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1. RESUMEN

La mastitis bovina es una patologia que afecta a alta proporcion del ganado lechero
en todo el mundo. Su importancia radica en las pérdidas econdémicas que generay
los dafios al animal. Staphylococcus aureus es el principal agente etiologico aislado
en casos de mastitis bovina, el cual tiene la capacidad de internalizarse y sobrevivir
dentro de las células epiteliales mamarias bovinas (CEMB), las cuales participan en
la respuesta inmune innata de la glandula mamaria produciendo péptidos
antimicrobianos (PAM’s) y otros mediadores de la inflamacion. Recientemente se
demostrd que los receptores acoplados a proteina G (GPR’s) GPR41 y GPR43,
cuyos ligandos son los acidos grasos de cadena corta (AGCC), participan en la
internalizacion de S. aureus. En este trabajo se utilizé la toxina PTX de Bordetella
pertussis (100 y 200 ng/ml) para bloquear la actividad de dichos receptores y se
evalud su participacién en la expresion de los PAM’s TAP, LAP y la psoriasina
bovina S100A7. Para ello se cultivaron CEMB en presencia de la toxina PTX con o
sin infeccion, y se extrajo el ARN total para sintetizar el ADNc. Luego se establecio
la expresion de los genes de interés mediante PCR punto final y su posterior analisis
densitométrico. Respecto a la expresion de los receptores GPR’s en las CEMB,
ambos mostraron una expresion basal y ésta se incrementé en las CEMB infectadas
con S. aureus; sin embargo, los tratamientos con la toxina PTX la inhibieron. De
igual manera, la infeccibn indujo la expresion de TAP, LAP y S100A7.
Interesantemente, solo la expresion de TAP se incrementé en las CEMB infectadas
y previamente tratadas con PTX. En conclusién el bloqueo de la actividad de los
receptores GPR’s favorecio la expresion de TAP, lo cual puede estar relacionado
con la disminucién de la internalizacién de S. aureus en las CEMB previamente

reportada.

Palabras clave: mastitis, Staphylococcus aureus, GPR’s. toxina PTX, péptidos

antimicrobianos




2. ABSTRACT

Bovine mastitis is a pathology that affects dairy cattle worldwide and it is very
important due to the economic losses and the damage to the animal. Staphylococcus
aureus is the main etiologic agent isolated from cases of bovine mastitis that has the
ability to internalize and survive within the bovine mammary epithelial cells (bMECSs),
which are involved in the innate immune response of the mammary gland producing
antimicrobial peptides (AP’s) and other mediators of inflammation. Recently, it was
shown that G protein-coupled receptors (GPR's) GPR41 and GPR43, whose ligands
are the short-chain fatty acids (SCFA), are involved in the internalization of S. aureus
into bMECs. In this work, pertussis toxin (PTX) of Bordetella pertussis (100 and 200
ng/ml) was used to block the activity of these receptors to evaluate their participation
in the expression of AP’s TAP, LAP and bovine psoriasin S100A7. For this, bMEC
were cultured in the presence of PTX toxin with or without infection and total RNA
was extracted to synthesize cDNA. The expression of genes of interest was
established by PCR endpoint and subsequent densitometric analysis. Regarding the
expression of GPR's receptors in bMEC, both showed a basal expression and this
was increased in bMEC infected by S. aureus; however, it was inhibited by the
treatment with PTX toxin. Similarly, the infection induced the expression of TAP, LAP
and S100A7. Interestingly, only the expression of TAP was increased in infected
bMEC previously treated with PTX. In conclusion, blocking GPR's receptors activity
favored the expression of TAP, which may be related with the decreased of the

internalization of S. aureus in bMEC previously reported.




3. INTRODUCCION

La mastitis bovina (MB) es un proceso inflamatorio de la glandula mamaria,
comunmente causada por una infeccion de origen microbiano. Es considerada una
de las enfermedades mas costosas en el ganado bovino lechero, generando
grandes pérdidas econdmicas importantes debido a la disminucion de la cantidad y
calidad de la leche (Zhao y Lacasse, 2007). Esta enfermedad puede cursar con

signos clinicos visibles (mastitis clinica) o sin signos aparentes (mastitis subclinica).

Diversos estudios han demostrado que Staphylococcus aureus es el
patégeno contagioso con mayor prevalencia asociado a la MB (Kerro-Dego et al.,
2002; Bergonier et al., 2014). La prevalencia de esta enfermedad se ha asociado
con la capacidad de esta bacteria para invadir y multiplicarse en el interior de la
célula epitelial de la glandula mamaria (Zhao y Lacasse, 2007).

Existen diversos factores que favorecen la incidencia de la mastitis, uno de
ellos es el periodo de lactancia. En esta etapa, las células epiteliales de la glandula
mamaria y los patdgenos causantes de la infeccién estan en contacto directo con
los componentes de la leche, los cuales pueden ser considerados elementos
importantes en el establecimiento o no del patégeno (Burton y Erskine, 2003). Uno
de los componentes principales de la leche son las grasas, destacando entre ellas
los acidos grasos de cadena corta (AGCC).

Los AGCC, también llamados &cidos grasos volatiles (VFA), son acidos
grasos organicos que contienen de 1-6 carbonos. Estos son formados de manera
preferencial en el tracto gastrointestinal de los mamiferos por la fermentacion
microbiana de los carbohidratos (Rombeau et al.,1990). En bovinos, los AGCC son
producidos mediante la fermentacion anaerdbica bacteriana de la fibra dietética en
el rumen y son absorbidos a través de la pared ruminal, proporcionando la principal
fuente de energia para los rumiantes (Erwin et al.,, 1961; Bergman, 1990). Los

AGCC se han estudiado basicamente como fuente de nutrientes; sin embargo,




ahora se sabe que cuentan con propiedades antimicrobianas e inmunomoduladoras

(anti-inflamatorias) (Miller et al., 2005).

En el 2003, dos grupos de investigadores simultaneamente reportaron la
identificacion de dos receptores acoplados a proteinas G (GPR’s) para AGCC en
humanos, a los cuales denominaron GPR41 y GPR43 (Brown et al., 2003; Le Poul
et al., 2003; Tazoe et al., 2008). El receptor GPR41 fue relacionado con el tejido
adiposo, ya que es expresado en adipocitos y tiene participacion en la adipogénesis
(Brown et al., 2003). Por su parte, el receptor GPR43 fue detectado en diversas
células del sistema inmune, lo que sugiere un papel en la activacion y diferenciacién

de las células de la respuesta inmune (Kebede et al., 2009).

Posteriormente se demostré que el genoma de los bovinos contiene genes
similares a los GPR’s reportados en humanos (>75% de identidad). Estos
receptores fueron detectados en una variedad de tejidos de bovino y ademas se
demostrd que estos receptores responden a tratamientos con AGCC (Wang et al.,
2009; Yonezawa et al., 2009). En estudios recientes de nuestro grupo de trabajo se
ha demostrado que diversas concentraciones de AGCC (butirato, propionato y
hexanoato) reducen la internalizacion de S. aureus en cultivos primarios de células
de epitelio mamario bovino (CEMB) (Ochoa-Zarzosa et al., 2009; Alva-Murillo et al.,
2012). Sin embargo, se desconoce si estos GPR’s tienen alguna participacion en la
respuesta inmune de las CEMB durante el proceso de internalizacion de S. aureus

regulada por AGCC.

Con base a lo anterior, el objetivo principal de este trabajo fue analizar la
expresion de los receptores GPR41 y GPR43 en células de epitelio mamario bovino
infectadas con S. aureus, y evaluar si tienen alguna relacién con la expresion de

genes de la respuesta inmune innata, particularmente la antimicrobiana.




