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1. Resumen

La mastitis bovina es considerada una de las enfermedades de mayor
relevancia en la ganaderia lechera a nivel mundial. Esta patologia se caracteriza
por una respuesta inflamatoria de la glandula mamaria de origen multifactorial,
ocasionada principalmente por infecciones bacterianas. Staphylococcus aureus es
el patégeno prevalente que se aisla con mayor frecuencia en casos de mastitis
(> 70%), éste posee la caracteristica de ser un patdgeno facultativo intracelular,
invadiendo a las células epiteliales por un mecanismo de endocitosis. En un
trabajo previo se demostré que la prolactina bovina (bPRL, 5 ng/ml) estimula la
endocitosis de S. aureus (ATCC 27543) por células epiteliales mamarias bovinas
(CEMB), y en conjunto con la infeccion, regula elementos de la respuesta inmune
innata en las CEMB. La expresidon de estos elementos depende de la activacién
del factor transcripcional NF-«B, y recientemente se ha demostrado que la bPRL
activa al factor NF-xB en el epitelio mamario bovino regulando la expresién de
citocinas proinflamatorias. Sin embargo, se desconoce si la activacién de este
factor de transcripcion es regulado por la PRL durante el proceso infeccioso con
S. agureus. Con base en lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue
determinar la regulacion de la via de sefializacion de NF-«xB durante la
endocitosis de S. aureus en células de epitelio mamario bovino estimuladas con
bPRL. Los resultados mostraron que la bPRL induce la activacion de NF-«xB en las
CEMB. Mientras que S. aureus inhibe la translocacion nuclear de este factor, aln
en presencia de bPRL (5 ng/ml), lo cual favorece la endocitosis de la bacteria.
Con respecto a la regulacién de la expresién de elementos de la respuesta
inmune innata, los datos mostraron que la bPRL (5 ng/ml) induce la expresion de
los MRNA de TNF-a, TAP, iNOS, ademas de la producciéon de NO en las CEMB.
Por otro lado, S. aureus disminuyd la expresién del mRNA de TAP, mientras que
no modificd la expresion de TNF-a, iNOS y la produccion de NO. Durante el
proceso infeccioso con S. aureus en las CEMB estimuladas con bPRL, la expresion
de los mRNA de TNF-a, TAP y NO, no se modificd. En conclusién los resultados

obtenidos sugieren que la infecciéon de las CEMB por S. aureus inhibe la



translocacién nuclear del factor transcripcional NF-xB, lo cual favorece la
endocitosis de la bacteria, ésto aun en presencia de bPRL. Asi mismo, la
expresion de genes de la respuesta inmune innata en las CEMB es modulada

diferencialmente por la bPRL y la infeccion.



2. Introduccion

La mastitis bovina es considerada una de las enfermedades de mayor
importancia en la ganaderia lechera a nivel mundial. Su etiologia es multifactorial y
se caracteriza por una inflamacion de la glandula mamaria, teniendo
manifestaciones tanto clinicas como subclinicas, lo cual genera una disminucion en
la calidad y cantidad de leche producida, generando pérdidas econdmicas
importantes a nivel mundial (Brouillette et al, 2003). Staphylococcus aureus es un
patdgeno contagioso intracelular importante, ya que causa una gran numero de
enfermedades en humanos y animales. En la mastitis bovina se le considera como
el patdgeno prevalente mas importante, siendo este el microorganismo que se aisla
con mayor frecuencia en casos de mastitis clinica y subclinica (>70%); ademas, es
capaz de invadir a las células epiteliales por un mecanismo de endocitosis
(Brouillete et a/, 2003).

La mayor incidencia de la mastitis bovina se presenta durante el periodo
seco y alrededor del parto, estos estadios se caracterizan por presentar
importantes cambios fisioldgicos, que incluyen un incremento en la concentracion
de hormonas lactogénicas (ej. prolactina) y de crecimiento (Hocket et a/, 2000). La
prolactina (PRL) modula los eventos de la lactancia, siendo el epitelio mamario
bovino uno de sus principales tejidos blanco, en él regula el crecimiento y
desarrollo de la glandula mamaria; ademas, estimula la sintesis de las proteinas de
la leche (Hocket et a/, 2000; Burton y Erskine, 2003). Estas funciones las realiza a
través de la activacién de un receptor de membrana (RPRL), lo cual conduce a la
activacion de la via clasica JAK/Stat (Bole-Feysot et a/, 1998). En un trabajo previo
se demostrd que la prolactina bovina (bPRL, 5 ng/ml) estimula la endocitosis de S.
aureus por las células del epitelio mamario bovino (CEMB), y en conjunto con la
infeccién, regula elementos de la respuesta inmune innata probablemente
activando al factor NF-«xB, principal regulador del proceso inflamatorio (Gutierrez-
Barroso et al, 2008).

