y adquisicion de genes (via la transferencia
horizontal) entre cepas y especies (Pereyra et al., 2014; Castro et al., 2020).
Aunado a lo anterior, este microorganismo tiene la habilidad de evadir la
respuesta inmune de la célula hospedera y sobrevivir intracelularmente en
diferentes tipos celulares, entre ellos, los presentes en la glandula mamaria.
Estas caracteristicas son proporcionadas por los factores de virulencia que se
expresan en las distintas fases de crecimiento de la bacteria; los factores
presentes en la superficie bacteriana se expresan principalmente en la fase
logaritmica, mientras que en la fase estacionaria se producen los factores de

secrecion (Figura 1) (Camussone y Calvinho, 2013).
Los factores de virulencia de S. aureus estan asociados a:

)] Produccion de polisacaridos capsulares, que le confieren la capacidad
de resistir o evadir la fagocitosis.

i) Formacion de biopeliculas, que son comunidades de células
bacterianas adheridas a un sustrato o superficie, contenidas en una
matriz de polimeros extracelulares que confieren resistencia a

antibioticos y le permiten evadir la RIl del hospedero.



iii) Factores de adhesién: factor de agrupacion A, adhesina de colageno
y proteinas de superficie de union a fibronectina, esta ultima,
intimamente relacionada con la patogénesis e internalizacion de S.
aureus al unirse a las proteinas de la matriz extracelular de la célula
hospedera. Asi mismo, el acido lipoteicoico, uno de los principales
componentes de la pared celular de S. aureus implicado en la
interaccion con receptores tipo Toll (TLRs) de la célula hospedera, esta
interaccion activa la respuesta inmune de la misma.

iv) iv) Produccion de enzimas y toxinas, por ejemplo, la toxina alfa, cuya
principal funcion es convertir el tejido del hospedero en nutrientes para
la bacteria; la toxina beta, que hidroliza la esfingomielina presente en
la membrana provocando un desequilibrio en la permeabilidad y carga

de la superficie celular.

Todos estos factores de virulencia estdn sumamente relacionados con el grado
de la infeccion intramamaria, la capacidad de evadir la RIl y la persistencia

intracelular (Camussone y Calvinho, 2013; Medina, 2017; Lee et al., 2018).
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Figura 1. Factores de virulencia asociados a la patogenicidad e internalizacién de S.
aureus. El acido lipoteicoico es uno de los principales componentes de la pared celular de la
bacteria, el cual interactla con receptores TLR de la célula hospedera activando la respuesta
inmune de la misma. Mientras que la proteina de unién a fibronectina es la implicada en el
proceso de internalizacion en la célula hospedera (Tomado y modificado de Lowy, 1998).



2.3 Glandula mamaria: respuesta inmune innata

La glandula mamaria es un érgano epitelial exocrino, es decir, consta de
conductos excretores por los cuales se libera el producto; es decir, la leche. A su
vez, estd conformada por distintos tipos celulares que incluyen a: el mioepitelio
gue posibilita la contractilidad; los fibroblastos que constituyen el tejido conectivo
y el epitelio mamario bovino, productor de los componentes de la leche (Ayadi,
2003; Medina, 2017). Las células epiteliales, ademas de tener una funcién
estructural y producir los distintos componentes de la leche, juegan un papel
importante en el reconocimiento de los microorganismos, de tal manera que
éstas pueden “discriminar” a los patdégenos de aquellos que no lo son e iniciar

una respuesta inmune en la glandula mamaria.

La defensa de la glandula esta mediada tanto por la inmunidad innata (RII) como
por la inmunidad adaptativa, las cuales actlan conjuntamente para brindar
proteccion a la misma; su eficacia determina la susceptibilidad o proteccion a la
infeccion por microorganismos patdgenos (Figura 2). En etapas tempranas de la
infeccion, la RIl es la que predomina y esta mediada por macréfagos, neutrdfilos,
células asesinas naturales y citocinas que actian como mediadores enddégenos
esenciales para la proteccion de la glandula mamaria (Oviedo-Boyso et al.,
2006).

El inicio de la RIl en las células epiteliales esta asociado con el reconocimiento
del agente patdgeno, lo cual realiza a través de receptores de reconocimiento de
patrones (PRR) particulares dispuestos en la membrana celular y otros en
endosomas, que se unen a moléculas especificas situadas en la superficie de la
bacteria denominadas patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP). En
la familia de los PRR, los receptores TLR estan implicados en el reconocimiento
de distintos PAMPs. Por ejemplo, los TLR9, que se han caracterizado como un
receptor asociado al endosoma, capaz de reconocer el ADN y el ARN bacteriano
durante la infeccién intracelular, los TLR5 reconocen la flagelina, los TLR3 ARN
bicatenario, los TLR4 lipopolisacaridos de bacterias Gram negativas y los TLR2
PAMPs de bacterias Gram positivas, especificamente, el acido lipoteicoico
presente en la pared celular de S. aureus. Esta interaccion activa vias de
sefalizacion citoplasmaticas como las protein cinasas activadas por mitdgeno
(MAPK), elementos de respuesta a interferén (IRFs), rutas dependientes de AKT
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y cinasa inhibidora de kappaB (IKK), lo que da lugar a la translocacion de factores
de transcripcion al ndcleo para activar la expresion de elementos de la RIl
(Rasmussen et al., 2009; Alva-Murillo et al., 2014; Pereyra et al., 2014).

Microbio
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Figura 2. Sistemainmunoldgico innato y adaptativo. El sistema inmune consta de respuestas
efectoras que trabajan de manera coordinada para brindar proteccion. Inmunidad innata;
respuesta inmune ejercida en cuestion de horas, considerada la primera linea de defensa y
presente en las interacciones tempranas célula hospedera-patégeno. Inmunidad adaptativa;
respuesta inmune ejercida en dias, lenta en presencia de patégenos nuevos pero eficaz y robusta
en presencia de patdgenos a los que la célula hospedera fue expuesta previamente (Tomado de
Ezzat et al., 2014; Abbas et al., 2015).

2.4Glandula mamaria;: infeccién e internalizacion de S. aureus

La infeccidn por S. aureus inicia cuando la bacteria evade la barrera fisica que
proporciona el esfinter del pezon e ingresa a traves del canal de éste,
posteriormente se establecen interacciones en las células del tejido mamario con
la consecuente multiplicacién y diseminacion de la bacteria, procesos que son
favorecidos por los factores de virulencia que expresa el patogeno (Castro et al.,
2020). Para contrarrestar la infeccion, la glandula mamaria desencadena un
conjunto de mecanismos de defensa como resultado de la RII, que constituye la
primera linea de defensa del hospedero durante las etapas tempranas de la

interaccién con el microorganismo. En este mecanismo de defensa participa: una
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barrera fisica proporcionada por el esfinter que rodea el canal del pezén con la
finalidad de aislar el interior de la glandula mamaria; una barrera quimica,
atribuida a la queratina, producida en el canal del pezon que secuestra y dificulta
la migracion de microorganismos, ademas de otras moléculas como acidos
grasos asociados a la queratina con accidon bacteriostatica, agentes
antimicrobianos, lisozimas, proteinas del complemento, citocinas, quimiocinas y
elementos celulares (macréfagos, células dendriticas, mastocitos, neutrofilos,
eosinofilos y células asesinas naturales) (Pereyra et al., 2014; Abdelmegid et al.,
2019).

Sin embargo, S. aureus puede evadir la respuesta inmune e interactuar con
diferentes tipos celulares aumentando su patogenicidad. A diferencia de una
infeccion por E. coli, donde la respuesta inmune se caracteriza por un incremento
de interleucina 1B (IL-1B), interferon Gamma (INF-y), interleucina 12 (IL-12),
Factor de Necrosis Tumoral a (TNF a) e interleucina 8 (IL-8); es decir una
respuesta inflamatoria; en una infeccion por S. aureus, la expresion de TNF-q,
IL-18 e IL-8 esta disminuida, por lo que esta respuesta limitada favorece el
establecimiento e infeccién del patdégeno. Lo anterior es posible ya que la
bacteria regula negativamente la sefalizaciébn y activacion del factor de
transcripcion nuclear kappa B (NF-kB), imprescindible para la expresion de
citocinas, quimiocinas, iINOS, péptidos antimicrobianos entre otros elementos
representativos de la RIl. Esta falta de sefializacidn y activacion podria atribuirse
a un incremento del factor transformante del crecimiento B (TGF-B) en la glandula
mamaria y, en consecuencia, al bloqueo de la via de sefializacion TLR2
dependiente de MyD88; una proteina adaptadora necesaria para la transduccion
de sefales desde el exterior de la célula a proteinas que trasmiten sefales dentro
de la misma. En ese sentido, la falta de expresion de genes representativos de
la respuesta inmune podria explicar la deficiencia en la eliminacién de S. aureus

en la mastitis subclinica (Seibert et al., 2010; Pereyra et al., 2014).

Aunado a lo anterior, como parte de la defensa de la célula hospedera, la
participacion del complemento es un punto clave en el éxito de la eliminacion de
microorganismos patdégenos. Se trata de una cascada proteolitica de proteinas
plasmaticas que detectan y opsonizan microorganismos para facilitar su

eliminacion mediante la participacion de células fagociticas profesionales como
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los neutrofilos y macrofagos. No obstante, S. aureus secreta diversas proteasas
como la estafopaina A (ScpA) y estafopaina B (SspB), serina proteasas (V8 o
SspA), proteinas similares a la serina proteasa (Spls) y metaloproteinasas
(aureolisina, Aur), que tienen una participacion importante en la evasion de la RII
al actuar negativamente sobre componentes clave del sistema inmune del
hospedero como, el interferir con la deposicion del complemento en la superficie
bacteriana, inhibir las serina proteasas de neutréfilos necesarias para la
regulacion en la formacion de trampas extracelulares, a través de la proteina
inhibidora de la quimiotaxis (CHIPS) bloquear la funcion de los receptores C5a 'y
de péptidos formilados necesarios para la quimiotaxis de neutrdfilos,
comprometer la integridad de la matriz extracelular y las conexiones
intercelulares; lo que brinda a la bacteria las herramientas necesarias para

colonizar e infectar a la célula hospedera (Pietrocola et al., 2017).

Por otro lado, la internalizaciébn de S. aureus ocurre primordialmente por el
mecanismo denominado “zipper’, con una participacion relevante de las
integrinas. Estas proteinas son una familia de receptores que constan de una
subunidad beta y una alfa, estan presentes en la superficie celular, que
reconocen el contenido y la rigidez de la matriz extracelular circundante,
intervienen en procesos de proliferacidon, supervivencia y migracion de distintos

tipos celulares (Alanko e lvaska, 2016).

Ademas, las integrinas son otro tipo de receptores con los que S. aureus puede
interactuar de manera indirecta, lo que es posible ya que las integrinas se unen
a ligandos presentes en la matriz extracelular, entre ellos la fibronectina. A través
de este ligando es que hay una interaccion con la proteina de unién a fibronectina
presente en la superficie de la bacteria. La cinasa de adhesion focal (FAK), que
estd inactiva en el citoplasma, se activa por la integrina, lo que facilita el
reclutamiento de un complejo proteico (actina, paxilina, zixina y tensina), que
induce el rearreglo del citoesqueleto de actina y la formacion del endosoma, lo
que favorece que S. aureus se internalice en la célula hospedera (Figura 3) (Alva-
Murillo et al., 2014; Alanko e Ivaska, 2016; Medina, 2017).

La internalizacion de S. aureus en la célula hospedera le permite persistir
intracelularmente y evadir la respuesta inmune del hospedero, asi como el efecto
de los tratamientos con antibiéticos, lo que favorece la mastitis crénica. En ese
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sentido, se ha propuesto como alternativa de control de la mastitis el uso de
compuestos de origen natural con accion moduladora de la RII, tal es el caso de

la nisina y el quitosano.
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Figura 3. Reconocimiento e internalizacion de S. aureus en células de epitelio mamario
bovino. El acido lipoteicoico presente en la pared celular de la bacteria es reconocido por el
receptor TLR2, interaccion que activa vias de sefializacion como protein cinasas activadas por
mitégeno (MAPK), elementos de respuesta a interferén (IRFs), rutas dependientes de AKT y
cinasa inhibidora de kappaB (IKK), que inducen la translocacién de factores de transcripcion al
nacleo para la expresion de elementos de la RIl. La internalizacién de S. aureus implica la
participacion de las integrinas y su ligando fibronectina, que reconoce a la proteina de uniéon a
fibronectina presente en la superficie de la bacteria. La interaccion activa a FAK que
posteriormente media el reclutamiento de un complejo proteico e induce el rearreglo del
citoesqueleto de actina y la consecuente formacién del endosoma (Tomado de Rasmussen et
al., 2009; Alva-Murillo et al., 2014; Alanko e Ivaska, 2016; Medina, 2017).