4. MARCO TEORICO

4.1 Mastitis bovina

La mastitis bovina se define como la inflamacién de la glandula mamaria. Es
una patologia que afecta a una alta proporcion de ganado lechero en todo el mundo;
su etiologia puede ser infecciosa 0 no infecciosa. La importancia de la mastitis
bovina radica en que es la patologia mas comun y econémicamente mas costosa
del ganado lechero, dado que afecta el total de costos de produccion, estimando
pérdidas en el tratamiento con antibidticos, sacrificio y muerte de los animales;
ademas de que reduce significativamente la produccién lactea y afecta la
composiciébn de ésta, aunado a que afecta negativamente los parametros
reproductivos (Schrick et al.,, 2001, Bradley, 2002, Seegers et al., 2003). La
estimacion de pérdidas anuales a nivel mundial por concepto de mastitis es de 35
billones de délares americanos (Wellenberg et al., 2002). En Estados Unidos, las
pérdidas anuales por mastitis han sido estimadas entre los 1.5 y 2 billones de
dolares, invirtiendo alrededor de 200 ddlares por vaca (Kerr et al., 2001; Wellenberg
et al., 2002). En México, el promedio de gasto por vaca es de mil setecientos a dos

mil pesos anuales (Wolter, 2004).

De acuerdo a su duracién la mastitis bovina se puede clasificar en aguda, de
aparicion repentina y relativamente corta duracién, o cronica cuando la infeccion ha
logrado persistir por un periodo largo de tiempo. En relacion a sus manifestaciones
clinicas, la mastitis puede ser clinica o subclinica. La mastitis clinica se caracteriza
por la inflamacion de uno o varios cuartos de la ubre, se puede presentar
enrojecimiento, hinchazén, dolor, endurecimiento, elevacion de la temperatura y
reduccion en la produccién y calidad de leche. Por su parte, en la mastitis subclinica
la ubre no muestra signos de inflamacion, cominmente es de larga duracion, dificil
de detectar, reduce drasticamente la produccion de leche y afecta la calidad de la
misma; ademas, puede servir como un reservorio para infectar a otros animales
(Heringstad et al., 2000; Schrick et al., 2001; Cervinkova et al. 2013). Sin embargo,




en este tipo de mastitis la infeccion puede ser detectada por el aumento en el conteo
de las células somaticas del cuarto afectado, tales como leucocitos (neutréfilos
predominantemente) y células epiteliales (Bradley, 2002; Oviedo-Boyso et al.,
2007).

En general, la mastitis causada por microorganismos se caracteriza por tres
etapas: invasion del patégeno, infeccion e inflamacion. En la etapa de invasion, los
microrganismos se mueven a través del canal del pezon. En la etapa de infeccion,
la bacteria se establece dentro de la cisterna de la glandula, donde se multiplica y
disemina por todo el tejido de la glandula mamaria, dependiendo de la
susceptibilidad del animal. En la etapa final, el proceso inflamatorio da lugar a un
incremento considerable en la cuenta de células sométicas (Oviedo-Boyso et al.,
2007).

4.2 Etiologia de la mastitis bovina

El tratamiento aplicado contra la mastitis es regularmente dirigido a eliminar
del hato patégenos contagiosos y ambientales (White y McDermott, 2001). De
acuerdo a su epidemiologia, el principal reservorio de patdégenos contagiosos es
una ubre infectada, mientras que un ambiente contaminado es el principal reservorio
de patégenos causantes de mastitis con etiologia ambiental. Tanto Staphylococcus
aureus subsp. aureus, Streptococcus agalactiae y Mycoplasma spp., son
considerados como tipicos patdégenos contagiosos. Por otro lado, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, enterobacterias, son
consideradas como tipicos patégenos ambientales (Gruet et al., 2001; Bradley,
2002; Barkema et al., 2009).

Estos microorganismos invaden la glandula mamaria cuando el orificio del
pezon esta abierto, por ejemplo, durante o después del ordefio, o cuando hay alguin
dafio fisico al pezén, siguiendo de una rapida multiplicacion bacteriana y produccién

de sustancias dafinas que resultan finalmente en una respuesta inflamatoria




(Shuster et al., 1996; Schrick et al., 2001). La invasién de las CEMB por las bacterias
afecta la funcion secretora de las células y esto puede estar relacionado con el
decremento de la produccion lactea asociada con la mastitis (Matthews et al., 1994).
Los mecanismos que utilizan las bacterias para persistir dentro de la glandula
mamaria incluyen aquellos que le permiten evadir al sistema inmune y su
eliminacion por el ordefio natural (Leigh, 1999), tales como la habilidad para resistir
la fagocitosis, la adherencia a la matriz extracelular y a las CEMB (Almeida et al.,
1999; Lammers et al., 2001).

4.3 Staphylococcus aureus

S. aureus es el agente etiolégico de numerosas infecciones agudas y
cronicas en humanos y animales; se le ha implicado en una amplia variedad de
enfermedades como endocarditis, osteomielitis y choque séptico (Qazi et al., 2001).
Es el agente patégeno mas frecuentemente aislado y responsable de casos de
mastitis clinica y subclinica en vacas lecheras (Borm, 2006; Bouchard et al., 2013).
Es una bacteria en forma de coco, Gram + y coagulasa positivo (Wolter et al., 2004).
Este microorganismo vive dentro o fuera de la ubre, y su caracter contagioso
favorece su propagacion en el ganado (Rodriguez, 2002). Esta bacteria infecta la
glandula mamaria de los bovinos, invadiendo los alveolos y posteriormente el tejido
conectivo de la ubre bovina en el periodo de lactancia (Hensen et al., 1999),
generando de manera preferencial la mastitis subclinica crénica, la cual se detecta
principalmente por un recuento elevado de células somaticas, siendo este su gran

impacto negativo en la produccion y calidad de la leche (Saran y Chaffer, 2000).

S. aureus generalmente no es considerado un patdégeno intracelular de la
magnitud de la que se asocian a los patogenos intracelulares facultativos clasicos
(e.j. Listeria, Mycobacterium, Salmonella, Shigella); sin embargo, esta bien
documentado que S. aureus es capaz de internalizarse y sobrevivir en una amplia
variedad de células de mamiferos, entre ellas, las CEMB. Este mecanismo es

empleado para replicarse dentro de la célula hospedera y evadir la respuesta




inmune propia del organismo, ademas de que lo protege de la terapia antimicrobiana
(Bayles et al., 1998; Qazi et al., 2001).

4.4 Mecanismo de invasion de Staphylococcus aureus en las células de

epitelio mamario bovino (CEMB)

Las CEMB juegan un papel relevante durante las infecciones intramamarias
debido a que estan en contacto intimo con los patdogenos responsables de la mastitis
y son un blanco para bacterias intracelulares que provocan infecciones crénicas y
subclinicas, como lo hace S. aureus (Kerro-Dego et al., 2002; Alva-Murillo et al.,
2014).

La infeccidn por S. aureus es un proceso complejo, ya que cuenta con gran
variedad de factores de virulencia (enterotoxinas, hemolisinas, coagulasas,
produccién de biopeliculas) e involucra diferentes combinaciones de componentes
de superficie y extracelulares, los cuales son expresados durante la infeccion y le
permiten colonizar, invadir y multiplicarse dentro del hospedero, ademas de evadir
mecanismos de defensa del organismo y el efecto de los antibiéticos (Alvarez, 2010;
Bouchard et al., 2013; Boonyayatra et al., 2014).