Hasta el momento, se conoce que la bPRL estimula la endocitosis de S.

aureus y que regula la expresion de genes de la respuesta inmune innata en las



células del epitelio mamario bovino; sin embargo, se desconoce si estos eventos
estan relacionados con la activacion o inhibicidon del factor transcripcional NF-xB. El
objetivo del presente trabajo fue determinar la regulacién de la via de sefializacion
de NF-xB durante la endocitosis de S. aureus en las CEMB estimuladas con bPRL.
Una de las estrategias empleadas en este trabajo fue utilizar el acido acetilsalicilico
(AAS) para determinar la participacién de NF-xB, puesto que se sabe que este
antiinflamatorio no esteroidal inhibe la activacion de NF-xB a una concentracion de
5 mM (Yin et al, 1998).



3. Marco Teorico

3.1 Mastitis Bovina

La mastitis bovina es una enfermedad multifactorial que provoca la
inflamacién de la glandula mamaria, puede tener manifestaciones tanto clinicas
como subclinicas y es considerada como una de las enfermedades infecciosas
mas importantes del ganado lechero, ya que provoca pérdidas econdmicas
considerables a nivel mundial, esto debido a la disminucién tanto en la cantidad
como en la calidad de la leche (Burvenich et a/, 1999; Kerro-Dego et a/, 2002).
Estas pérdidas econdmicas se reflejan principalmente en la baja venta de la leche
para consumo humano, en el tratamiento con antibidticos, la asistencia médica
veterinaria y principalmente en los sacrificios tempranos de los animales con alta
incidencia de mastitis (Rainard y Riollet, 2006). La incidencia de mastitis bovina,
tanto clinica como subclinica, es elevada en los hatos de produccién lechera a
nivel mundial; esta incidencia se debe al mecanismo de invasidén de organismos
patdgenos, principalmente de origen bacteriano, que pueden permanecer
latentes en la glandula mamaria durante largos periodos de tiempo vy
manifestarse durante los distintos periodos de la lactancia, principalmente
durante el periodo seco y durante el parto (Huszenicza et a/, 2004).

Esta patologia se caracteriza por una respuesta inflamatoria de la glandula
mamaria causada por dos etiologias, una infecciosa y otra no infecciosa. En esta
respuesta inflamatoria influyen una gran variedad de factores como pueden ser:
las caracteristicas de la vaca, el mal manejo de las maquinas de ordefio (que
pueden comprometer la integridad de la glandula mamaria del animal por dano
mecanico), el medio ambiente en el que se encuentra la vaca y las técnicas de
ordeno realizadas bajo condiciones higiénicas no aptas, las cuales favorecen la
invasién de organismos patdgenos principalmente de origen bacteriano; siendo
estos Ultimos los principales causantes de la mastitis bovina (Bradley, 2002;
Burvenich et a/, 2003).



3.2 La glandula mamaria bovina

La glandula mamaria es o¢rgano distintivo de los mamiferos, esta
especializada en la produccion de la leche para la alimentacion de las crias. La
regulaciéon hormonal llevada a cabo en los ovarios y la glandula pituitaria
coordinan el desarrollo de la glandula mamaria durante la pubertad; sin
embargo, es la prolactina (PRL) la hormona que juega el papel mas importante
en el establecimiento del parto y de la lactancia (Oakes et a/, 2008).

La glandula mamaria bovina consiste en una red de I6bulos y ductos de
células parenquimales (region secretora) y un estroma formado de fibras y tejido

conectivo elastico (Figura 1).
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Figura 1. Representacién esquematica de la anatomia de la glandula mamaria bovina
(Frandson y Spurgeon, 2002).

Este tejido conectivo estd formado por adipocitos, fibroblastos, vasos

sanguineos y linfaticos que se ramifican alrededor de todo el estroma. El epitelio



mamario estd compuesto de tres principales tipos de célula: las células
mioepiteliales contractiles, las células del lumen alveolar y las de los ductos
(Oakes et a/, 2008). La leche secretada por el epitelio se drena desde el alvéolo
hasta los espacios alveolares, los ductos intralobulares, los ductos colectores
centrales, los ductos interlobulares y lactiferos, el seno lactifero, la cisterna, el
canal del pezodn y finalmente hasta el orificio del pezon (Kerro-Dego et a/, 2002).
La estructura anatomica de la glandula mamaria bovina, permite el
almacenamiento del 80% de la leche producida en la cisterna de la glandula,
hecho que puede ser utilizado por organismos patégenos como via de entrada
para viajar hasta los alvéolos y las células epiteliales que la conforman

(Svennersten-Sjaunja y Olsson, 2005).