2.5Nisina

La nisina es un péptido cationico de 34 aminoacidos con un peso molecular de
3.5 kDa producido por Lactococcus lactis subsp. lactis de la que se han descrito
distintas variantes naturales que difieren por la sustitucion de aminoacidos en
posiciones especificas de la molécula. En ese sentido, se han establecido tres

variantes naturales como las nisinas A, Q y Z (Figura 4) (Fukao et al., 2008;
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Gharsallaoui et al., 2015; Sanchez et al., 2018). Las variantes de la nisina
pertenecen a los lantibidticos de clase |, es decir, son un grupo de antibiéticos
peptidicos que experimentan modificaciones postraduccionales y se caracterizan
por contener aminoacidos poco comunes como la deshidroalanina (Dha) y la
deshidrobutirina (Dhb), que resultan de la deshidratacion de los residuos de
serina y treonina, respectivamente. Los enlaces tioéter formados entre los
aminoacidos Dha, Dhb y los grupos sulfhidrilos de los residuos de cisteina
adyacentes dan lugar a las lantioninas y B-metillantioninas, denominadas
conjuntamente como anillos lantionina (Fukao et al., 2008; Gharsallaoui et al.,
2015; Hacker et al., 2015).
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Figura 4. Variantes naturales de la nisina. Todas las variantes mantienen la presencia de
residuos de aminoacidos poco usuales como la Dha y Dhb, ademas de la formacién de anillos
lantionina; la sustitucion de aminoacidos en posiciones especificas de la molécula diferencia una
variante de la otra (indicadas en color oscuro) (Fukao et al., 2008).

Particularmente, la nisina A (Figura 5) destaca como un conservador natural de
alimentos, declarado por la Organizacion de las Naciones Unidas para la

Alimentacion y la Agricultura (FAO) como un aditivo seguro. Interesantemente,
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inhibe el crecimiento de un amplio rango de bacterias Gram positivas entre las

gue destaca S. aureus asociado a mastitis bovina (Sanchez et al., 2018).
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Figura 5. Estructura de la nisina A. La nisina se sintetiza como una molécula precursora que
contiene 57 aminoacidos, de los cuales 23 residuos situados en el extremo N-terminal conforman
la region lider denominada prenisina y los 34 residuos restantes conforman la regién estructural
denominada pronisina. Esta molécula precursora experimenta una serie de procesos enzimaticos
que dan como resultado la pérdida de la region lider y la deshidratacién de los residuos de
aminoacidos de serina y treonina de la pronisina, lo que permite la formaciéon de aminoacidos
poco usuales como Dha y Dhb, respectivamente, ademas, de la formacion de anillos lantionina
(Modificado de Rodriguez, 1996; Gharsallaoui et al., 2015).

6

Su accion inmunomoduladora, en su mayoria para la variante A, se ha reportado
en distintos modelos de estudio in vitro (Tabla 1). Por mencionar algunos, se ha
evaluado el efecto de la nisina en leucocitos de sangre periférica en porcinos
estimulados con mitdégenos, donde aumento la expresion de IL-2, IL-10, IL-1B e
IL-6 (citocinas pro y anti-inflamatorias) en una ventana de concentraciones de
1.56, 3.12,6.25,12.5, 25 y 50 pg/mL (Malaczewska et al., 2019). Se ha reportado
que cepas de L. lactis productoras de nisina A favorecen la disminuciéon en la
expresion de TNF-a (citocina pro-inflamatoria) en la linea celular epitelial
mamaria bovina BME-UV1 (Malvisi et al., 2016). Ademas, en células epiteliales

uterinas bovinas tratadas con nisina (6.22 pg/mL) y estimuladas con S. aureus,
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se evidencio un efecto anti-inflamatorio, ya que se incrementaron los niveles de

expresion de IL-10 e IL-4, mientras que disminuyeron los niveles de expresion

de IL-1B, IL-6 y TNF-a; asi mismo, la nisina en presencia de la infeccion mejoré

la defensa de las células al modular al alza la expresion de IL-2, TGF-B, IFN-y e

IL-8 (Jia et al., 2019). A partir de estos estudios se ha evidenciado el efecto

inmunomodulador de la nisina a través de diferentes vias en distintas

poblaciones de células, entre ellas las células inmunitarias (Figura 6)

(Malaczewska y Kaczorek, 2021).

Tabla 1. Efectos de la nisina en la expresién de citocinas: estudios in vitro.

MODELO DE
ESTUDIO/CONCENTRACION DE ELEMENTO EVALUADO EFECTO
NISINA
Explantes de tejido Expresion de IL-6, IL-8, TNF-q, Ninguno
cervicovaginal de conejo; nisina IL-10 y participacion de GM-CSF
484.8 uM/g de tejido.
PBMC humanas sin y con -Expresién de Gro-a e IL-8 y 1
estimulacién por LPS; nisina Z 50 participacion de MCP-1
pg/mL. -Expresion de TNF-a Ninguno
-Expresion de TNF-a inducido !

por LPS

Esplenocitos de raton; nisina Z
100 pg/mL.

-Participacion  de  mudltiples
receptores de factores de
crecimiento (Receptor del factor
de crecimiento nervioso y
Receptor del factor de
crecimiento epidérmico)
-Activacion de vias de
sefializacion ERK / MAPK, NF-
kB, PKC, PKA

Expresion de IL-6

Queratinocitos humanos HaCaT -Expresion de IL-6, IL-8 y TNF-a l

sin y con estimulacion por LPS;

nisina 25 pg/mL. -Participacion de MCP-1 !
inducida por LPS

PBMC humanas con Expresion de TNF-a l

estimulacién por LPS; nisina 25

pg/mL.

Células epiteliales uterinas -Expresion de IL-2, IFN-y, B7-2, 1

bovinas estimuladas con S. IL-4, TGF-B, IL-8 e IL-10

aureus; nisina 6.22 ug/mL.
-Expresion de IL-6, TNF-a y l
CINC1

Macréfagos de ratén J774; Expresion de TNF-q, IL-10 e IL- Ninguno

nisina: 10— 100 pg/mL.
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(1) Aumento de la expresion genética. (|) Disminucién de la expresién genética (Modificado de

Malaczewska y Kaczorek, 2021).
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Figura 6. Efecto inmunomodulador de la nisina. La nisina activa diversas vias de sefalizacién
(ERK, P38, MAPK, NF-kB, Akt/CREB, PKC, PKA) que accionan de manera sincrénica para la
expresion de elementos de la RIl. Asi mismo, activa a células inmunes innatas, entre ellas células
fagociticas profesionales, que en conjunto con otros elementos de la RIl coordinan la eliminacién
de microorganismos patdgenos. Aunado a lo anterior, la nisina tiene influencia sobre células
inmunes adaptativas como linfocitos T y B (Tomado y modificado de Mataczewska y Kaczorek,
2021).

2.6 Quitosano

El quitosano es un polimero lineal (60 a 500 kDa) conformado por unidades de
D-glucosamina con uniones B (1-4) como resultado de la desacetilacion de la
quitina. Se caracteriza por ser un biomaterial con carga positiva, biodegradable,
inocuo, biocompatible, de facil adherencia y capaz de formar compdsitos. Debe
sus propiedades al grado de desacetilacion, peso molecular, pH de la solucién,
la distribucion de los grupos acetilo y amino a lo largo de la cadena, por lo que
es una molécula con potencial para su aplicacion en diversas areas como la
agricultura, alimentacion, biomedicina y biotecnologia (Figura 7) (Lopez et al.,
2013; Nilsen et al., 2015). Ademas, el quitosano es considerado por la
Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA) de los EE. UU. como un
aditivo generalmente reconocido como seguro (GRAS, por sus siglas en inglés)
(Giraudo et al., 2010).
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Figura 7. Estructura de la quitina y quitosano. El quitosano resulta de la desacetilacién de la
quitina, esta formado por unidades de D-glucosamina con uniones B (1-4) (Modificado de
Bretado-Aragon et al., 2016).

Destaca su actividad biol6égica como agente antimicrobiano sobre un amplio
espectro de bacterias Gram negativas y Gram positivas, hongos y levaduras
(Figura 8) (Sahariah y Méasson, 2017), incluyendo aislados de S. aureus
asociados a mastitis bovina tratados con quitosano de bajo peso molecular (60
a 120 kDa) (Sanchez et al., 2018). Asi mismo, destaca como un polimero para
el disefio de sistemas de administracion de farmacos, via topica o transdérmica
(Saini et al., 2020). Ademas, su actividad inmunomoduladora ha sido reportada
en macrofagos peritoneales de pollo de engorda al estimular y mejorar las
funciones inmunes de los pollos a través del aumento en la secrecion de iINOS,
NO, IL-1B8 y TNF-a a concentraciones de 40, 80, 160 y 320 ug/mL (Li et al., 2014).
Otros estudios han reportado una disminucién en la expresion de citocinas pro-
inflamatorias en ratones, cuando a éstos se les administr6 una dieta basal

complementada con 300 mg/kg de quitosano con un peso molecular menor a 1
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kDa; es decir, el quitosano regulé el proceso inflamatorio que se encuentra

exacerbado en la infeccidn por E. coli (Liu et al., 2016).

En el mismo sentido, el quitosano de bajo peso molecular favorecié un efecto
pro-inflamatorio al evidenciar el incremento de INOS, NO, IL-18 y TNF-a en
macréfagos murinos (RAW264.7), empleando concentraciones de 2.5, 10 y 40
pg/mL (Ning et al., 2015). Aunado a lo anterior, el quitosano de bajo peso
molecular ha mostrado un efecto inmunomodulador (efecto pro-inflamatorio y
mejora en la defensa celular) en la expresion de IL-6, IL-8, IL-1B y TNF-a en una
linea celular MAC-T, que son células epiteliales alveolares mamarias bovinas
transfectadas con el virus SV-40, en donde se emplearon concentraciones de
0.01,0.1,1, 10y 100 ug/mL (Felipe, 2016). Particularmente, en células epiteliales
intestinales, oligosacaridos de quitosano con peso molecular de 5 a 14 kDa
activaron al factor AMPK (proteina cinasa activada por adenosin monofosfato),
a traves de la liberacion de calcio mediada por el canal del receptor CaSR-PLC-
IP3. Asi mismo, se inhibio la actividad de NF-kB y la respuesta inflamatoria
mediada por el mismo (Muanprasat et al., 2015). No obstante, aln no existe
informacion sobre su actividad inmunomoduladora en cultivos primarios de

células de epitelio mamario bovino (CEMB) durante la infeccion de S. aureus.

y «— QUITOSANO |__, | Activaciénde
Remodelacion de macrofagos y
la matriz estimulacion de
/ 1 \ TNF-a e IL-10
Actividad

Activacion de la

antimicrobiana
por destruccion
bacteriana

Estimulacién de
neutrofilos y

fagocitosis

monocitos

Figura 8. Actividad biolégica del quitosano. Polimero biodegradable, biocompatible y no
téxico, empleado en una gran variedad de aplicaciones como apdsito topico en curacion de
heridas, agente antimicrobiano e inmunomodulador (Modificado de Saini et al., 2020).

Por otro lado, se ha descrito la importancia del peso molecular, grado de
desacetilacion, pH y la disposicion espacial de los grupos acetilo en la molécula
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del quitosano; caracteristicas que contribuyen notablemente en la solubilidad,
biodegrabilidad, interacciones celulares, propiedades antimicrobianas e
inmunoldgicas del polimero (Moran et al., 2018). Un ejemplo de lo anterior es lo
descrito por Bellich et al. (2016), quienes reportan que la solubilidad del
quitosano se ve afectada conforme aumenta el peso molecular. Asi mismo, en
formulaciones de nanoparticulas a base de quitosano y tripolifosfato en la
liberacion de albumina de suero bovino (BSA), Xu y Du (2003) sefialan que a
medida que aumenta el peso molecular del quitosano disminuye el porcentaje de
liberacion de BSA. Aunado a lo anterior, en condiciones acidas y a pH de 6-6.5,
el quitosano se mantiene en solucion. No obstante, cuando hay un aumento de
pH més a alla del rango 6-6.5, las moléculas de quitosano se vuelven insolubles,
por lo que éstas precipitan, lo que en aspectos biomédicos es un inconveniente
(Moran et al., 2018). Ademas, el grado de desacetilacion es un factor importante
ya que puede correlacionarse directamente con el nimero de cargas positivas
en la molécula; es decir, un aumento en el grado de desacetilacion es
proporcional a un aumento de cargas positivas, de tal manera que esta
particularidad facilita la interaccion del quitosano y los componentes de la
superficie celular bacteriana. En ese sentido, cuanto mas cargada positivamente
esté una molécula de quitosano, mas fuerte es la interaccion con la célula
bacteriana (Huang et al., 2004; Szymanska y Winnicka, 2015; Moran et al.,
2018).