Este patégeno puede persistir por largos periodos de tiempo en las vacas ya
que puede internalizarse en diferentes tipos celulares (ej. epitelios y endotelios). El
principal mecanismo de internalizacion es el conocido como “zipper”, el cual es
dependiente de la presencia de proteinas de union a fibronectina (FNBP) en la
superficie de la bacteria (de las adhesinas mas importantes) y su interaccion con la
fibronectina (Fn, componente de la matriz extracelular), este complejo FnBP-Fn es
reconocido por la integrina a5B1 (receptor localizado en célula hospedera),
presuntamente seguida de eventos de transduccién de sefiales que conducen a un
reordenamiento del citoesqueleto de actina de la célula hospedera (Fig 1.) (Wesson
et al, 2000; Kerro-Dego et al., 2002). Después de la internalizacion, se ha observado

gue la expresién del gen regulador accesorio agr de la bacteria activa la produccion




de hemolisinas, entre otras toxinas, para que se produzca la ruptura del endosoma
y con ello S. aureus pueda ser liberado hacia el citoplasma y multiplicarse (Qazi et
al., 2001; Shompole et al., 2003).

A)
>
»
f s
Nediiervecesar
Cortactina
Reameglodel citoesqualeto
de actina (compiejo Arp2/3)
B)

Figura 1. Mecanismo propuesto para lainvasién de S. aureus en las CEMB. A) La bacteria se
une a la fibronectina (Fn) por medio de las proteinas de union a fibronectina (FnBP), una vez formado
el complejo Fn-FnBP se une a un receptor de la célula hospedera denominado receptor integrina
a5B1. B) La unidn del ligando al receptor estimula la polimerizacion de actina y la endocitosis,
mediante la formacién de una vacuola que es transportada al interior de la célula (Tomado de Tena-
Hernandez, 2012).




4.5 Acidos grasos (AG)

Los AG son biomoléculas de naturaleza lipidica los cuales desempefian
actividades fisiologicas muy importantes ya que forman parte de los componentes
de las membranas biolégicas, ademés de que algunos derivados de AG funcionan
como hormonas y mensajeros intracelulares (Nelson y Cox, 2005).

Los AG estan estructurados por una cadena hidrocarbonada y un grupo
carboxilo terminal (-COOH) (Rustan y Devron, 2005). Son moléculas anfipaticas,
debido a que su cadena hidrocarbonada es hidr6foba y el grupo carboxilo hidrofilo
(Nelson y Cox, 2005). De acuerdo a la longitud de su cadena pueden dividirse en
acidos grasos de cadena corta (1-4 carbonos), cadena media (6-10 carbonos) y

cadena larga a partir de 16 carbonos (Cuvelier et al., 2004).

Los acidos grasos de cadena corta (AGCC), principalmente el acetato,
propionato y butirato, estan presentes en el torrente sanguineo en humanos como
resultado de la fermentacién bacteriana anaerdbica de los carbohidratos no
digeridos del colon (Ohira et al., 2013). Juegan un rol importante en la regulacion de
la fisiologia del hospedero y se han visto implicados en procesos patofisiolégicos,
asi como en una variedad de trastornos inmunes (Pluznick, 2014). De igual manera
en los mamiferos, especificamente en los bovinos, los AGCC son producidos por la
fermentacién anaerdébica bacteriana de la fibra dietética en el rumen y absorbidos a
través de la pared ruminal, proporcionando la principal fuente de energia para los

rumiantes (Erwin et al., 1961; Bergman, 1990).

Los AGCC también conocidos como AGV'’s (acidos grasos volatiles) son el:
acido férmico, acético, propionico, butirico, isobutirico y 2-metilbutirico. Los acidos
acético, propidénico y butirico son los que se producen en mayor cantidad durante la

fermentacién en el rumen (Zavaleta, 2003).
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Durante la etapa de lactancia la glandula mamaria bovina es capaz de
sintetizar AG, los cuales pasaran a ser constituyentes de la leche. Estos pueden ser
tomados del torrente sanguineo o ser sintetizados de novo en las CEMB. Los AG
de la leche pueden ser obtenidos por medio de dos vias: la actividad antimicrobial

en el rumen o a través de la ingesta de alimentos (Parodi, 2004).

La leche bovina contiene aproximadamente 87% de agua, 4.6% de lactosa,
3.4% de proteina, 4.2% de grasa, 0.8% de minerales y 0.1% de vitaminas. La
composicion varia dependiendo de la raza, estrategias de alimentacion, manejo,
namero de lactancia, estacion, entre otras (Mansson, 2008). La grasa de la leche
bovina esta conformada aproximadamente por 98% de triacilglicéridos, menos de
2% de fosfoglicéridos, esfingolipidos y colesterol, ademas de pequefias cantidades
de AG libres (Jensen et al., 2002).

4.6 Propiedades de los AG

Los AG no son solo nutrientes esenciales, sino que también contribuyen a
muchas funciones celulares. Participan en diversas actividades como: nutrientes
para el epitelio del colon, moduladores del pH coldnico y otras funciones asociadas
con el transporte de iones; ademas de regular la proliferacion, diferenciacion y
expresion de genes (Miller et al., 2005). Para llevar a cabo algunas de estas
funciones requieren de la participacion de receptores, particularmente aquellos
conocidos como Receptores acoplados a proteinas G (GPR’s), los cuales se

describen a continuacion.
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4.7 Receptores acoplados a proteinas G (GPR’s)

En los organismos, incluyendo a los rumiantes, existen los sistemas de
comunicacién celular en donde son liberados mediadores quimicos que regulan las
actividades de otras células. Estos a su vez, reconocen a receptores nucleares o
receptores de la membrana plasmatica de las células blanco (Gether, 2000). Una
vez que el mediador interactia con el receptor, éste transduce la sefial a través de
gran namero de efectores, hasta que se emite una respuesta celular (Gether, 2000;

Marinissen et al., 2001).

Existen receptores nucleares que actian como sensores de los AG, tales
como los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARS); ellos
mantienen la homeostasis bajo condiciones fisiologicas y patofisioldgicas por medio
de coordinar la expresion de proteinas que involucran la ingesta, sintesis,
transporte, almacenamiento, degradacion y eliminacion de lipidos (Chawla et al.,
2001). Sin embargo, algunos de los efectos biolégicos de los AG pueden ser
mediados por mecanismos alternativos (independientes de PPARS) e involucran a
receptores de membrana; estos son los receptores acoplados a proteinas G o
GPR’s (Ichimura et al., 2009).

Los GPR’s constituyen una de las familias mas grandes de proteinas en el
genoma humano; estos receptores cuentan con motivos estructurales que les
permiten interactuar con una gran diversidad de ligandos extracelulares, proteinas
intracelulares, proteinas G, arrestinas y otros receptores (Eglen et al., 2007). Los
GPR’s estan formados por una sola cadena polipeptidica que consta de
aproximadamente 300 aminoacidos (Eglen et al., 2007). Esta proteina esta
constituida por 7 dominios transmembranales, con el extremo amino terminal en el
exterior y el carboxilo en el interior de la célula (Le Poul et al., 2003; Stoddart et al.,
2008). Presentan una estructura con siete secuencias de 25-35 residuos
aminoacidicos, con alto grado de hidrofobicidad, dispuestos en una estructura de

hélices a que atraviesan la membrana celular. Estas hélices estan conectadas por
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tres bucles intracelulares y tres bucles extracelulares. Los receptores acoplados a
proteinas G estan parcialmente inmersos en la bicapa lipidica, en un ambiente no
polar (Fig. 2) (Scarselli et al., 2000).

Una de las caracteristicas distintivas de los GPR’s es la capacidad de
interactuar con una proteina G heterotrimérica, formada por las subunidades a, B y
Y. En la subunidad Ga reside la actividad de GTPasa. La proteina G, se une al
receptor entre los dominios 5 y 6 (Herroeder et al., 2009). Cuando el receptor es
activado por un ligando se inducen cambios conformacionales que se transmiten
desde el receptor a la proteina G, provocando que la subunidad a libere GDP y una
GTP, lo cual provee la energia necesaria para la disociacion de la subunidad a, de
las subunidades By (Eglen et al., 2007).