3.3 Organismos patdgenos asociados con la mastitis

Los organismos patdgenos que afectan al tejido de la glandula mamaria se
dividen en contagiosos y ambientales. Los organismos contagiosos viven y se
multiplican en la glandula mamaria del hospedero, causando infecciones crdnicas
y se diseminan a otros cuartos e incluso de animal a animal debido
principalmente a procedimientos antihigiénicos durante el ordefio (Kerro-Dego et
al, 2002). Los patdgenos ambientales son organismos oportunistas que causan
infecciones moderadas que normalmente son combatidas rapidamente por el
sistema inmune del hospedero (Passey et a/, 2008).

Dentro de los organismos contagiosos causales de la mastitis se
encuentran Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae, Mycoplasma spp 'y Corynebacterium spp. Dentro de los patdgenos
ambientales se consideran a Streptococcus uberis, Escherichia coli, y especies del
género Staphylococcus con excepcion de S. aureus (Almeida y Oliver, 2001). S.
aureus es el patbgeno de mayor importancia dentro de los casos de mastitis en
los hatos lecheros, ya que es el que se aisla con mayor frecuencia (> 70%) en

casos de mastitis tanto clinica como subclinica (Burton y Erskine, 2003).



3.4 Staphylococcus aureus

S. aureus es un patdgeno oportunista importante que causa una gran
variedad de infecciones en humanos y animales (Brouillette et a/ 2003). Esta
bacteria pertenece a la familia Micrococcaceae, es un microorganismo esférico
Gram-positivo de aproximadamente 0.8 micrémetros de didmetro, inmdvil, no
forma esporas, generalmente no capsulado aunque en ocasiones pueden
aparecer aislamientos con capsula. Es un microorganismo facultativo intracelular
y se distingue de otras especies de Staphylococus por la pigmentacion color oro

de sus colonias (Lowy, 1998).

3.5 Interaccion Staphylococcus aureus-hospedero en la mastitis bovina

S. aureus se ha aislado de la mayoria de las superficies de los bovinos,
incluyendo la cabeza, cuerpo, patas e incluso en ubres de vacas sanas (Sears y
McCarthy, 2003). En la mastitis bovina se considera a S. gureus como un
patdgeno prevalente y su principal reservorio se localiza en los cuartos de las
glandulas mamarias. Una vez que S. aureus ha dafiado considerablemente al
epitelio mamario la mastitis causada por este microorganismo puede complicarse
con infecciones secundarias, principalmente de organismos patdgenos
ambientales como £. coli (Burvenich et a/, 2003).

S. aureus puede invadir a sus células hospederas y sobrevivir
intracelularmente por largos periodos de tiempo, esta propiedad contribuye
potencialmente a su persistencia, proteccion a antibidticos y evasion de la
respuesta inmune, este mecanismo de invasion lo realiza en células fagociticas no
profesionales como las células endoteliales, epiteliales y queratinocitos (Bayles et
al, 1998). Los mecanismos que contribuyen a todo el proceso de endocitosis de
S. aureus, han sido completamente explicados. Sin embargo, los procesos
intracelulares modulados por S. aureus en células epiteliales se desconocen
(Garzoni et a/, 2007). La infeccion durante la mastitis se origina principalmente en
las glandulas lesionadas por procesos de ordefio manuales o mecanicos que son

un blanco para S. aureus, los cuales pueden ser transportados al interior del seno



lactifero del pezdn. Una vez que S. aureus ha contaminado el orificio del pezon
puede persistir y multiplicarse, y posteriormente entrar al canal del pezén. Por
otro lado, esta bacteria a su vez produce hemolisinas que danan el tejido
permitiendo la colonizacion intracelular, ya sea por una colonizacidon progresiva o
por cambios en la presion intramamaria, particularmente al final del ordeno
(Burton y Erskine, 2003). El contacto con la leche puede permitir la transferencia
de S. aureus hacia el seno del pezdén y su diseminacion en la glandula mamaria
por cambios en la presidén en el interior de la misma (Kerro-Dego et a/, 2002;
Burton y Erskine, 2003).