El mecanismo de interaccién entre el quitosano y las células inmunitarias es
esencial para entender como este polimero promueve la respuesta inmune. Se
ha descrito que la captacion del quitosano por las células dendriticas se lleva a
cabo por fagocitosis. No obstante, queda por dilucidar si el mecanismo de
reconocimiento esta mediado por receptores especificos, como en el caso de los
oligosacaridos de quitina y quitosano, que muestran afinidad por algunas
proteinas en la superficie celular, como la lectina galectina-3 y la proteina
transmembrana de tipo Il; sin embargo, esta afinidad por oligosacaridos no es
particular para polimeros como el quitosano (Moran et al., 2018). Aunado a lo
anterior, la participaciéon de la dectina-1 se ha implicado en el reconocimiento de
la quitina, por tanto, el papel potencial de este receptor en facilitar la captacion

de quitosano en las células es un aspecto a considerar. Aunque la dectina-1 no
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se une directamente a la quitina, se ha reportado que es fundamental para el

reconocimiento de la quitina por las células inmunitarias (Schlosser et al., 2009).

Diversos trabajos han demostrado que el quitosano ejerce su funcion
inmunomoduladora a través de la activacion de macréfagos y la induccion de la
secrecion de citocinas en células dendriticas, lo que se ha relacionado con la
fagocitosis y la activacion de células dendriticas dependiente del interferén de
tipo I (IFN). Con base en ello, se sugiere que el quitosano induce estrés
mitocondrial con la consecuente liberacion de especies reactivas de oxigeno y
ADN mitocondrial. Un factor clave en la produccion de IFN de tipo | por el
reconocimiento del ADN citosélico es la proteina adaptadora STING (proteina
estimuladora de genes de interferén), un componente de la via cGAS-STING. La
activacion de la via ocurre en respuesta al ADN bicatenario (dAsDNA), mediante
el cual, cGAS se une a los &cidos nucleicos de la célula hospedera para la
generacion de dinucledtidos ciclicos que a su vez se unen a STING en el reticulo
endoplasmico. STING se asocia con IKK o TBK-1 y se reubica en el aparato de
Golgi, lo que en ultima instancia conduce a la activacion de los factores de
transcripcion NF-kB y el Factor Regulador de Interferdn (IRF-3), respectivamente
(Figura 9) (Cai et al., 2014; Carroll et al., 2016).

Adicionalmente, el quitosano activa también el inflamasoma NLRP3; se trata de
un complejo citosdlico de diversas proteinas, compuesto por NLRP3, la proteina
adaptadora ASC y la caspasa-1. La actividad del inflamasoma NLRP3 requiere
dos pasos, inicialmente el ensamblaje del complejo NLRP3 y la regulacién
positiva de la expresion de pro-IL 1B y finalmente la escision de pro-IL-13 por
caspasa-1 en su forma bioactiva, activacion mediada por la generacion de
especies reactivas de oxigeno, salida de iones de potasio (K*) vy

desestabilizacion lisosomal (Bueter et al., 2011).
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Figura 9. Mecanismo de accién inmunomodulador del quitosano. En el mecanismo
dependiente de la fagocitosis, el quitosano activa macréfagos e induce la secrecién de citocinas
en células asesinas naturales. Adicionalmente, este polimero conduce a un estrés mitocondrial,
y através de la via cGAS- STING, la activacion dependiente del interferdn de tipo | de las células
dendriticas. Aunado a lo anterior, el quitosano promueve la activacién del inflamasoma NLRP3
(Bueter et al., 2011; Cai et al., 2014; Carroll et al., 2016).

2.7Compasito

La literatura actual define a un compdsito como un sistema integrado por la
combinacion de dos o0 mas micro o macro constituyentes que difieren en su
forma, estructura y composicion quimica. Un constituyente desempefia el papel
de formar una matriz (ceramica, metal, o polimero) y el otro actiia como fase de
fortalecimiento funcional o estructural. Por lo general, la matriz se encuentra en
mayor proporcion en un compdsito y es la que rodea a la otra fase, también

denominada fase dispersa. Desde el punto de vista sinérgico o aditivo, el
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composito aprovecha y maximiza las caracteristicas de cada uno de los
constituyentes, lo que da como resultado un material (funcional, térmico,
estructural o multifuncional) con propiedades que los constituyentes no pueden
alcanzar individualmente. Dichos materiales se disefian con relacion a las
propiedades, proporcion, distribucion y/o morfologia de los constituyentes
(Espinosa, 2013; Jiménez, 2013; Pérez y Sanchez, 2014).

Con base en lo anterior, se ha reportado y propuesto la utilizacion de compaositos
para distintas finalidades; por mencionar algunos ejemplos, el uso de compaositos
de nanoparticulas de plata-quitosano se postula como una alternativa a terapias
antimicrobianas convencionales, destacando las particularidades del quitosano
y de las nanoparticulas metélicas (Bretado-Aragon et al., 2016). Ademas, se ha
reportado el uso de compdésitos de quitosano-acidos grasos sobre la infeccion de
Botrytis cinerea en frutos de fresa (Fragaria X ananassa Duch.) en poscosecha,
evidenciando un efecto protector y aditivo superior por parte del compdsito que
el mostrado por las moléculas por separado (Sandoval et al., 2018). Asi mismo,
se ha estudiado el uso de compdésitos de quitosano-aceites esenciales y
quitosano-extractos vegetales sobre hongos fitopatdégenos (Correa et al., 2018;
Costantini et al., 2018).

Se han propuesto posibles interacciones para compdsitos con quitosano
evidenciando la importancia de las propiedades fisicoquimicas del biopolimero y
la participacién de grupos funcionales, como el grupo amino (-NH2), que resulta
de la desacetilacion del grupo acetamido a partir de la quitina. Lo anterior, ha
favorecido la interaccion del quitosano con otras moléculas, entre ellas, las
nanoparticulas de plata. Esta interaccion da como resultado la estabilizacion de
las nanoparticulas evitando su agregacion y precipitacién durante experimentos
en los que se probd el efecto antibacteriano del compdsito (Kumar et al., 2015;
Muthumeenal et al., 2017; Ryan et al., 2017).

De acuerdo a lo anterior y tomando en cuenta que la plata es una molécula
cationica, es posible proponer la interaccion efectuada entre el quitosano y la
nisina, ya que esta Ultima es un péptido antimicrobiano cationico.
Interesantemente, esta interaccion es confirmada por espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR). Se trata de una técnica de onda infrarroja
gue una vez absorbida por las moléculas de interés, y de acuerdo con los enlaces
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quimicos y estructurales de las moléculas, permite comprender las estructuras
especificas de las mismas a través de una serie de bandas identificables de
grupos funcionales. Con esta técnica se establecié que el grupo carboxilo (-
COOH) de la nisina interactia con el grupo amino del quitosano (Figura 10)
(Zohri et al., 2010; Mata et al., 2017).

En este contexto, asi como el antecedente del efecto antimicrobiano in vitro del
compasito nisina-quitosano sobre S. aureus asociado a mastitis bovina, el cual
fue mayor al efecto observado con cada uno de los biomateriales por separado;
el uso de moléculas naturales con accién inmunomoduladora de la RIl se perfilan
como una posible alternativa para contrarrestar la infeccibn de S. aureus
asociado a la enfermedad, en donde destaca la propiedad del quitosano de servir
como matriz para la formacion de compoésitos y de la nisina como un

constituyente de fortalecimiento funcional.

i S
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Figura 10. Interaccién del compdsito nisina-quitosano. Las moléculas entran en contacto a
través de interacciones electrostaticas efectuadas por el grupo amino (-NHz) del quitosano y el
grupo carboxilo (-COOH) de la nisina (Modificado y tomado de Zohri et al., 2010; Bretado-Aragén
et al., 2016 y https://www.ebi.ac.uk/chembl/compound_report_card/ CHEMBL526744/).
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[ll.  ANTECEDENTES

Distintos grupos de trabajo han evaluado el efecto de la nisina (Tabla 1) y el
quitosano sobre la RIl en distintos modelos de estudio. La nisina (50 pug/mL) ha
sido evaluada en leucocitos de sangre periférica porcina estimulados con
mitdgenos y en esta concentracion favorece la expresion de IL-2, IL-10, IL-1B8 e
IL-6 (Malaczewska et al., 2019). Aunado a lo anterior, cepas de L. lactis
productoras de nisina A favorecen la disminucion en la expresion de TNF-a en
la linea celular epitelial mamaria bovina BME-UV1 (Malvisi et al., 2016). Ademas,
células epiteliales uterinas bovinas tratadas con nisina (6.22 pg/mL) vy
estimuladas con S. aureus, incrementaron los niveles de expresion de IL-2, TGF-
B, IL-10, IFN-y, IL-4, IL-8 y disminuyeron los niveles de expresiéon de IL-13, IL-6
y TNF-a (Jia et al.,, 2019). Finalmente, en células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) humanas tratadas con nisina Z (150 pg/mL), se induce la
expresion de las quimiocinas IL-8 y Gro-a, la citocina TNF- a y la participacion
de MCP-1, mientras que en PBMC pre-tratadas con 50 pg/mL por 45 min + 2
ng/mL de LPS se reprime la expresion de TNF-a hasta un 79% (Kindrachuk et
al., 2012).

Por su parte, el quitosano (40 ug/mL) favorece el incremento de iNOS, NO, IL-
18 y TNF-a en macrofagos murinos (RAW?264.7) (Ning et al., 2015). Aunado a lo
anterior, el quitosano (100 ug/mL) ha mostrado un efecto inmunomodulador en
la expresion de IL-6, IL-8, IL-1B y TNF-a en la linea celular MAC-T a (Felipe,
2016). Ademas, en macréfagos peritoneales de pollo de engorda, el quitosano
(80 y 160 pg/mL) aumenta la expresion de iNOS, IL-18, TNF-a y la produccién
de NO (Li et al.,, 2014). Particularmente, en células epiteliales intestinales,
oligosacaridos de quitosano (5 kDa a 14 kDa) activan AMPK a través de la
liberacion de calcio mediada por el canal del receptor CaSR-PLC-IP3; asi mismo,
inhiben la actividad transcripcional de NF-kB y la respuesta inflamatoria mediada

por el mismo (Muanprasat et al., 2015).

No obstante, no existe informacion sobre la actividad inmunomoduladora del
compdsito nisina-quitosano en cultivos primarios de células de epitelio mamario

bovino (CEMB) durante la infeccién de S. aureus.
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IV.  JUSTIFICACION

La mastitis bovina es una enfermedad de relevancia mundial. De acuerdo con
Kibebew (2017), se trata de la patologia en la ganaderia lechera mas frecuente
y devastadora en el mundo, siendo S. aureus el microorganismo causal mas
comun en casos clinicos y subclinicos. Aunado a ello, se considera como la
enfermedad mas onerosa y con altas pérdidas econdmicas en la ganaderia
lechera que derivan principalmente en la produccion insuficiente de leche, costos
extras por el reemplazo temprano de vacas, sacrificio de animales
continuamente infectados, asistencia técnica de veterinarios, costos por
tratamientos, medicamentos y sanciones sobre la calidad de la leche (Arif et al.,
2015). La terapia basada en antibi6ticos es una practica usual para el control de
la mastitis bovina; sin embargo, el uso inadecuado, la implementacion de dosis
incorrectas o tiempos de aplicacion inapropiados han dado como resultado la
seleccion de bacterias resistentes a los antibiéticos (Villanueva y Morales, 2017).
De acuerdo a lo anterior, se requieren tratamientos alternativos mas eficientes
para contrarrestar esta patologia. El uso de compuestos bioactivos de origen
natural con actividad biolégica antimicrobiana e inmunomoduladora, se ha
considerado una buena alternativa para hacer frente a S. aureus asociado a
mastitis bovina, tal es el caso de la nisina y el quitosano. Por lo tanto, la
evaluacion del efecto inmunomodulador de nisina, quitosano y el compdsito
nisina-quitosano sobre la RIl de CEMB durante la infeccion por S. aureus, podria
ofrecer nuevas oportunidades para la prevenciébn y tratamiento de la

enfermedad.
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V. HIPOTESIS

El compdsito nisina-quitosano posee una actividad inmunomoduladora superior
a la ejercida por la nisina o el quitosano en células epiteliales mamarias bovinas

durante la infeccién con Staphylococcus aureus.