!
11
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Proteina G

Figura 2. Estructura de un receptor acoplado a proteina G. El receptor esta formado por
7 dominios transmembranales (TM), con un extremo amino terminal localizado en el exterior de la
célula y uno carboxilo terminal en el interior. Los dominios se encuentran conectados a través de 3
bucles extracelulares (E) y 3 bucles intracelulares (I) (Tomado de Tena-Hernandez, 2012).
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En el 2003, dos grupos de investigadores simultdneamente reportaron la
identificacion de dos GPR’s que son activados por AGCC (formiato, acetato,
propionato, butirato y pentanoato) en humanos, a los cuales denominaron GPR41y
GPR43 (Brown et al.,, 2003; Le Poul et al., 2003; Tazoe et al., 2008). Estos
receptores difieren en su especificidad por el ligando con diferente longitud de
cadena de carbonos (Ichimura et al., 2009). Gran numero de reportes han visto
implicados ambos receptores en la modulacion de diversos eventos fisiologicos; el
receptor GPR41 ha sido relacionado con el tejido adiposo y en trastornos
intestinales, ya que es expresado en adipocitos y tiene participacion en la
adipogénesis, asi como en células enteroenddécrinas (Brown et al., 2003; Reimann
y Gribble, 2013). Por su parte, el receptor GPR43 ha sido detectado en diversas
células del sistema inmunitario, mostrando abundancia en leucocitos, lo que sugiere
un papel en la activacion, diferenciacion y quimioatraccion de las células de la

respuesta inmune (Kebede et al., 2009; Reimann y Gribble, 2013).

El acoplamiento de estos receptores a la proteina G es diferente. El receptor
GPR41 esta acoplado a una proteina Gai, la cual es sensible a la toxina PTX de
Bordetella pertussis. Respecto al receptor GPR43, éste puede estar acoplado a las
proteinas Gai/o y Gaq (insensible a la toxina PTX de B. pertussis) (Brown et al.,
2003; Le Poul et al., 2003; Nilsson et al., 2003; Stoddart et al., 2008). Ambos
receptores activan la liberacion de Ca2+, estimulando la via ERK (cinasa regulada

extracelularmente) e inhibiendo la acumulacion de AMPc (Le Poul et al., 2003).

4.8 Toxina PTX

Bordetella pertussis es una bacteria Gram negativa que afecta el tracto
respiratorio del humano; es el agente etiologico de la tosferina (Carbonetti, 2010).
El género se compone de 7 especies, entre ellas, B. parapertussis (provoca la
tosferina leve similar en los humanos, B. bronchiseptica (causa infecciones
respiratorias en mamiferos, como cerdos y perros) y B. avium (responsable de la

rinitis en aves) (Antoine et al., 2000).
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B. pertussis posee numerosos factores de virulencia, los cuales pueden ser
agrupados en dos grupos funcionales: adhesinas y toxinas, dentro de estas ultimas
se encuentra la toxina pertussis (PTX) (Antoine et al., 2000). La toxina PTX es una
exotoxina proteica (Verma y Burns, 2007). Es un complejo de subunidades con una
configuracion AB5 (una subunidad activa y 5 subunidades de unién). El oligdémero
B es un anillo pentamérico compuesto por las subunidades S2, S3, dos S4 y una
S5, las cuales se unen a varias (la mayoria no identificadas) moléculas
glicoconjugadas en las superficie de las células blanco (Wong y Rosoff, 1996). La
subunidad S2 y S3 contienen cada una diferentes dominios de unién a carbohidratos
(Saukkonen et al., 1992), lo cual probablemente explica la capacidad de PTX para

unirse e intoxicar la células (por lo menos en cultivo) (Carbonetti, 2010).

La actividad enzimética de PTX reside en la subunidad A, también conocida
como S1 (Katada et al., 1983). Una vez en el citosol de la célula, S1 hidroliza NAD
celular y la toxina bloquea la activaciéon del receptor por medio de una ADP
ribosilacion en un residuo de cisteina localizado cuatro aminoacidos antes del C-
terminal de la subunidad a de la proteina G heterotrimérica (Milligan, 1998). Esta
modificacién resulta en la inhibicion de las vias de sefializacibn de proteinas

acopladas a proteina Gi (Katada et al., 1983).

La ADP-ribosilacion de la subunidad a de la proteina G heterotrimérica
bloquea a la subunidad a en su estado inactivo (forma de uniéon a GDP) por lo que
es incapaz de inhibir la adenilato ciclasa (AC). Esta modificacion de las proteinas
Gai/o resulta en una mayor acumulacion de AMPc (Magmool y Kurose, 2011),
aumentando la expresion de péptidos antimicrobianos (Sunkara et al., 2013). Este
es uno de los mecanismos por los cuales la toxina PTX induce variados efectos

patolégicos en las células hospederas (Magmool y Kurose, 2011).

La toxina PTX se usa cominmente como reactivo en estudios de sefializacion

de células de mamiferos debido a su efecto inhibidor de GPR’s. Ademas, PTX
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puede promover la infeccion de B. pertussis por una variedad de mecanismos: uno
de ellos es el efecto inhibitorio de la inmunidad innata, reduciendo la respuesta
inmune adaptativa generada por la infeccién (Carbonetti, 2010).

4.9 Respuesta Inmune Innata

Como se comentd con anterioridad, la mastitis bovina se define como la
inflamacion de la glandula mamaria de la vaca; en esta inflamacion, el sistema
inmune de la glandula mamaria se activa para eliminar el patdgeno. Este
mecanismo de defensa incluye factores anatomicos, celulares y solubles que acttan
en coordinacién y son cruciales para la modulacion de la resistencia y

susceptibilidad de la glandula mamaria a la infeccion (Oviedo et al., 2007).

Algunas bacterias son capaces de modular la produccion de citoquinas en las
células del sistema inmune de la glandula mamaria, lo que modifica la respuesta
inmune innata acogida. La interaccion entre bacterias patégenas, epitelio, glandula
mamaria y células del sistema inmune, es complejo. Por esta razoén, el estudio y
caracterizacion completa de la respuesta inmune innata y adquirida a diferentes
agentes etioldgicos son necesarios para entender en detalle la fisiopatologia de la
mastitis, y también para disefiar enfoques eficientes para el diagnéstico, tratamiento

y control de esta enfermedad (Oviedo et al., 2007).

En general, el sistema inmune se caracteriza por su capacidad de reconocer
y discriminar entre los agentes invasores del exterior y las moléculas producidas por
el organismo (Janeway et al., 2002). La glandula mamaria realiza variedad de
funciones inmunologicas que confiere proteccion; incluso en el pre-parto en el
calostro existen diversos anticuerpos que son secretados para proteger al recién

nacido contra agentes infecciosos (Sordillo et al., 1997).

El tejido de la glandula mamaria se protege por medio de dos mecanismos

de defensa inmune: la inmunidad innata y la inmunidad adquirida. Los sistemas
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inmunes innatos y adquiridos interactian estrechamente en un intento de
proporcionar proteccion contra los microorganismos causantes de la mastitis
(Sordillo etal., 1997; Rivas et al., 2002; Burvenich et al., 2003). Las CEMB participan
en la respuesta inmune innata de la glandula mamaria produciendo mediadores pro-
y anti-inflamatorios, tales como los péptidos antimicrobianos (PAM’s), 6xido nitrico,
etc. (Rainard et al., 2006; Schukken et al., 2011).

Los PAM’s son producidos por una amplia variedad de organismos como
parte de su primer linea de defensa (eucariotes) o como una estrategia de
competencia por nutrientes y espacio (procariotes); tienen una actividad no
especifica, caracteristica que los califica como candidatos potentes para
aplicaciones biomédicas. Los PAM’s estan entre las alternativas mas prometedoras
para evitar la proliferacion de patdgenos resistentes a antibiéticos y el tratamiento
de enfermedades bacterianas tanto en humanos como en animales. (L6pez-Meza
et al., 2011; Lopez-Meza et al., 2015).

Los PAM’s son usualmente péptidos pequefios (12-100 residuos de
aminoacidos), tienen carga positiva (+2 a +9), aunque existen también algunos con
carga neutra y negativa. Son anfipaticos y han sido aislados de bacterias, plantas y
animales, incluyendo humanos; lo que da un panorama de la diversidad estructural
tan grande de estas moléculas y sus diferentes mecanismos de acciéon. El amplio
espectro de las actividades biologicas reportadas para estas moléculas sugiere un
potencial benéfico en el tratamiento del cancer, infecciones parasitarias, virales y

fungicas, asi como en la modulacion del sistema inmune (L6pez-Meza et al., 2011).

Estos péptidos de defensa del organismo son un componente primitivo y
conservado de la respuesta inmune innata, son moléculas que proveen proteccion
contra patdgenos ambientales, actuando en contra de amplio namero de
microorganismos. La produccion de PAM’s es el mayor componente de la respuesta

inmune innata contra alguna infeccion. Su produccién puede ser constitutiva o
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inducida, considerando algunas caracteristicas como el organismo, el tipo celular y

el péptido (Pinheiro da Silva y César-Machado, 2012).

Las principales fuentes celulares de PAMs son los granulocitos, macréfagos,
plaguetas y las células epiteliales (Rainard y Riollet, 2006). En bovinos han sido
descritos y evaluado la expresion de algunos de estos péptidos, tales como LAP
(péptido antimicrobiano lingual), TAP (péptido antimicrobiano traqueal) (Diamond et
al., 1991); ademés de otras moléculas antimicrobianas como la psoriasina bovina
S100A7 (proteina de la familia de las proteinas de unién a Ca, con actividad

antibacteriana), entre otros (Téllez-Pérez et al., 2012).

Varios genes de B-defensinas se expresan en la ubre bovina, tanto en el
tejido mamario sano (LAP, TAP y BNBD3), probablemente de expresion constitutiva,
o en el tejido infectado (Roosen et al., 2004). Ademas, se ha reportado una
abundante expresion del ARNm de LAP en los revestimientos de los conductos del
pezon y cisterna de cuartos con mastitis, lo que sugiere que la expresion de LAP se

induce en el sitio de la infeccion (Swanson et al., 2004).

Los genes de las defensinas TAP y LAP tienen una expresién constitutiva e
inducible en el tejido epitelial mamario bovino (Yang et al., 2011). Sin embargo, el
estudio de su expresion y regulacion continlia en constante investigacion tanto in
vivo como in vitro, analizando el incremento o la disminucién de dichos genes que
codifican para estas defensinas tanto en una ubre sana como en casos de mastitis,
para confirmar el papel crucial que reflejan en la defensa de la glandula mamaria

contra agentes infecciosos (Kosciuczuk et al., 2014).

Por otro lado, la psoriasina (S100A7) también se ha visto asociada con la
respuesta de la glandula mamaria a infecciones. La psoriasina fue detectada en la
cisterna de la glandula en vacas infectadas con E. coli; ademas, se detectd un
aumento de su expresion en vacas infectadas con S. aureus (Regenhard et al.,
2010; Huang et al., 2014).
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Estas observaciones muestran que TAP, LAP y S100A7 se expresan en la
glandula mamaria y sugieren un papel de estos en la respuesta inmune innata de la

glandula mamaria en condicion de mastitis.
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5. ANTECEDENTES

La mastitis bovina se define como la inflamacién de la glandula mamaria. Es
una patologia que afecta a una alta proporcién de ganado lechero en todo el mundo;
su etiologia puede ser infecciosa o0 no infecciosa. Ademas, S. aureus es el principal
agente patogeno responsable de casos de mastitis clinica y subclinica en vacas
lecheras (Borm, 2006; Bouchard et al., 2013).

En bovinos, los AGCC (acetato, butirato y propionato) son producidos por
fermentacidn anaerdbica bacteriana de la fibra dietética en el rumen y absorbidos a
través de la pared ruminal, proporcionando la principal fuente de energia para los
rumiantes (Erwin et al., 1961; Bergman, 1990). Los AG se han estudiado
basicamente como fuente de nutrientes; sin embargo, ahora se sabe que cuentan
con propiedades inmunomoduladoras, antimicrobianas y anti-inflamatorias,
participando también en diversas funciones celulares, tales como la regulacion de

la proliferacién, diferenciacion y expresion de genes (Miller et al., 2005).

En estudios recientes de nuestro grupo de trabajo se demostré que diversas
concentraciones de AGCC (butirato, propionato y hexanoato) reducen la
internalizacion de S. aureus en las CEMB (Ochoa-Zarzosa et al., 2009; Alva-Murillo
et al., 2012). En el caso del butirato y del hexanoato se ha logrado determinar las
rutas de comunicacion celular involucradas en la regulacion de la internalizacion de
esta bacteria en las CEMB, siendo la ruta TLR2/p38 la descrita hasta el momento
como relevante (Alva-Murillo et al., 2015). No obstante, la posible participacion de
otras rutas no se ha evaluado, particularmente la de los receptores acoplados a
proteinas G (GPR’s).

En este sentido, un estudio previo del grupo de trabajo demostré que los

receptores GPR41 y GPR43 tienen una participacion en la internalizaciéon de S.

aureus en las CEMB, ya que al ser bloqueados con la toxina PTX de B. pertussis,
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la endocitosis de S. aureus disminuy6 (Tena-Hernandez, 2012). Sin embargo, se

desconoce qué mecanismos estan involucrados en ello.

Recientemente se reportd el sinergismo que tiene el AMPc (adenosin
monofosfato ciclico) con el AGCC butirato. Su accion sinérgica se relacion6 con su
capacidad para inducir la expresién de PAM’s en humanos (Sunkara et al., 2014).
Es conocido que el blogueo de la actividad de los GPR’s favorece un incremento en
la concentracién intracelular de AMPc. Por lo anterior, en este trabajo se evaluo si
el bloqueo de los receptores de AGCC GPR41 y GPR43 con la toxina PTX favorece
la expresién de PAM’s en CEMB.
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6. HIPOTESIS

La actividad de los receptores GPR41 y GPRA43 regula positivamente la
expresion de los péptidos antimicrobianos TAP, LAP y la psoriasina S100A7 en
células de epitelio mamario bovino infectadas con Staphylococcus aureus.

7. OBJETIVO GENERAL

Evaluar si la actividad de los receptores GPR41 y GPR43 en células de
epitelio mamario bovino infectadas con S. aureus regula la expresién de los péptidos

antimicrobianos TAP, LAP y la psoriasina S100A7.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Material bioldgico y reactivos

El modelo de estudio que se utilizé en este trabajo fueron cultivos de células
de epitelio mamario bovino (CEMB).

Se utilizé la cepa de la bacteria Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC
27543 (American Type Culture Collection) que tiene la capacidad de invadir a las
CEMB (Gutiérrez-Barroso et al., 2008; Ochoa-Zarzosa et al., 2009).

El bloqueo de la actividad de los receptores GPR’s en las CEMB se realizé
con la toxina PTX de B. pertussis (100 y 200 ng/ml, 16 h; Sigma) (vehiculo: agua)
(Tena-Hernandez, 2012).