VI. OBJETIVOS
6.1General

Evaluar el efecto inmunomodulador de la nisina, quitosano y el compadsito nisina-
quitosano sobre células epiteliales mamarias bovinas durante la infeccion con

Staphylococcus aureus.

6.2Especificos

1. Evaluar el efecto de la nisina, el quitosano y el compdsito nisina-quitosano
sobre el crecimiento de S. aureus y la viabilidad de las células epiteliales
mamarias bovinas.

2. Determinar la actividad inmunomoduladora de la nisina, quitosano vy, el
compadsito nisina-quitosano en células epiteliales mamarias bovinas

infectadas con S. aureus.
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VIl. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Se crecieron células de epitelio mamario bovino (CEMB) a una confluencia de
80%. Se colocaron tratamientos de nisina (1-100 pg/mL), quitosano (10-100
pug/mL) y el compasito nisina-quitosano (1/10, 2.5/10 y 5/10 pg/mL). Se infectaron
las CEMB durante 2 h con la cepa ATCC 27543 de S. aureus a una multiplicidad

de infeccion de 30 bacterias por célula (Figura 11).
En los cultivos de S. aureus y las CEMB sometidos a los tratamientos:
1.- Se evaluo el crecimiento de S. aureus y la viabilidad de las CEMB.

2.- Se cuantificé la produccién de NO en el medio condicionado, con y sin

infeccion.

3.- Se aisl6 el ARN y se sintetiz6 cDNA para evaluar la expresion de genes de la

RII.
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. Quitosano de bajo peso molecular (60-120
kDa): Disuelto en agua destilada estéril y 1
% de acido acético ajustado a pH de 5.6

Figura 11. Estrategia experimental general desarrollada en el presente trabajo.
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7.1 Reactivos y cepas

Se utilizé nisina A (Sigma-Aldrich®) disuelta en HCI 0.02 M, la cual se esterilizo
por filtracion con membranas de 0.22 pm de tamafio de poro (Millipore®). El
quitosano de bajo peso molecular (60-120 kDa) (Sigma-Aldrich®) se disolvié en
agua destilada y acido acético glacial (J.T. Baker®) al 1% (p/v), el pH de la
solucion se ajusté a 5.6 con NaOH (Meyer®) 1 M, la solucion se esterilizé a 120
°C, 20 psi, 15 min. Las concentraciones de nisina y quitosano que se trabajaron

fueron de 1 a 100 pg/mL y de 10 a 100 pug/mL, respectivamente. Las soluciones

se almacenaron en refrigeracion a 4°C.

Para el compdsito nisina-quitosano, las concentraciones evaluadas fueron 1/10,
2.5/10 y 5/10 pg/mL, respectivamente. Para generar el compdsito, una vez
preparadas y esterilizadas ambas soluciones, la concentracion correspondiente
de nisina se disolvi6 en la solucion de quitosano a temperatura ambiente (25 * 2
°C) y se agité vigorosamente por 5 min. Las soluciones se almacenaron en

refrigeracion a 4°C (Sanchez et al., 2018).

Para el presente estudio se utilizé6 una cepa certificada de S. aureus subsp.
aureus (ATCC 27543) proveniente de un caso de mastitis bovina clinica, con la
capacidad de internalizarse en las CEMB (Anaya-Lopez et al., 2006). Para
obtener el indculo, la bacteria se crecio en caldo Luria-Bertani (LB, 5 g de NaCl,
10 g de peptonay 5 g de extracto de levadura, por cada litro de agua, BIOXON®),
y se incub6 a 37°C durante 12-14 h. Para los experimentos, el cultivo bacteriano
se ajusté a una D.O. de 0.2 (600 nm), la cual equivale a 9.2 x 107 UFC/mL
(Medina et al., 2017).

7.2Cultivo celular

Se utilizé un cultivo primario de CEMB (pasajes 2-8) obtenido de tejido alveolar
de la ubre de una vaca en estado lactante y libre de mastitis bovina. Las CEMB
se cultivaron en cajas Petri (Costar-Corning®), con medio minimo esencial de
Dulbecco y F12 de Ham (DMEM/F12K, Sigma-Aldrich®), suplementado con
suero fetal bovino al 10% (Equitech-Bio®), 1% de penicilina-estreptomicina (400
U/mL, GIBCO®), 10 ug/mL de insulina (Sigma-Aldrich®), 10 pg/mL de

hidrocortisona (Sigma-Aldrich®), 250 ng/mL de anfotericina B (Invitrogen®),
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ajustado a un pH de 7.4. Las células se incubaron en una atmdésfera de 5% de
CO2 a 37°C (Anaya-Lo6pez et al., 2006).

7.3 Viabilidad de células de epitelio mamario bovino (CEMB) vy

crecimiento de S. aureus

Para determinar el efecto de la nisina, quitosano y el compdsito nisina-quitosano
en la viabilidad de las CEMB, las células se crecieron en medio DMEM/F12K
completo (con suero y antibidticos) en placas de 96 pozos (Costar-Corning®) por
24 h en una atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. Se sembraron 10,000 células/pozo.
Completado el tiempo, las células se sincronizaron con medio DMEM/F12K
incompleto (sin suero y antibioticos) por 24 h en una atmésfera de 5% de CO:z a
37°C. Pasado este tiempo, se adicioné nisina (1-10 pg/mL), quitosano (10-100
pug/mL) y el composito (1-10, 2.5-10 y 5-10 pug/mL, respectivamente), se incub6
por 24 h y 48 h en una atmdsfera de 5% de CO2 a 37°C. Posteriormente, se
adicionaron 10 pL de MTT (5 mg/mL) en buffer salino de fosfatos (PBS, 8 g de
NaCl, 0.2 g de KClI, 1.44 g de Na2HPO4, 0.24 g de KH2PO4, por cada litro de
agua) a cada pozo y se incub6 durante 4 h en una atmésfera de 5% de CO:z a
37°C. Finalmente, se agregaron 100 pL de isopropanol-HCI 1 M (19:1) para
disolver los cristales de formazén. La lectura se realizé en un lector de micro-

placas (BIO-RAD®) a una longitud de onda de 595 nm (Medina, 2017).

Para analizar el efecto de los compuestos en el crecimiento de S. aureus, la
bacteria se crecié en medio LB, a 37°C. El cultivo bacteriano se ajusté a una
D.O. de 0.2 (600 nm). Posteriormente, éste se tratd con los compuestos en las
concentraciones descritas y se evalué el crecimiento bacteriano midiendo la D.O.
en intervalos de 2 h durante 24 h (2, 4, 6, 8, 11y 24 h) a 37°C. Al final de las 24
h se realiz6 una dilucién 1:1,000,000 para distribuir el cultivo bacteriano en cajas
con agar LBy se dej6 incubando a 37°C, durante 24 h. Posteriormente, se realiz
el conteo de UFC, mediante un contador automatico de colonias (Interscience,
Scan500®).
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7.4Efecto de nisina, quitosano y el compdsito nisina-quitosano sobre la
produccion de 6xido nitrico (NO) en las CEMB

El NO se cuantific6 en el medio condicionado obtenido de los ensayos de
viabilidad de las CEMB y de los ensayos para la extraccion de ARN con los
distintos tratamientos de nisina, quitosano y el compdsito, y/o S. aureus. Se
cuantifico la concentracion de nitrito (NO2) empleando la reaccion de Griess
(Gutiérrez-Barroso et al., 2008). El reactivo de Griess se prepar6é mezclando un
volumen de la solucion A (10% sulfanilamida y 40% de &acido fosférico, Sigma®)
y un volumen de la solucion B [1% N-(-1- naftiletilendiamida dihidroclorada,
Sigma®)]. La concentracion de NO2 se determind por medio de una curva
estandar de NaNO: en PBS estéril (pH 7.4) (0, 1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25,50 y
100 pM). Se colocaron diluciones 1:1 del reactivo de Griess y de medio
condicionado (50 pL y 50 pL, respectivamente). Finalmente, se midid la
absorbancia a 540 nm en un lector de placas (Varioskan™ Flash spectral

scanning multimode reader).

7.5Extraccion de ARN y oligonucleétidos para gPCR

La extraccion de ARN y posterior sintesis de ADNc de las CEMB tratadas con
nisina (1 pg/mL), quitosano (10 pug/mL) y el compoésito (1-10 pg/mL) y/o la
infeccion por S. aureus, se realiz6 como se ha descrito por Alva-Murillo et al.
(2015). Las reacciones de gPCR se llevaron a cabo con el kit gJPCRBIO SyGreen
Blue Mix Hi-ROX (PCR BIOSISTEM®) en el equipo StepOne Plus, mediante el
método AACT, con SyberGreen. Para medir la expresién de genes de la RIl, se
utilizaron oligonucleoétidos especificos (Tabla 2) para amplificar los genes que
codifican para: 1) péptido antimicrobiano traqueal (TAP), péptido antimicrobiano
lingual (LAP), defensina 10 beta de neutrdéfilos de bovinos (BNBD10), defensina
1-beta (DEFBL1), 2) citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-13 e IL-6, 3
citocinas antiinflamatorias y quimiocinas como IL-10 e IL-8, respectivamente.
Como control interno (gen enddgeno) se utilizdé el gen de la gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Medina, 2017).
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Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados para la evaluacién de la expresion génica de los
distintos elementos de la RII.

Gen Tamario del
(bovino) Primer Secuencia5’- 3’ amplicon (pb) | T (°C) Referencia
TAP D GCGCTCCTCTTCCTGGTCCTG 216 57 Téllez-Pérez et
R GCACGTTCTGACTGGGCATTGA al., 2012
BNBD10 D GCTCCATCACCTGCTCCTC 152 54 Téllez-Pérez et
R AGGTGCCAATCTGTCTCATGA al., 2012
DEFB1 D CCATCACCTGCTCCTCACA 185 54 Téllez-Pérez et
R ACCTCCACCTGCAGCATT al., 2012
IL-1B D GCAGAAGGGAAGGGAAGAATGTAG 198 55 Este trabajo
CAGGCTGGCTTTGAGTGAGTAGAA
IL-6 D AACCACTCCAGCCACAAACACT 179 57 Alva-Murillo et
R GAATGCCCAGGAACTACCACAA al., 2014
TNF-a D CCCCTGGAGATAACCTCCCA 101 56 Alva-Murillo et
R CAGACGGGAGACAGGAGAGC al., 2014
IL-8 D TTCCACACCTTTCCACCCCAA 149 57 Este trabajo
R GCACAACCTTCTGCACCCACTT
IL-10 D GATGCGAGCACCCTGTCTGA 129 59 Alva-Murillo et
R GCTGTGCAGTTGGTCCTTCATT al., 2014
GAPDH D TCAACGGGAAGCTCACTGG 237 57 Alva-Murillo et
R CCCCAGCATCGAAGGTAGA al., 2014

Abreviaturas: TAP: Péptido Antimicrobiano Traqueal; LAP: Péptido Antimicrobiano Lingual;

DEFB1: Defensina 1- Beta; BNDB10: Defensina 10- Beta de Neutrofilos de bovinos; TNF-a:

Factor de Necrosis Tumoral-a; IL 18: Interleucina 1-8; IL-6: Interleucina 6; IL-8: Interleucina 8; IL-
10: Interleucina 10; GAPDH: Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.