8.2 Cultivo de Staphylococcus aureus

Para la obtencion del in6culo de la bacteria, ésta se crecié en caldo Luria
Bertani (5 g de NaCl, 10 g de peptona y 5 g de extracto de levadura), incubandose
a 37°C durante 16-18 h. Posteriormente se ajustd la densidad optica (DOeoo) de

acuerdo a las necesidades del experimento (DO 0.2 = 9.2 x 107 UFC/m).

8.3 Cultivo de las células de epitelio mamario bovino (CEMB)

El cultivo de las CEMB se obtuvo a partir de muestras de tejido alveolar de la
ubre de vacas lactantes, mediante un método descrito previamente (Anaya et al.,
2006). Las CEMB fueron cultivadas (pasaje 4 al 6) en cajas de Petri (Costar-
Corning) con medio DMEM/F-12 Ham, Sigma (F12K completo), suplementado con
5% de suero fetal bovino (Equitech-Bio), 5% de suero de ternera, 1.5gr. de NaHCOs,
1% de penicilina-estreptomicina, 500ul de anfotericina (Invitrogen), 500ul de insulina
(Sigma) y 500pl de hidrocortisona (Sigma). También se utilizé el medio F12Ki (F12K
incompleto), el cual contiene todos los insumos mencionado anteriormente, pero sin
antibioticos y sin suero. Las células se incubaron en una atmésfera de 5% de CO:2
a 37°C.
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8.4 Bloqueo de los receptores GPR’s y extraccion del ARN total

Las CEMB fueron cultivadas en cajas de 6 pozos (Costar-Corning) y se
sometieron a diferentes condiciones (Tabla 1). Para ello se adicioné colagena tipo |
de cola de rata a los pozos de las cajas donde se cultivaron las CEMB, sembrando
~50x10* células/pozo en medio F12K completo. A las 24 h (comprobando que todos
los pozos se encontraban confluentes) se lavaron las células con PBS y se aplico
F12K incompleto por al menos 12 h previas a los tratamientos.

Se utilizaron dos pozos con CEMB (sin infeccion y sin toxina PTX) como
controles. En otros dos pozos se infectaron las CEMB con S. aureus por 2 h a 37°C,
empleando una multiplicidad de infeccién (MDI) de 30 bacterias/célula. Para el
bloqueo de los receptores GPR’s se utilizd una concentracion de 100 ng/ml y 200
ng/ml de toxina PTX, por 16 h. Esta ultima condicién se realiz6 solamente con la

toxina y con la toxina mas la infeccion de S. aureus.

Tabla 1. Condiciones de bloqueo de los receptores GPR’s en las CEMB

1. CEMB control

2. CEMB + S. aureus

3. CEMB + PTX 100 ng/ml

4. CEMB + PTX 200 ng/ml

5. CEMB + PTX 100 ng/ml + S. aureus
6. CEMB + PTX 200 ng/ml + S. aureus
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8.5 Extraccion del ARN total y sintesis del ADNc

Para la extraccion del ARN total se utilizé Trizol (Invitrogen) de acuerdo con
las instrucciones del proveedor. La muestra obtenida fue tratada con DNAsa |
(Invitrogen) para eliminar cualquier contaminacion con DNA. La sintesis del ADNc
se realiz6é por medio de la reaccion de transcriptasa reversa (RT) a partir del ARN

total. La reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 20 ul (Tabla 2).

Tabla 2. Reactivos utilizados en la sintesis del ADNc

ARN total 1 g
Oligonucledtidos dT (15-18 bases)(ug/ml)
15: 900.23;
: 1yl
16: 901.08 65°C / Smin
17:1021.92
18: 1082.76
dNTP’s Mix (10 mM) 1l
5X First-Strand buffer 4 ul
0.1 MDTT 2 pl 37°C / 2min
RNasa Out 0.5 ul
37°C / 50min
M-MLV RT (100 U) 1l _
70°C / 15min

8.6 Andlisis de la expresion de los genes de los receptores GPR’s y PAM’s

El ADNc se utilizé para establecer los niveles de expresion de los genes de
los receptores GPR41 y GPR43, ademas de los PAM’s TAP, LAP y la psoriasina
S100A7. Se utilizaron oligonucleétidos especificos que codifican para dichos genes
(Tabla 3). Como control interno se utilizé GAPDH (gliceraldheido-3-fosfato

deshidrogenasa).
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Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo

Directo 5'- CCAACCCAGACCACTCCTTC -3
ElFREL Reverso 5'- TTAGCAAGAGCACGTCCACA -3 >77 159
Directo 5'- CATGGTGGTCACCACCTTCT -3' Yonezawa et al.,
57 2009
GPR43 Reverso 5'- GACTGGCATTGAGGCTACCA -3° 230
Directo 5'- TCAACGGGAAGCTCACTGG -3
GAPDH Reverso 5 - CCCCAGCATCGAAGGTAGA -3’ 56.9 237
Directo 5. GCGCTCCTCTTCCTGGTCCTG -3
TAP Reverso 5'- GCACGTTCTGACTGGGCATTGA -3 = 216
Directo 5'- GCCAGCATGAGGCTCCATC -3 |
LA Reverso 5'- CTCCTGCAGCATTTTACTTGGGCT -3’ 54 e MZTQ?E%{";M
Directo 5'- GCAGCTCTCAGCTTGAGCAG -3
S100A7 Reverso 5'- CCAGCAAGGACAGGAACTCAG -3’ > 22l

TAP: Péptido Antimicrobiano Traqueal; LAP: Péptido Antimicrobiano Lingual; S100A7: Psoriasina
bovina; GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

La reaccion de la PCR punto final se llevé a cabo en un volumen final de 20
pl (Tabla 4). Las condiciones del ciclo de PCR fueron las siguientes: 5 min a 95°C,
seguido de 35 ciclos de amplificacion a 94°C por 30 s, Tm (temperatura media

respectiva de cada oligo) por 30 s, 72°C por 30 s y finalmente 72°C por 5 min.
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Tabla 4. Reactivos utilizados para la PCR punto final

Reactivo Contenido
10 buffer 10X PCR 2 ul
MgCl2 50 mM 0.6 ul
Oligo directo (10 mM) 1 pl
Oligo reversa (10 mM) 1l
Tag polimerasa 1 pl
dNTP’s (10 pmol) 2 ul

Posteriormente, se corrié un gel de agarosa a 1% (0.3 g de agarosa, 30 ml
de buffer TBE 1X, 0.75 ul de SYBR green) en donde se colocé un peine para 12
orificios. De cada producto de amplificacion de las muestras de PCR punto final, se
tomaron 5 pl y se cargaron en el gel. El voltaje al que se corrié cada gel fue a 80
volts por un tiempo de 30 min. Finalizada la corrida, se coloc6 el gel en un
fotodocumentador (Kodak Gel Logic 100 System) y bajo efecto de la iluminacion de
la luz UV se distinguieron las bandas respectivas, segun la condicién y el gen en

cuestidon. Luego se tomd un registro fotografico.

Posteriormente se realiz6 un andlisis semicuantitativo de la expresion de los
genes por densitometria. Para ello se utilizo el software ImageJ, tomando en cuenta
la intensidad de expresion de cada gen en sus respectivas condiciones y la del gen
enddgeno. Los valores estimados para el analisis densitométrico se normalizaron

en relacién a la expresion del gen endégeno GAPDH.

8.7 Andlisis estadistico

Los datos se obtuvieron de tres mediciones diferentes de cada gen y de cada
condicion. Se compararon mediante la prueba t de Student. Los resultados son
reportados con la media + el error estandar. Los valores de P < 0.05 se consideraron

estadisticamente significativos.
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9. RESULTADOS

El objetivo del presente trabajo fue evaluar silos receptores GPR41y GPR43
regulan la expresion de TAP, LAP y S100A7 en CEMB infectadas con S. aureus.
Con este fin se bloqued el funcionamiento de los receptores con la toxina PTX y se

analizd la expresion de los genes de interés.