7.6 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos constan de al menos 3 experimentos independientes, por

triplicado, los cuales se compararon mediante una t-student. Los valores de

p<0.05 se consideraron estadisticamente significativos. Para el analisis de RT-

gPCR se consideraron como significativamente diferentes la expresién de

ARNmM, cuyos valores sean mayores a 2 y menores a 0.5 (Morey et al., 2006).
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VIIl.  RESULTADOS

8.1Efecto de la nisina y el quitosano sobre el crecimiento de S. aureus

Al tratarse de compuestos antimicrobianos con amplia actividad sobre patdogenos
causantes de mastitis bovina, entre ellos S. aureus y de acuerdo al objetivo del
trabajo de evaluar el efecto inmunomodulador de las moléculas, se determiné el
efecto de la nisina y el quitosano sobre el crecimiento de la bacteria con la
finalidad de seleccionar aquellas concentraciones que no afectaran el
crecimiento de S. aureus. Se incub0 a la bacteria en presencia de diferentes
concentraciones del péptido antimicrobiano (1-100 pg/mL) y el polimero (10-100
pHg/mL) por 24 h. En el caso de la nisina, los resultados mostraron que durante
las primeras horas de cultivo se presentd un efecto bacteriostatico; sin embargo,
la bacteria recupero su crecimiento a partir de las 11 h. Este efecto no se observo
en concentraciones menores de 10 pg/mL (Figura 12A). Asi mismo, no se
observaron diferencias en el porcentaje de UFC recuperadas después de 24 h
de tratamiento con la nisina en ninguna de las concentraciones evaluadas
(Figura 12B). En el mismo sentido, el quitosano no afect6 el crecimiento de S.
aureus durante los tiempos evaluados para las distintas concentraciones de
trabajo (Figura 13A). Un comportamiento similar se observé en el porcentaje de
UFC, ya que no se afectd en ninguna de las concentraciones evaluadas (Figura
13B).

8.2Efecto de la nisina y el quitosano sobre la viabilidad de las CEMB

Para determinar el efecto de la nisina (1-10 pg/mL) y el quitosano (10-100 pg/mL)
en la viabilidad de las CEMB, las células fueron tratadas independientemente
con las distintas concentraciones establecidas de ambas moléculas durante 24
y 48 h. Los resultados obtenidos a las 24 h mostraron que todas las
concentraciones evaluadas para la nisina no afectaron la viabilidad de las CEMB;
sin embargo, a las 48 h, la viabilidad de las células disminuyé en las
concentraciones de 1 ug/mL (8.21%) y 2.5 ug/mL (9.78%), a diferencia del resto
de las concentraciones (5 y 10 pg/mL) en las que no se afectd la viabilidad
(Figura 14).

33



A)

€
<
o
S
©
o
@]
0 2 4 6 8 11 24
Tiempo de incubacién (h)
—&—Vehiculo —0— Gentamicina 1 pg/mL —8—2.5 ug/mL
—0—5 pug/mL —— 10 pug/mL =@ 25 pug/mL —— 50 pug/mL
—— 75 ug/mL —— 100 pg/mL
B)
120 -

UFC recuperadas (%)
N o2} [o0]
o o o

N
o
1

100_ I I I I I
0

Vehiculo  Gentamicina

Nisina pg/mL

Figura 12. Efecto de la nisina sobre el crecimiento de S. aureus. (A) Se cultivd S. aureus a
una DOsoo de 0.2 (9.2x107 UFC) y luego se adiciond la nisina a las concentraciones indicadas,
se midio la DOeoo a distintos intervalos de tiempo durante 24 h. “*” indica cambios significativos
con respecto al vehiculo en el tiempo evaluado (t-student, p<0.05). (B) Se determind el
crecimiento bacteriano en presencia de la nisina determinando el porcentaje de UFC de S. aureus
a las 24 h. Letras diferentes indican cambios significativos con respecto al vehiculo (t-student,
p<0.05). Los datos mostrados corresponden a tres experimentos independientes por triplicado.
Vehiculo: &cido clorhidrico (20 mM); Gentamicina (80 pg/mL).
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Figura 13. Efecto del quitosano sobre el crecimiento de S. aureus. (A) Se cultivd S. aureus
a una DOesoo de 0.2 (9.2x107 UFC) y luego se adiciond el quitosano a las concentraciones
establecidas, se midié la D.O.s00 a distintos intervalos de tiempo durante 24 h. “*” indica cambios
significativos con respecto al vehiculo en el tiempo evaluado (t-student, p<0.05). (B) Se
determind el crecimiento bacteriano en presencia del quitosano determinando el porcentaje de
UFC de S. aureus a las 24 h. Letras diferentes indican cambios significativos con respecto al
vehiculo (t-student, p<0.05). Los datos mostrados corresponden a tres experimentos
independientes por triplicado. Vehiculo: acido acético (41.63 mM); Gentamicina (80 pg/mL).

Bajo las mismas condiciones de trabajo se evaluo el efecto del quitosano sobre
la viabilidad de las CEMB. Los resultados mostraron que las células expuestas
a las concentraciones de 10, 25, 75 y 100 pg/mL a las 24 h no mostraron
diferencias significativas con respecto al vehiculo; es decir, la viabilidad de las
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CEMB no se afecté por estas concentraciones. A las 48 h, las concentraciones
de 10, 50, 75 y 100 pg/mL no mostraron diferencia significativa con respecto al
vehiculo, solo en la concentracion de 25 pg/mL se observé una ligera
disminucién de la viabilidad (7.05%) (Figura 15).
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Figura 14. Efecto de la nisina sobre la viabilidad de las CEMB. Se cultivaron CEMB en
presencia de nisina a las concentraciones establecidas (1, 2.5, 5y 10 ug/mL) por 24 y 48 h. La
viabilidad se determin6 mediante ensayo de MTT. Letras diferentes indican cambios significativos
con respecto al vehiculo (t-student, p<0.05) dentro del tiempo evaluado. Los datos mostrados
corresponden a tres experimentos independientes por triplicado. Vehiculo: acido clorhidrico (1
mM); Actinomicina (500 pg/mL).
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Figura 15. Efecto del quitosano sobre la viabilidad de las CEMB. Se cultivaron CEMB en
presencia de quitosano y se determiné la viabilidad mediante ensayo de MTT a las 24 y 48 h.
Las concentraciones evaluadas fueron 10, 25, 50, 75 y 100 pg/mL. Letras diferentes indican
cambios significativos con respecto al vehiculo (t-student, p<0.05) dentro del tiempo evaluado.
Los datos corresponden a tres experimentos independientes por triplicado. Vehiculo: acido
acético (41.63 mM); Actinomicina (500 pg/mL).
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8.3 Efecto del compésito nisina-quitosano sobre el crecimiento de S.
aureus y viabilidad de las CEMB

Con base a los resultados obtenidos de los efectos de la nisina y el quitosano en
el crecimiento de S. aureus y la viabilidad de las CEMB, se seleccionaron tres
concentraciones de nisina (1, 2.5 y 5 ug/mL) y una concentracion de quitosano
(10 pg/mL), con la finalidad de preparar y evaluar el efecto de los siguientes
compositos sobre el crecimiento bacteriano y la viabilidad celular: nisina-
quitosano 1/10, 2.5/10 y 5/10 ug/mL, respectivamente. Se analiz6 el crecimiento
bacteriano midiendo la densidad Optica en intervalos de 2 h durante 24 h y el
conteo de las UFC a las 24 h. Los resultados mostraron que el compdésito a las
concentraciones evaluadas no afecto el crecimiento de la bacteria (Figura 16A).
Lo anterior coincidié con el porcentaje de UFC, ya que en ninguna de las
concentraciones evaluadas hubo un efecto sobre el crecimiento bacteriano, ya
que no se observaron diferencias significativas con respecto al vehiculo (Figura
16B).

Por otro lado, en los ensayos de infeccion, las CEMB se infectaron con S. aureus
durante 2 h. Por lo anterior, se determin6 también el efecto de la nisina (1, 2.5y
5 pug/mL), el quitosano (10 pg/mL) y el compdsito (1/10, 2.5/10 y 5/10 pg/mL)
sobre las UFC recuperadas a las 2 h de infeccion. Los resultados mostraron que
tanto la nisina, el quitosano, asi como el compésito, no afectaron el crecimiento

de la bacteria a las 2 h de incubacion (Figura 17A-C).

Respecto a las células, éstas fueron tratadas independientemente con las
distintas concentraciones establecidas del compdsito durante 24 y 48 h. Las
concentraciones evaluadas a estos intervalos de tiempo no afectaron la
viabilidad de las células, ya que no se observaron diferencias significativas con

respecto al vehiculo (Figura 18).

37



DO 600 nm

0 2 4 6 8 11 24
Tiempo de incubacién (h)
—0-\Vehiculo =0 Gentamicina 1/10 pg/mL
—0—2.5/10 pg/mL =0—5/10 pg/mL

120

a a
a
100 -
a
80
40 1
20
b
0 -

Vehiculo Gentamicina  1/10 ug/mL  2.5/10 ug/mL  5/10 pg/mL

UFC recuperadas (%)
(e}
o

Nisina-quitosano

Figura 16. Efecto del compdsito nisina-quitosano sobre el crecimiento de S. aureus. (A)
Se cultivo S. aureus a una DOeoo de 0.2 (9.2x107 UFC) y luego se adicion6 el composito a las
concentraciones establecidas y se midi6 la DOsoo a distintos intervalos de tiempo durante 24 h.
“*” indica cambios significativos con respecto al vehiculo en el tiempo evaluado (t-student,
p<0.05). (B) Se determiné el crecimiento bacteriano en presencia del compésito determinando el
porcentaje de UFC de S. aureus a las 24 h. Letras diferentes indican cambios significativos con
respecto al vehiculo (t-student, p<0.05). Los datos mostrados corresponden a tres experimentos
independientes por triplicado. Vehiculo: acido clorhidrico (0.5 mM) y acido acético (4.163 mM);
Gentamicina (80 pg/mL).
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Figura 17. Crecimiento de S. aureus en presencia de nisina, quitosano y el compaosito. Se
cultivé S. aureus a una DOeoo de 0.2 (9.2x107 UFC) y luego se adiciond la nisina A), el quitosano
B) y el compésito C) a las concentraciones establecidas. Se determiné el crecimiento bacteriano
determinando el porcentaje de UFC de S. aureus a las 2 h. Letras diferentes indican cambios
significativos con respecto al vehiculo (t-student, p<0.05). Los datos mostrados corresponden a
tres experimentos independientes por triplicado. Vehiculo nisina: &cido clorhidrico (2 mM);
Vehiculo quitosano: acido acético (41.63 mM); Vehiculo compésito: acido acético (4.163) y acido
clorhidrico (0.5 mM); Gentamicina (80 pg/mL).
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pg/mL).
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8.4Efecto de nisina, quitosano, el compdsito nisina-quitosano sobre y/o

la infeccién por S. aureus sobre la produccién de NO en las CEMB

La cuantificacion de NO se realizd con el medio condicionado de las CEMB,
recuperado de los ensayos de viabilidad en el que fueron tratadas a las 24 y 48
h con las distintas concentraciones de nisina, quitosano y el compdésito. Los
resultados mostraron una produccion similar de NO (1.9 a 2.1 uM) cuando las
células se trataron con el vehiculo de acido acético o el vehiculo del compésito
(acido clorhidrico y acido acético) por 24 y 48 h (Figura 19B,C). El vehiculo de
acido clorhidrico promueve una mayor produccion de NO (3.8 a 4.2 uM) con
respecto a los vehiculos mencionados anteriormente (Figura 19A). Sin embargo,
la nisina (Figura 19A), el quitosano (Figura 19B) y el compdsito (Figura 19C) no
tienen efecto sobre la produccion de NO a las 24 y 48 h. Ademas, se cuantificd
la produccién de NO por las CEMB tratadas con nisina (1 pg/mL), quitosano (10
pg/mL), el compésito (1/10 pg/mL) y la infeccidn con S. aureus por 24 h. Los
resultados mostraron que la infeccién disminuye la produccion de NO en las
CEMB (Figura 20) con respecto a los vehiculos sin infeccion (Figura 19A-C). No
obstante, cuando las células fueron tratadas con nisina (1 pg/mL) junto con la
infeccion, aumentd significativamente la produccion de NO (1.4 uM); mientras
que el resto de las condiciones no mostraron diferencias significativas con

respecto a los vehiculos correspondientes (Figura 20).
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Figura 19. Cuantificacién de la produccion de NO en las CEMB tratadas con nisina,
guitosano y el compdsito. Las células fueron tratadas con nisina A), quitosano B) vy el
compoésito C). Se determind la cantidad de NO producido por las CEMB tratadas con las
diferentes concentraciones evaluadas por 24 y 48 h. EI NO fue medido como la concentracion
de nitrito (NO2-) presente en el medio condicionado. Letras diferentes indican cambios
significativos con respecto al vehiculo (t-student, p<0.05) dentro del tiempo evaluado. Los datos
corresponden a tres experimentos independientes por triplicado. Vehiculo nisina: acido
clorhidrico (1 mM); Vehiculo quitosano: acido acético: (41.63 mM); Vehiculo compdsito: acido
acético (4.163 mM) y acido clorhidrico (0.5 mM); Actinomicina (500 pg/mL).
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Figura 20. Cuantificacion de la produccion de NO en las CEMB tratadas con nisina,
quitosano, el compdsito y la infeccién con S. aureus. Se determind la cantidad de NO
producido por las CEMB tratadas con nisina, quitosano y el compdsito en conjunto con la
infeccion. EI NO fue medido como la concentracién de nitrito (NO2) presente en el medio
condicionado. Letras diferentes indican cambios significativos con respecto al vehiculo (t-student,
p<0.05). Los datos corresponden a dos experimentos independientes por cuadruplicado.
Vehiculo HCI: &cido clorhidrico (0.5 mM); Vehiculo Ac. acét: acido acético (4.163 mM); Vehiculo
HCI-Ac. acét: acido clorhidrico (0.5 mM) y &cido acético (4.163 mM).

8.5Efecto de nisina, quitosano y el compdsito nisina-quitosano sobre la
expresién de las citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-18 e IL-6

Con la finalidad de determinar si las moléculas por separado, asi como el
compdsito, modulan la defensa de las CEMB antes y después de la infeccién por
S. aureus, se evalué la expresion de distintos genes de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a, IL-18 e IL-6. Las CEMB mostraron una expresion
basal de todas las citocinas pro-inflamatorias evaluadas. Ademas, las células
tratadas con nisina (1 pg/mL), quitosano (10 pg/mL) y el compésito (1/10 pg/mL)
no modificaron los niveles de expresion de TNF-a (Figura 21A-C) e IL-6 (Figura
22A-C). Asi mismo, la infeccidén no indujo la expresion de estas citocinas; incluso,
cuando las células fueron tratadas con nisina (1 ug/mL), quitosano (10 ug/mL) o
el compdsito (1/10 pg/mL) en conjunto con la infeccion la expresion de TNF-a
(Figura 21A-C) e IL-6 (Figura 22A-C) no se modifico.
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Figura 21. Expresién génica de TNF-a en CEMB tratadas con nisina, quitosano y el
composito. Analisis de RT-gPCR que muestra los niveles de expresion del ARNm de TNF-a.
Las CEMB se trataron con: A) nisina (1 pg/mL), B) quitosano (10 pg/mL) y C) compésito (1/10
pg/mL) durante 24 h y luego se desafiaron con S. aureus durante 2 h. Cada barra muestra la
media de cuadruplicados + EE de dos experimentos independientes. Los valores de expresion
superiores a 2 o inferiores a 0.5 se consideraron ARNm expresados diferencialmente
significativos. Vehiculo HCI: &cido clorhidrico (0.5 mM); Vehiculo Ac. acét: acido acético (4.163
mM); Vehiculo HCI-Ac. acét: acido clorhidrico (0.5 mM) y &cido acético (4.163 Mm).
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Figura 22. Expresion génica de IL-6 en CEMB tratadas con nisina, quitosano y el
compdésito. Analisis de RT-gPCR que muestra los niveles de expresion del ARNm de IL-6. Las
CEMB se trataron con: A) nisina (1 pg/mL), B) quitosano (10 pg/mL) y C) compésito (1/10 pg/mL)
durante 24 h y luego se desafiaron con S. aureus durante 2 h. Cada barra muestra la media de
cuadruplicados + EE de dos experimentos independientes. Los valores de expresion superiores
a 2 oinferiores a 0.5 se consideraron ARNm expresados diferencialmente significativos. Vehiculo
HCI: &cido clorhidrico (0.5 mM); Vehiculo Ac. acét: acido acético (4.163 mM); Vehiculo HCI-Ac.
acét: acido clorhidrico (0.5 mM) y acido acético (4.163 Mm).
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Por otro lado, en la figura 23 se muestra los resultados obtenidos del analisis de

expresion de la IL-1B. Se observé que al estimular las CEMB con quitosano (10

pMg/mL) la expresion de la citocina aumento (~2.2 veces) en relacién con el

vehiculo, no obstante, este efecto se revirtié en conjunto con la infeccion, ya que

se observo una disminucion similar a la de las células infectadas (Figura 23B).

La infeccion por si sola no indujo la expresién de la IL-1B; asi mismo, el

tratamiento con la nisina (1 pg/mL) y el compésito (1/10 pg/mL) sin y con la

infeccion no promovieron la expresion del ARNm de esta citocina en las CEMB

(Figura 23A,C).
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Figura 23. Expresién génica de IL-18 en CEMB tratadas con nisina, quitosano y el
compésito. Analisis de RT-gPCR que muestra los niveles de expresion de ARNm de IL-1pB. Las
CEMB se trataron con: A) nisina (1 pg/mL), B) quitosano (10 pg/mL) y C) compésito (1/10 pg/mL)
durante 24 h y luego se desafiaron con S. aureus durante 2 h. Cada barra muestra la media de
cuadruplicados + EE de dos experimentos independientes. Los valores de expresion superiores
a 2 oinferiores a 0.5 se consideraron ARNm expresados diferencialmente significativos. Vehiculo
HCI: &cido clorhidrico (0.5 mM); Vehiculo Ac. acét: acido acético (4.163 mM); Vehiculo HCI-Ac.
acét: acido clorhidrico (0.5 mM) y acido acético (4.163 Mm).

8.6 Efecto de nisina, quitosano y el compdsito nisina-quitosano sobre la
expresion de la citocina anti-inflamatoria IL-10 y la quimiocina IL-8

Con base en lo anterior, se evalu6 si las moléculas en estudio modifican la
respuesta anti-inflamatoria y quimiotactica en las CEMB, previo y posterior a la
infeccion. En cuanto a la IL-10, los tratamientos con la nisina (1 pg/mL),
quitosano (10 pg/mL) y el compdsito (1/10 ug/mL) no modificaron su expresién
(Figura 24A-C). Cuando las CEMB se desafiaron con S. aureus no cambié la
expresion de la IL-10; interesantemente, la infeccion en conjunto con la nisina (1
pg/mL), el quitosano (10 ug/mL) y el compésito (1/10 ug/mL) indujo la expresion

de esta citocina hasta ~2.3, ~4.4 y ~5 veces, respectivamente (Figura 24A-C).

Por su parte, la expresion de la IL-8 no se modificd con la nisina (1 pg/mL), el
quitosano (10 ug/mL) o el compdsito (1/10 yg/mL). Sin embargo, la infeccion
reprimio la expresion de la quimiocina. Notoriamente, este efecto se revirtio
cuando las CEMB se trataron previo a la infeccién con nisina (1 pg/mL),
quitosano (10 pg/mL) y el compésito (1/10 pg/mL) (Figura 25A-C). Lo anterior,
podria sugerir un papel anti-inflamatorio y quimiotactico para las moléculas por

separado y el compdsito, durante la infeccion por S. aureus.
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Figura 24. Expresién génica de IL-10 en CEMB tratadas con nisina, quitosano y el
compésito. Andlisis de RT-gPCR que muestra los niveles de expresion de ARNm de IL-10. Las
CEMB se trataron con: A) nisina (1 pg/mL), B) quitosano (10 pg/mL) y C) compésito (1/10 pg/mL)
durante 24 h y luego se desafiaron con S. aureus durante 2 h. Cada barra muestra la media de
cuadruplicados + EE de dos experimentos independientes. Los valores de expresion superiores
a 2 oinferiores a 0.5 se consideraron ARNm expresados diferencialmente significativos. Vehiculo
HCI: &cido clorhidrico (0.5 mM); Vehiculo Ac. acét: acido acético (4.163 mM); Vehiculo HCI-Ac.
acét: acido clorhidrico (0.5 mM) y acido acético (4.163 Mm).
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Figura 25. Expresion génica de IL-8 en CEMB tratadas con nisina, quitosano y el
composito. Andlisis de RT-qPCR que muestra los niveles de expresion de ARNm de IL-8. Las
CEMB se trataron con: A) nisina (1 pg/mL), B) quitosano (10 pg/mL) y C) compésito (1/10 pg/mL)
durante 24 h y luego se desafiaron con S. aureus durante 2 h. Cada barra muestra la media de
cuadruplicados + EE de dos experimentos independientes. Los valores de expresion superiores
a 2 oinferiores a 0.5 se consideraron ARNm expresados diferencialmente significativos. Vehiculo
HCI: 4cido clorhidrico (0.5 mM); Vehiculo Ac. acét: acido acético (4.163 mM); Vehiculo HCI-Ac.
acét: acido clorhidrico (0.5 mM) y acido acético (4.163 Mm).
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8.7Efecto de nisina, quitosano y el compdsito nisina-quitosano sobre la
expresion de los péptidos antimicrobianos DEFB1, TAP y BNBD10

Durante un proceso infeccioso, como parte de la RIl, la célula hospedera,
ademas de citocinas y quiomicinas, también expresa péptidos antimicrobianos.
Por ello, se analizo la expresion relativa de los péptidos antimicrobianos DEFB1,
TAP y BNBD10. Las CEMB sin infectar mostraron una expresion basal para
todos los péptidos antimicrobianos evaluados. La expresion de la DEFB1 no se
modificé en las células tratadas con quitosano (10 pg/mL); mientras que el
tratamiento con nisina (1 pug/mL) reprimio la expresion del péptido antimicrobiano
(~0.5 veces). Interesantemente, el compoésito indujo un efecto superior en la
expresion de la DEFB1 (~2.6 veces) que el obtenido con las moléculas por
separado (Figura 26C). Por otro lado, la infeccion por si sola indujo la expresiéon
de la DEFB1 (~2.5 a ~4 veces). En los tratamientos con nisina (1 pg/mL),
quitosano (10 pg/mL) o el compodsito (1/10 pg/mL) junto con la infeccién, se
observé una disminucién en la expresion del ARNm de la DEFB1 (~0.6, ~0.8 y
~1 veces, respectivamente) en comparacién con la infeccién sin tratamiento.
(Figura 26A-C).

Enlo que respectaa TAP y BNBD10, la nisina (1 pg/mL), el quitosano (10 pug/mL)
y el compésito (1/10 pg/mL) no indujeron la expresiéon del ARNm previo a la
infeccion (Figura 27A-C y Figura 28A-C). La infeccion, por su parte, promovié la
expresion de TAP, pero no de BNBD10; en combinacion con la nisina (1 pg/mL),
quitosano (10 pg/mL) o el composito (1/10 pug/mL) se revirtidé el efecto de la
infeccidn, ya que disminuy0 la expresion de TAP, mientras que para BNBD10 se
mantuvo sin cambios con respecto a las CEMB infectadas (Figura 27A-C y Figura
28A-C).
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Figura 26. Expresion génica de DEFB1 en CEMB tratadas con nisina, quitosano y el
compésito. Andlisis de RT-gPCR que muestra los niveles de expresién de ARNm de DEFB1.
Las CEMB se trataron con: A) nisina (1 pg/mL), B) quitosano (10 ug/mL) y C) compésito (1/10
pg/mL) durante 24 h y luego se desafiaron con S. aureus durante 2 h. Cada barra muestra la
media de cuadruplicados + EE de dos experimentos independientes. Los valores de expresién
superiores a 2 o inferiores a 0.5 se consideraron ARNm expresados diferencialmente
significativos. Vehiculo HCI: &cido clorhidrico (0.5 mM); Vehiculo Ac. acét: acido acético (4.163
mM); Vehiculo HCI-Ac. acét: acido clorhidrico (0.5 mM) y &cido acético (4.163 Mm).
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Figura 27. Expresion génica de TAP en CEMB tratadas con nisina, quitosano y el
composito. Andlisis de RT-gPCR que muestra los niveles de expresion de ARNm de TAP. Las
CEMB se trataron con: A) nisina (1 pg/mL), B) quitosano (10 pg/mL) y C) compésito (1/10 pg/mL)
durante 24 h y luego se desafiaron con S. aureus durante 2 h. Cada barra muestra la media de
cuadruplicados + EE de dos experimentos independientes. Los valores de expresion superiores
a 2 oinferiores a 0.5 se consideraron ARNm expresados diferencialmente significativos. Vehiculo
HCI: 4cido clorhidrico (0.5 mM); Vehiculo Ac. acét: acido acético (4.163 mM); Vehiculo HCI-Ac.
acét: acido clorhidrico (0.5 mM) y acido acético (4.163 Mm).
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Figura 28. Expresion génica de BNBD10 en CEMB tratadas con nisina, quitosano y el
composito. Andlisis de RT-gPCR que muestra los niveles de expresion de ARNm de BNBD10.
Las CEMB se trataron con: A) nisina (1 pg/mL), B) quitosano (10 ug/mL) y C) compésito (1/10
pg/mL) durante 24 h y luego se desafiaron con S. aureus durante 2 h. Cada barra muestra la
media de cuadruplicados + EE de dos experimentos independientes. Los valores de expresién
superiores a 2 o inferiores a 0.5 se consideraron ARNm expresados diferencialmente
significativos. Vehiculo HCI: &cido clorhidrico (0.5 mM); Vehiculo Ac. acét: acido acético (4.163
mM); Vehiculo HCI-Ac. acét: acido clorhidrico (0.5 mM) y &cido acético (4.163 Mm).
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IX. DISCUSION