Para ello se cultivaron las CEMB bajo diferentes condiciones (tabla 1) y se
realizé la extraccion de ARN total, para posteriormente sintetizar el ADNc, el cual
se utilizé para establecer los niveles de expresion mediante la técnica de PCR en
punto final. Los productos de la reaccion se separaron por electroforesis en geles
de agarosa a 1% y se analizaron por densitometria con el software ImageJ. Como
control se utilizo el gen endogeno GAPDH (gliceraldheido-3-fosfato

deshidrogenasa). Los resultados se muestran a continuacion.

Primero se evaluo el efecto de la infeccion, la toxina PTX y la combinacion
de ambos sobre la expresion de los receptores GPR’s. El andlisis de la expresiéon
del receptor GPR41 se muestra en la Figura 3. Las CEMB mostraron una expresion
basal de este receptor (Fig. 3A, carril 1). Sin embargo, se observé un incremento de
la expresion de este receptor en las condiciones de infeccion con S. aureus (~0.2
veces) y en las CEMB tratadas con 100 ng/ml de la toxina PTX (~0.6 veces) (Fig.
3A, carriles 2 y 4). Lo anterior se comprobd con el andlisis densitométrico (Fig. 3B).
El resto de las condiciones tuvieron una disminucion en la expresién de este

receptor.

Respecto a la expresion del receptor GPR43, los resultados se presentan en
la Figura 4. De manera similar a lo observado en el receptor GPR41, las CEMB
poseen una expresion basal de este receptor, la cual también fue inducida por la
bacteria. Interesantemente, el resto de las condiciones tuvieron una disminucion

significativa en la expresién de este receptor.
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Figura 3. Expresion del gen del receptor GPR41 en las CEMB. (A) Se realiz6 PCR en punto
final con las distintas condiciones establecidas y mediante electroforesis se observé el producto
de amplificacién. M: Marcador 1kb DNA plus ladder; 1: CEMB; 2: CEMB + S. aureus; 3y 4: CEMB
+ PTX 100 ng/ml; 5y 6: CEMB + PTX 200 ng/ml; 7y 8: CEMB + PTX 100 ng/ml + S. aureus; 9 y
10: CEMB + PTX 200 ng/ml + S. aureus; (-): control negativo (agua). (B) Analisis densitométrico
de la expresion de GPR41 en relacion a la expresion de GAPDH. Los resultados obtenidos
corresponden al promedio del estudio por densitometria de tres mediciones de dos experimentos
independientes. Los resultados son reportados con la media + el error estandar. El simbolo “A”
indica cambio significativos (P < 0.05) en relacion a la condicion control (CEMB).
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Figura 4. Expresion del gen del receptor GPR43 en las CEMB. (A) Se realizé PCR en
punto final con las distintas condiciones establecidas y mediante electroforesis se observo el
producto de amplificacion. M: Marcador 1kb DNA plus ladder; 1: CEMB; 2: CEMB + S. aureus; 3y
4: CEMB + PTX 100 ng/ml; 5y 6: CEMB + PTX 200 ng/ml; 7 y 8: CEMB + PTX 100 ng/ml + S.
aureus; 9 y 10: CEMB + PTX 200 ng/ml + S. aureus; (-): control negativo (agua). (B) Analisis
densitométrico de la expresion de GPRA41 en relacion a la expresion de GAPDH. Los resultados
obtenidos corresponden al promedio del estudio por densitometria de tres mediciones de dos
experimentos independientes. Los resultados son reportados con la media + el error estandar. El
simbolo “A” indica cambio significativos (P < 0.05) en relacién a la condicién control (CEMB).

Los resultados de la expresion del gen del péptido antimicrobiano TAP se
muestra en la Figura 5. Las CEMB poseen una expresion basal de este PAM, la
cual aumentd con la infeccion (~0.6 veces). Es importante destacar que estos
niveles de expresion se mantuvieron en las CEMB previamente tratadas con la
toxina PTX (~0.5 veces). En el resto de las condiciones se observd una disminucion

de la expresion de este péptido.




Por otro lado, la expresion del gen de LAP en las CEMB se vio
significativamente aumentada (~0.7 veces) solamente en aquellas células
infectadas con S. aureus, como puede observarse Figura 6. A diferencia de lo
observado con TAP, el tratamiento previo con la toxina PTX inhibié el efecto

estimulador de la bacteria.
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Figura 5. Expresion del gen del péptido antimicrobiano traqueal (TAP) en las CEMB. (A) Se
realizé PCR en punto final con las distintas condiciones establecidas y mediante electroforesis se
observo el producto de amplificacion. M: Marcador 1kb DNA plus ladder; 1: CEMB; 2: CEMB + S.
aureus; 3y 4: CEMB + PTX 100 ng/ml; 5y 6: CEMB + PTX 200 ng/ml; 7 y 8: CEMB + PTX 100
ng/ml + S. aureus; 9 y 10: CEMB + PTX 200 ng/ml + S. aureus; (-): control negativo (agua). (B)
Analisis densitométrico de la expresién de GPR41 en relaciéon a la expresion de GAPDH. Los
resultados obtenidos corresponden al promedio del estudio por densitometria de tres mediciones
de dos experimentos independientes. Los resultados son reportados con la media + el error
estandar. El simbolo “4” indica cambio significativos (P < 0.05) en relacién a la condicién control
(CEMB).
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Figura 6. Expresiéon del gen del péptido antimicrobiano lingual (LAP) en las CEMB. (A) Se
realizé PCR en punto final con las distintas condiciones establecidas y mediante electroforesis se
observo el producto de amplificacién. M: Marcador 1kb DNA plus ladder; 1: CEMB; 2: CEMB + S.
aureus; 3y 4: CEMB + PTX 100 ng/ml; 5y 6: CEMB + PTX 200 ng/ml; 7 y 8: CEMB + PTX 100
ng/ml + S. aureus; 9 y 10: CEMB + PTX 200 ng/ml + S. aureus; (-): control negativo (agua). (B)
Analisis densitométrico de la expresién de GPR41 en relacién a la expresion de GAPDH. Los
resultados obtenidos corresponden al promedio del estudio por densitometria de tres mediciones
de dos experimentos independientes. Los resultados son reportados con la media + el error

estandar. El simbolo “A” indica cambio significativos (P < 0.05) en relacién a la condicién control
(CEMB).

Finalmente, respecto a la psoriasina S100A7, ésta no mostrd una expresion
basal en la CEMB. Sin embargo, la infeccion la indujo notablemente (~17 veces)

(Fig. 7). En el resto de las condiciones no se observo expresion de este gen.




Figura 7. Expresion del gen de la psoriasina S100A7 en las CEMB. Se realiz6 PCR en punto final
con las distintas condiciones establecidas y mediante electroforesis se observo el producto de
amplificacion. M: Marcador 1kb DNA plus ladder; 1: CEMB; 2: CEMB + S. aureus; 3y 4: CEMB +
PTX 100 ng/ml; 5y 6: CEMB + PTX 200 ng/ml; 7 y 8: CEMB + PTX 100 ng/ml + S. aureus; 9 y 10:
CEMB + PTX 200 ng/ml + S. aureus; (-): control negativo (agua).
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10. DISCUSION

La mastitis bovina es la patologia mas costosa y con mayor prevalencia que
afecta al ganado lechero en todo el mundo. Esta se caracteriza por la inflamacion
de la glandula mamaria (Carrillo-Casas y Miranda-Morales, 2012). Las pérdidas
econdémicas asociadas a mastitis se derivan principalmente de la disminucién en la
produccion lactea y, en menor grado, al sacrificio de vacas con infecciones cronicas,
costos de tratamientos veterinarios y penalizaciones en la calidad de la leche
(Seegers et al., 2003).