La produccion y calidad de la leche es imprescindible para el consumo humano;
no obstante, su produccién es afectada por la presencia de infecciones
intramamarias como la mastitis bovina. Esta es una enfermedad de relevancia
mundial, recurrente en numerosos hatos lecheros y responsable de pérdidas
econdémicas importantes (ldriss et al., 2021; Jung et al., 2021). S. aureus es el
microorganismo causal mas comun en casos clinicos y subclinicos de esta
patologia y dada su capacidad para internalizarse y sobrevivir en diferentes tipos
celulares, es responsable de causar infecciones crénicas. El uso de antibidticos
como tratamiento para el control de la afeccion ha sido deficiente debido a la
aplicacion de dosis incorrectas o errores en los tiempos de aplicacion
inapropiados, lo que ha resultado en la seleccion de bacterias resistentes, por lo
que se continla la busqueda de alternativas de control (Pereyra et al., 2014;
Idriss et al., 2021).

La nisina y el quitosano son moléculas de origen natural con propiedades
antimicrobianas sobre una amplia variedad de microorganismos patdégenos,
entre ellos S. aureus (Sanchez et al., 2018); ademas, tienen la capacidad de
modular la respuesta inmune de algunos hospederos y mediar la defensa de los
mismos (Kindrachuk et al., 2012; Bellich et al., 2016). Interesantemente, en la
actualidad no hay reportes acerca del efecto inmunomodulador del quitosano en
un cultivo primario de CEMB. Aunado a lo anterior, en un estudio realizado por
Sanchez et al. (2018), se reportdé un efecto antimicrobiano aditivo del compdésito
nisina-quitosano sobre aislados de S. aureus asociados a mastitis bovina. Por lo
anterior, evaluar el efecto del compdsito en la RIl de las CEMB es atractivo. En
este trabajo se evaluo el efecto de las moléculas por separado y el compadsito en
la modulacién de la expresion de genes de lainmunidad innata en CEMB durante
la infeccion con S. aureus ATCC 27543. Se observo que la nisina (1 pg/mL) en
conjunto con la infecciébn aumenta la produccion de NO. El quitosano (10 pg/mL)
modula al alza la expresion de la IL-13; ademas, la nisina (1 ug/mL), el quitosano
(10 pg/mL) o el compdsito (1/10 pg/mL) en conjunto con la infeccidn inducen la
expresion de la IL-10 e IL-8. Finalmente, el compdsito (1/10 pug/mL) ejerce un

efecto superior en la expresion de la DEFB1.
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Estudios previos realizados por Sanchez et al. (2018), evidenciaron el efecto
antibacteriano de la nisina, quitosano y el compdésito sobre S. aureus ATCC
27543 a 1750 pg/mL, 1500 pg/mL y 1500-1250 pg/mL, respectivamente. Asi
mismo, otros grupos de trabajo han reportado el efecto antibacteriano de la nisina
a 6.22 pg/mL (Jia et al.,, 2019) y del quitosano a 100 y 400 pg/mL sobre
Staphylococcus spp. y S. aureus V329 (Felipe, 2016). Por lo anterior se evalud
si las concentraciones inmunomoduladoras propuestas para nisina, quitosano y
el composito tenian un efecto antibacteriano. Los resultados obtenidos
mostraron que la nisina (Figura 12A-B y Figura 17A), el quitosano (Figura 13A-B
y Figura 17B) y el compdsito (Figura 16A-B y Figura 17C), no afectaron el
crecimiento de la bacteria. La nula actividad antimicrobiana se puede explicar
debido a que en este trabajo se utilizaron concentraciones inferiores a las
reportadas por Sdnchez et al. (2018) y porque se uso otra cepa de S. aureus con
lo reportado por Jia et al. (2019) y Felipe, 2016), la cual, puede ser inhibida a

concentraciones de nisina y quitosano diferentes.

Respecto a la viabilidad de las CEMB, la nisina (Figura 14) y el quitosano (Figura
15) no fueron citotoxicos para las CEMB; es decir, las concentraciones evaluadas
para estas moléculas no indujeron la muerte celular en los tiempos de exposicion
evaluados, a excepcion de 1y 2.5 ug/mL de nisina y 50 ug/mL de quitosano a
las 48 h. Estos datos son consistentes con resultados disponibles en la literatura,
por ejemplo, se ha observado que la viabilidad de macréfagos J774 no se afecté
cuando fueron tratados con la nisina (25, 50 y 100 pg/mL) (Moein et al., 2018).
Aunado a lo anterior, Mataczewska et al. (2019) determinaron que la nisina, en
el rango de 1.6-50 pug/mL, no fue citotdxica para leucocitos de sangre periférica
porcina. Ademas, estudios realizados en PBMC humanos, demostraron que la
nisina no fue citotoxica para estas células en concentraciones de hasta 200
pug/mL (Kindrachuk et al., 2012). No obstante, a concentraciones mas altas (168
y 725 pug/mL) y a tiempos de exposicion superiores a las 24 h, la viabilidad de las
células se vio afectada por el péptido, como se ha reportado en linfocitos
polimorfonucleares humanos de sangre periférica, asi como en lineas celulares
leucémicas humanas Jurkat (células T) y Molt-4 (linfoblastos T), con una
concentracion inhibitoria media maxima (ICso) de 725 pg/mL (Begde et al., 2011).

Asi mismo, en la linea celular HL-60 de mieloblastos humanos (células
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precursoras de granulocitos), después de 48 h de exposicion a 168 pug/mL de

nisina, se observé una disminucién en la viabilidad (Cruz et al., 2006).

En cuanto al quitosano, se ha reportado que a concentraciones de 0.1-100 pg/mL
no disminuye la viabilidad de células MAC-T alas 24 h (Felipe, 2016); asi mismo,
Ning et al. (2015), determinaron que a concentraciones de 2.5, 10 y 40 pg/mL de
quitosano de bajo peso molecular no se observé un efecto citotoxico en
macrofagos murinos (RAW264.7). Lo anterior concuerda para la mayoria de las
concentraciones evaluadas; sin embargo, difiere para la concentracion de 50
pug/mL alas 24 h'y con la de 25 pg/mL, a las 48 h, ya que éstas presentaron un
efecto citotoxico para las células.

Por otro lado, el compdésito (1/10, 2.5/10 y 5/10 pg/mL) no mostrdé un efecto
citotéxico para las CEMB a las 24 y 48 h (Figura 18). Este resultado es el
esperado ya que, al tratarse de un compdsito, el efecto conjunto de ambas
moléculas puede repercutir sobre la viabilidad de las células, lo cual quedo
descartado para las concentraciones evaluadas. Hasta donde hemos podido
documentar, este es el primer trabajo en evaluar el efecto del compdsito nisina-
quitosano sobre la viabilidad celular. No obstante, hay reportes de compdsitos a
base de quitosano con otras moléculas de interés, tal como lo reportan Meng-
chen y Yi-Cheng (2019); quienes reportaron que las nanoparticulas de
quitosano-fucoidano (este ultimo, un polisacérido anionico sulfatado extraido de
algas pardas) cargadas con proteinas de membrana de cascara de huevo, no
afectan la viabilidad de macré6fagos murinos (RAW?264.7) en concentraciones de
200 y 400 pg/mL a las 24 h. Asi mismo, nanogeles de quitosano-carboximetil
celulosa cargados con aceite de Nigella sativa (Comino Negro) no son citotéxicos
a concentraciones de 1, 5, 10 y 20 pg/mL a las 48 h de exposicion en fibroblastos

dérmicos humanos (Bagheri et al., 2021).

En etapas tempranas de la infeccion, la RIl es la que predomina y en ésta
participan mediadores enddgenos esenciales para la proteccion de la glandula
mamaria, entre ellos la produccion de NO; se trata de una molécula producida
por la enzima INOS que asume un papel importante en la respuesta inflamatoria
(Oviedo-Boyso et al., 2006). Aunado a lo anterior, se ha reportado que las CEMB
son capaces de producir NO durante la respuesta inflamatoria en la glandula
mamaria (Gutiérrez-Barroso et al., 2008). Los resultados mostrados en este
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trabajo indican que las concentraciones evaluadas para nisina (Figura 19A) y
quitosano (Figura 19B) no modifican la produccion basal de NO en las CEMB.
Estos resultados difieren con lo reportado por Ning et al. (2015), quienes
observaron que el quitosano de bajo peso molecular (3 y 50 kDa) incrementa
significativamente la produccion de NO en macrofagos murinos (RAW264.7) de
una manera dependiente de la concentracion (2.5, 10 y 40 ug/mL). Ademas, se
ha reportado una la ligera induccién en la produccion de NO en macr6fagos
peritoneales de pollo de engorda a concentraciones de 40, 80 y 160 pg/mL de
quitosano (Li et al., 2014). Esta discrepancia puede explicarse teniendo como
base que los macréfagos son células fagociticas profesionales con funciones
especializadas en la respuesta inmune innata y adaptativa; entre ellas, la
generacion enzimatica de especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno como parte

de un mecanismo de eliminacion microbiana (Abbas et al., 2015).

Aunado a lo anterior, la produccion de NO por las CEMB disminuy6 con la
infeccion, lo que puede sugerir una débil defensa de las células en un proceso
infeccioso. No obstante, estos resultados difieren con lo reportado por el grupo
de trabajo, ya que Medina-Estrada et al. (2016) y Baez-Magafia et al. (2018)
reportaron que la infeccidn por S. aureus incrementa la produccién de NO (3.2 y
85 uM, respectivamente) en las CEMB. La disminucién de la produccion de NO
en las CEMB durante la infeccibn puede explicarse debido a que los
sobrenadantes utilizados para cuantificar NO se recuperaron de los ensayos de
extraccion de ARN, en donde la induccion de TNF-a en las CEMB no se observé
con la infeccién. En ese sentido, el uso de pasajes mas avanzados repercutié en
la produccion de NO. La influencia del nimero de pasaje ya se ha reportado en
distintos modelos de estudio como en células adrenocorticales bovinas y
fibroblastos sinoviales de artritis reumatoide, en donde se ha evidenciado que
conforme aumenta el nimero de pasaje en el cultivo celular la expresién de

genes cambia (Hornsby et al., 1992; Neumann et al., 2010).

Asi mismo, se observd que el compdsito (Figura 19C y Figura 20) con y sin
infeccidon no promovid un cambio en la produccion de NO en las concentraciones
evaluadas con respecto al respectivo vehiculo (vehiculo con y sin infeccion).
Estos resultados concuerdan con estudios previos realizados por Meng-chen y

Yi-Cheng (2019), sefalan que el compdsito de nanoparticulas de quitosano-
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fucoidano cargadas con proteinas de membrana de cascara de huevo, reduce
significativamente la produccién de NO en macréfagos murinos (RAW264.7)
inducidos por lipopolisacaridos (LPS). Asi mismo, el compoésito a base de
hidroxiapatita (mineral de fosfato de calcio)-alginato-quitosano-fucoidan no
ejercio un cambio en la produccion de NO en macrofagos murinos (RAW264.7),
aun con la infeccién por LPS (Sumayya y Muraleedhara, 2021). Por otro lado, la
nisina (Figura 20) en conjunto con la infeccion aumenté la produccion de NO,
evidenciando que las CEMB en un proceso infeccioso pueden defenderse mejor
al aumentar la produccion de un componente clave de la RIl, el cual actua como
un antimicrobiano sobre patégenos. Hasta donde sabemos este es el primer
reporte que demuestra que la nisina induce la produccion de NO durante un

proceso infeccioso.