La mastitis es causada por un amplio nUmero de agentes patdgenos que
penetran a través del canal del pezén y se multiplican en la cisterna de la ubre. Uno
de los principales agentes patdgenos aislados en casos de mastitis bovina es
Staphylococcus aureus (Calvinho y Tirante, 2005), el cual es capaz de internalizarse
y sobrevivir en una amplia variedad de células de mamiferos, entre ellas, las CEMB.
Este mecanismo es empleado para replicarse dentro de la célula hospedera y evadir
la respuesta inmune propia del organismo, ademas de la proteccién que le brinda
contra la accion de los antibiéticos (Bayles et al., 1998; Qazi et al., 2001).

Las células reclutadas (sistema inmunitario) y las células residentes (CEMB),
juntas, juegan un papel esencial en la defensa inmediata contra infecciones locales.
El tejido de la glandula mamaria bovina se protege por medio de dos mecanismos
de defensa: la inmunidad innata y la inmunidad adquirida. Las CEMB patrticipan en
la respuesta inmune innata de la glandula mamaria, produciendo mediadores pro-y
anti-inflamatorios, entre otras moléculas de defensa, tales como los péptidos
antimicrobianos (Rainard et al., 2006; Schukken et al., 2011).

En estudios recientes de nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que
diversas concentraciones de AG (butirato, propionato y hexanoato) reducen la
internalizacion de S. aureus en las CEMB (Ochoa-Zarzosa et al., 2009; Alva-Murillo

et al., 2012). En el caso del butirato y del hexanoato se ha logrado determinar las
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rutas de comunicacion celular involucradas en la regulacion de la internalizacion de
esta bacteria en las CEMB, siendo la ruta TLR2/p38 la descrita hasta el momento
como relevante (Alva-Murillo et al., 2015). No obstante, la posible participacion de
otras rutas no se ha evaluado, particularmente la de los GPR’s. En este sentido, un
estudio previo del grupo de trabajo demostré que los receptores GPR41 y GPR43
tienen una participacion en la internalizacién de S. aureus en las CEMB, ya que al
ser blogueados con la toxina PTX de B. pertussis, la endocitosis de S. aureus
disminuyo (Tena-Hernandez, 2012). Es por ello, que en el presente trabajo se utilizé
la toxina PTX para bloquear a los GPR’s. El bloqueo reside en la subunidad q,
manteniendo su estado inactivo (forma de unién a GDP) por lo que es incapaz de
inhibir la adenilato ciclasa (AC). Esta modificacion de las proteinas Gai resulta en
una mayor acumulacién de AMPc (adenosin monofosfato ciclico) (Magmool y
Kurose, 2011). Adicionalmente, recientemente se reporto el sinergismo que tiene el
AMPc con el AGCC butirato. Su accion sinérgica se relacioné con su capacidad
para inducir la expresion de PAM’s en humanos (Sunkara et al., 2014). Por lo
anterior, en este trabajo se evaluo si el bloqueo de los receptores de AGCC, GPR41

y GPR43 con la toxina PTX favorece la expresion de PAM’s en las CEMB.

Respecto a la expresion de los receptores GPR41 y GPR43, ambos
mostraron una expresion basal en la CEMB, lo cual coincide con lo reportado por
Yonezaway col. (2009). Al ser infectadas las CEMB se indujo la expresion de ambos
receptores, efecto que fue inhibido por el tratamiento previo con la toxina PTX. Estos
resultados coinciden parcialmente con lo reportado por Tena-Hernandez (2012), en
el que sefiala que el tratamiento con la toxina PTX presenta un efecto inhibitorio en
la internalizacion de S. aureus, y que en conjunto con la infecciéon no se induce la
expresion del receptor GRP43. En el trabajo realizado por Tena-Hernandez (2012)
no se detectd la expresion del ARNm del receptor GPR41 en las CEMB; sin embargo
en éste trabajo si se detectd la expresion de este receptor en las CEMB en cada
una de las condiciones con las que se trabajd, utilizando el mismo juego de
oligonucledtidos. Esta discrepancia podria deberse a que las células utilizadas no

provienen de los mismos lotes y que ademas los pasajes utilizados variaron.
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Existen diversos trabajos en los que se identifica la expresién de PAM’s, tales
como LAP y TAP en el tejido de la glandula mamaria bovina o en CEMB infectadas
0 no, reconociendo su actividad antimicrobiana y papel fundamental en la defensa
del hospedero durante infecciones, como es el caso de la mastitis (Roosen et al.,
2004; Swanson et al., 2004; Lépez-Meza et al. 2009; Ochoa-Zarzosa et al. 2009).
En el presente trabajo, la expresion de LAP mostré una expresion basal en las
CEMB vy se vio significativamente incrementada en aquellas CEMB infectadas con
S. aureus. Esto coincide con lo descrito por Swanson y col. (2004) y Kawai y col.
(2013), en el que se demuestra la expresion inducible de LAP en las CEMB en
respuesta a una infeccion, lo cual indica un posible rol de LAP en la respuesta
inmune contra la mastitis bovina. Las CEMB tratadas con PTX con y sin infeccién
disminuyeron la expresion de este PAM, lo cual sugiere que su expresion no esta

relacionada con el la actividad de los GPR’s.

En el caso del gen de TAP, este tuvo una expresion basal en la CEMB, la
cual se incrementd de manera significativa en aquellas CEMB infectadas con S.
aureus. Estos datos coinciden con los reportados por Alva-Murillo y col. (2012) y
Téllez-Pérez y col. (2012), que hacen mencién de la expresion basal de este PAM
y del incremento de su expresiéon en CEMB infectadas con el mismo patdégeno del
que se hizo uso en éste estudio. En contraste con ello, Lépez-Meza et al. (2009)
reportan que al infectar las CEMB con S. aureus existe una reduccion en la
expresion de TAP. No existe una respuesta clara para esta aparente discrepancia,
pero el uso de vehiculos distintos en la preparacion de las soluciones podria

explicarlo.

Un dato relevante es que la expresiéon de TAP se vio incrementada en
aguellas CEMB tratadas con la toxina PTX con y sin infeccion. Estos resultados
sugieren que la actividad de los receptores GPR’s esta relacionada con la regulacion
de la expresion de TAP. Esto debido a lo que se ha reportado con anterioridad,
donde el bloqueo de los receptores GPR’s produce un incremento en las

concentraciones intracelulares de AMPc, y como consecuencia de ello un
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incremento en la expresion de PAM’s. Sin embargo, se requieren medir las

concentraciones intracelulares de AMPc para corroborarlo.

Finalmente, lo que concierne a la psoriasina bovina S100A7, una proteina de
unioén a calcio con actividad antibacteriana; ésta no mostré una expresion basal, en
contraste con el estudio realizado por Téllez-Pérez y col. (2012), quien reporta una
expresion basal de este gen en las CEMB. Cabe sefialar que en el trabajo referido
el vehiculo que se utilizé fue etanol, el cual puede afectar la expresion de los genes.
En el presente trabajo, la psoriasina S100A7 solamente se expreso en aquellas
CEMB gque fueron infectadas con S. aureus, esto esta de acuerdo con otros trabajos
donde se reporta la expresion de S100A7 en presencia de esta bacteria (Alva-
Murillo et al., 2013; Medina-Estrada et al. 2016).
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11. CONCLUSION

El bloqueo de la actividad de los receptores GPR’s favorecié la expresion del
péptido antimicrobiano TAP, lo cual puede estar relacionado con la disminucién de
la internalizacién de S. aureus en las CEMB.
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