La RII no solo se limita a la produccion de NO, existen otros elementos clave en
la defensa del hospedero como las citocinas, quimiocinas y péptidos
antimicrobianos, moléculas que fueron objeto de estudio en este trabajo. De
acuerdo con los resultados obtenidos, la nisina y el compdsito no modularon la
expresion de la IL-1B. Interesantemente, el quitosano indujo la expresion del
ARNmM de la IL-1B hasta ~2.2 veces en las CEMB (Figura 23B). En concordancia,
Felipe (2016) reporté el efecto del quitosano de bajo peso molecular (10 pg/mL)
en la expresion al alza de la IL-1f3 en células MAC-T. Lo anterior tiene relevancia
ya que la IL-1B es un mediador importante de la respuesta inflamatoria; ademas
de ser un inductor de la transcripcion de genes dependientes de NF-kB que
favorece la expresion de moléculas de adhesion (ICAM | y IlI) para el
reclutamiento células inmunes, y modula las respuestas inmunes adaptativas
(linfocitos T) (Aarreberg et al., 2019).

Por otro lado, en el grupo de trabajo se ha reportado que la infeccion por S.
aureus modula la expresion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-6 e
IL-1B en las CEMB. Alva-Murillo (2011) reporté que la infeccion induce hasta ~14
veces la expresion de TNF-a. Asi mismo, Medina-Estrada et al. (2016) reportaron
una induccién de ~4.5 veces de esta misma citocina. Los resultados anteriores
difieren con lo observado en este trabajo de investigacion, ya que la expresion
relativa de TNF-a se mantuvo sin cambios con la infeccion (Figura 21A-C). Esta

discrepancia se puede relacionar con el hecho de que los estudios realizados
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previamente se hicieron con un lote de CEMB distinto; ademas de que el cultivo
celular de un pasaje mas temprano puede responder mejor a estimulos en

comparacién con un pasaje mas avanzado.

En este sentido, Hornsby et al. (1992) reportaron que la expresion de hidroxilasas
de esteroides disminuye en funcibn del numero de pasaje en células
adrenocorticales bovinas, especificamente en las células de pasaje medio y
posterior. De manera similar, se ha evaluado el efecto que tiene el nimero de
pasaje (1 al 8) en la expresion de genes relacionados a la adhesion, apoptosis,
proliferacion, citocinas y receptores en un cultivo de fibroblastos sinoviales de
artritis reumatoide. Los resultados indicaron que a partir del pasaje 5y 6 se
evidencian cambios en la expresion génica (7 al 10% genes expresados
diferencialmente), siendo mas notorio en los pasajes posteriores (Neumann et
al., 2010). Ademas, Gunja y Athanasiou (2007) reportaron que del pasaje 1 al 4,
la expresion génica del colageno Il (molécula de la matriz extracelular) disminuy6

significativamente en fibrocondrocitos de meniscos bovinos.

Por otra parte, no se modifico la expresion del ARNm de la IL-6 e IL-13 (Figura
22A-C y Figura 23A-C, respectivamente) con la infeccidn. Lo anterior concuerda
con lo reportado por Baez-Magafa et al. (2018), en donde la infeccion de CEMB
no indujo cambios en la expresion de la IL-18 e IL-6, mientras que Medina-
Estrada et al. (2016) no reporta un cambio en la expresiéon de la IL-6 por la
infeccion con S. aureus. Asi mismo, la falta de induccién en la expresion de
citocinas pro-inflamatorias en las CEMB se mantuvo con los tratamientos de

nisina, quitosano y el compasito en conjunto con la infeccion.

Con base en los resultados obtenidos anteriormente, se analizé el efecto de los
compuestos sobre la expresidbn de genes relacionados con citocinas anti-
inflamatorias, quimiocinas y péptidos antimicrobianos. De acuerdo con los
resultados obtenidos, la nisina (1 pg/mL), el quitosano (10 pg/mL) y el compasito
(1/20 pg/mL) junto con la infeccidn, indujeron la expresién de IL-10 hasta ~2.3,
~4.4 y ~5 veces, respectivamente (Figura 24A-C). Estos resultados sugieren que
la nisina, el quitosano y el compdésito tienen un papel anti-inflamatorio en las

CEMB durante la infeccion por S. aureus.
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En congruencia con estos resultados, Jia et al. (2019), observaron que en células
epiteliales uterinas bovinas tratadas con nisina (6.22 pug/mL) y estimuladas con
S. aureus, se incrementaron los niveles de expresion de IL-10 y disminuyeron
los niveles de expresion de IL-1B, IL-6 y TNF-a. Por su parte, el quitosano se ha
relacionado mayoritariamente con un efecto pro-inflamatorio; sin embargo,
reportes previos han evidenciado el papel anti-inflamatorio y ¢ han evidenciado?
que el polisacarido de 72 a 156 kDa inhibi6 la expresion de TNF-a e IL-6 en
macréfagos murinos (RAW264.7) (Chang et al., 2019). No obstante, no se evalud
la expresion de la IL-10 para sustentar este efecto.

Aunado a lo anterior, se ha reportado el efecto anti-inflamatorio del compdésito a
base de hidroxiapatita-alginato-quitosano-fucoidan, al regular a la baja los
niveles de expresion de TNF-a, IL-1f3 e IL-6 en macr6fagos murinos (RAW264.7)
(Sumayya y Muraleedhara, 2021). En el mismo sentido, Zhou et al. (2021)
reportaron que el compdsito de acido hialurénico-quitosano-dexametasona
(medicamento anti-inflamatorio), reprimié la expresibn de mediadores pro-
inflamatorios como TNF-q, IL-1B8 e IL-6 en fibroblastos embrionarios de ratén
(NIH-3T3). Sin embargo, estos resultados no quedan del todo sustentados, ya

gue no se evaluo la expresion de la IL-10.

Por su parte, la infeccion de las CEMB con S. aureus reprimio la expresion de la
IL-8, efecto que coincide con lo reportado por Alva-Murillo et al. (2014), quienes
sefalan que la infeccidén con esta bacteria regulé negativamente la expresion de
la IL-8 en estas células. Interesantemente, el pretratamiento de las CEMB con la
nisina (1 pg/mL), quitosano (10 pg/mL) y el compasito (1/10 pg/mL), revierte el
efecto de la infeccion, restableciendo la expresion basal de esta quimiocina
(Figura 25A-C). Lo anterior, tiene relevancia en un modelo de mastitis por S.
aureus, ya que este patdégeno reprime la expresioén de la IL-8; lo cual, puede
repercutir en el reclutamiento de neutrofilos al sitio de infeccion. No obstante, la
represion de esta quimiocina por la infeccién se revierte cuando las CEMB son
tratadas con nisina, quitosano y el compdsito, sugiriendo un papel quimiotactico

para estas moléculas.

Estos datos concuerdan con lo observado por Kindrachuk et al. (2012) en células

mononucleares de sangre periférica y con lo reportado por Jia et al. (2019) en
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células epiteliales uterinas bovinas, en donde la nisina (150 y 6.22 pg/mL,
respectivamente) promovio la expresion de la IL-8. En el mismo sentido, se ha
observado que el quitosano (10 pg/mL) moduld la expresion al alza de esta
quimiocina hasta ~1.3 veces en células MAC-T junto con la infeccion por S.
aureus V329 (Felipe, 2016). También, la literatura indica que la dieta
complementada con el compdésito de quitosano-selenita (mineral), indujo la
expresion del ARNm de la IL-8, de manera dependiente de la dosis, enTilapia
del Nilo (Oreochromis niloticus) (Ibrahim et al., 2021).

En cuanto a la expresion de péptidos antimicrobianos, a excepcion de BNBD10,
la infeccion por si sola modul6 al alza la expresion de TAP y DEFB1 (entre ~2.8
y ~5.5 veces) (Figura 27A-C y Figura 26A-C). Esto coincide con lo reportado por
Alva-Murillo et al. (2014), en cuyo trabajo, la infeccion indujo la expresion de
péptidos antimicrobianos. No obstante, este efecto no se mantuvo cuando se
aplicaron los tratamientos de nisina (1 pg/mL), quitosano (10 pg/mL) o el
compésito (1/10 pg/mL), lo que sugiere gque tanto las moléculas por separado
como el compdsito no modulan la expresion de péptidos antimicrobianos durante
la infeccion. Interesantemente, en ausencia de la infeccién, el compésito (1/10
pug/mL) tuvo un efecto mayor que las moléculas por separado, ya que favorecio
la expresion del ARNm de la DEFB1 hasta ~2.6 veces (Figura 26A-C)
proporcionando a la célula una herramienta de defensa previo a una infeccion.
Hasta donde hemos podido documentar, no hay reportes de compésitos a base
de quitosano que modulen la expresion de péptidos antimicrobianos, por lo que
este es el primer reporte que muestra el efecto del compdsito nisina-quitosano
en la expresion al alza de la DEFB1, uno de los principales péptidos

antimicrobianos de la RII.

Los resultados obtenidos en este trabajo se integran en la Figura 29. Un modelo
gue representa a una célula epitelial mamaria bovina, la cual fue expuesta a
nisina (1 pg/mL), quitosano (10 pg/mL) y el compédsito (1-10 pg/mL), previo y
posterior a la infeccion por S. aureus. En el modelo se incluyen los principales
efectos observados sobre la RIl de las CEMB, los cuales se indican a
continuacion: la nisina (1 pg/mL) en conjunto con la infeccion aumenté
significativamente la produccion de NO. El quitosano (10 pg/mL) indujo la

expresion de la IL-1B (~2 veces). Por otro lado, la nisina (1 ug/mL), el quitosano
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(10 pg/mL) y el compésito (1/10 pg/mL), junto con la infeccidn, incrementaron la
expresion de la IL-10 en ~2, ~4 y ~5 veces, respectivamente. Asi mismo, estos
compuestos revirtieron la represion de expresion de la IL-8 ejercida por la
infeccion. Ademas, el compdsito favorecio la expresion de la DEFB1 (~3 veces),
ya que fue superior a la ejercida por las moléculas por separado. Cabe destacar
gue este es el primer reporte que muestra propiedades novedosas del quitosano
en un cultivo primario de CEMB. Asi mismo, en esta investigacién se trabajé por
primera vez el compasito nisina-quitosano con un enfoque inmunomodulador. No
obstante, seria interesante evaluar el efecto de las moléculas por separado, asi
como el compdsito, en la internalizacion de S. aureus, ademas de estudiar las
rutas de transduccion de sefales que se activan o nalizar qué marcas
epigenéticas son reguladas por la nisina, quitosano, el compasito y/o la infeccion
por S. aureus. Lo anterior con la finalidad de tener datos mas robustos del
efectode estos compuestos en la modulacion de la RIl, previo y posterior a la

infeccion por S. aureus.
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Figura 29. Efecto de nisina, quitosano y el compdésito sobre la RIl en CEMB antes y
después de la infeccidon por S. aureus. A) La nisina junto con la infeccién por S. aureus
aumenta la secrecién de NO en las CEMB, ejerce un efecto anti-inflamatorio al regular al alza la
expresion de la IL-10, ademas de que promueve la expresion de la IL-8. B) El quitosano
incrementa la expresién de la IL-1B y, en presencia de la infeccion, ejerce un efecto anti-
inflamatorio regulando al alza la expresion de la IL-10 e induce la expresion a valores basales de
la IL-8, la cual es reprimida por la infeccion. C) El compdsito mantiene la expresion al alza de la
IL-10 ejerciendo un efecto anti-inflamatorio durante la infeccion, induce la expresion de la IL-8
durante la infeccién y regula la expresion al alza de la DEFB1, siendo mayor al efecto obtenido
por las moléculas por separado.
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X. CONCLUSION

La nisina, el quitosano o el compdsito modulan la expresion de elementos de la
inmunidad innata favoreciendo un efecto anti-inflamatorio en células epiteliales
mamarias bovinas. Ademas, el compdsito mejora la expresion del gen de la
DEFBL1 respecto a las moléculas individuales, pero no la del resto de los genes

evaluados.
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