Durante la mastitis, el principal mecanismo de defensa lo constituyen las
células de defensa polimorfonucleares (macrofagos, monocitos y neutrofilos). Sin
embargo, los mecanismos de defensa del hospedero no pueden prevenir por
completo una infecciéon intramamaria, debido a que S. aureus cuenta con una
gran bateria de factores que le permiten evadir estos mecanismos. Algunos

factores que favorecen el establecimiento de la mastitis son los siguientes:

1. Factores de virulencia y mecanismos de S. aureus tales como la
produccién de factores antifagociticos (proteina A y encapsulamiento), la
adhesion a las células del epitelio mamario, la supervivencia intracelular en
el epitelio y macrdfagos, la produccién de exotoxinas y proteasas.

2. Defectos de proteccién de la célula hospedera, como la reduccién en la
eficacia de los fagocitos debido a la fagocitosis de componentes de la leche,

lo cual provoca una disminucion de enzimas hidroliticas en estas células.

Los factores de virulencia de S. aureus implican productos de secrecion,
componentes estructurales y mecanismos que contribuyen a la habilidad de la
bacteria para sobrevivir en el hospedero y causar la mastitis (Kerro-Dego et a/,
2002). Adicionalmente, S. aureus presenta una gran variedad de componentes y

productos de secrecidon que contribuyen a la patogénesis de la infeccién (Figura



2), estos pueden tener funciones en conjunto con otros componentes o actuar
individualmente, dentro de ellos se destacan:

1) Proteinas de superficie: que son expresadas durante la fase exponencial
de crecimiento de S. aureus (Proteina A, proteinas de unidn a elastina, colagena
y fibronectina).

2) Proteinas de secrecidn: que se expresan durante la fase estacionaria de

crecimiento (enterotoxina B, TSST-1 y a-toxina) (Lowy, 1998).
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Figura 2. Estructura de Staphylococcus aureus. Se muestran las proteinas de superficie y
secrecion. La sintesis de la mayoria de estas proteinas es dependiente de la fase de crecimiento
y son controladas por genes regulatorios como agr (Lowy, 1998).
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3.6 Mecanismos de endocitosis de S. aureus por el epitelio mamario
bovino

Algunos patdgenos utilizan rutas endociticas de su hospedero para mediar
su internalizacién a las células blanco (Doherty y McMahon, 2009). La endocitosis
de bacterias patdgenas ocurre por dos tipos de internalizacion inducida. Uno de
estos se refiere al mecanismo “zipper” y ocurre por el contacto directo de los
ligandos y receptores que progresivamente invaginan al microorganismo (Almeida
y Oliver, 2001).

La funcidn fisioldgica de la gran diversidad de los glicoconjugados de la
membrana celular del epitelio mamario incluye la regulacion de procesos
celulares como la interaccidon célula-célula, célula-matriz extracelular, adhesion,
motilidad, crecimiento y diferenciacién. La interaccion entre S. aureus y la
glandula mamaria no solo se refiere a la interaccion con los factores de la
membrana celular, sino también con glicoproteinas extracelulares y otras
substancias asociadas con la membrana celular, como pueden ser los

proteoglicanos, glicosaminoglicanos y glicoproteinas (Kerro-Dego et a/, 2002).

3.6.1 Integrinas

Las integrinas son los receptores mas importantes para moléculas de la
matriz extracelular de todos los vertebrados. Ademas de regular la adhesion
celular y la migracion, estas participan en complejos importantes de procesos de
sefializaciéon que comprenden desde el crecimiento celular hasta la apoptosis
(Yamada et a/, 2003).

El receptor de integrina conecta la matriz extracelular con la red de
filamentos de actina de las células epiteliales. Se sabe que el trafico de integrinas
desde pozos intracelulares hacia la membrana celular en células epiteliales esta
regulado por el estimulo de citocinas proinflamatorias, principalmente de TNF-a e
IFN-y (Clark et al, 2009). La integrina a5p1 sirve como un receptor de membrana

que interactia con las proteinas de union de S. aureus. Esta union de la bacteria

11



con las integrinas produce una cascada de transduccidn de senales que resulta en
la endocitosis de la bacteria por la célula hospedera mediante el mecanismo
“zipper” (Figura 3) (Alberts et a/, 2002).

La invasion de las células epiteliales por S. aureus (Figura 3) es un
proceso de endocitosis especifico que involucra la participacion de los elementos
del citoesqueleto (Kerro-Dego et a/, 2002). Ademas, la capacidad de S. aureus de
invadir a un gran numero de células fagociticas no profesionales /in vitro se
relaciona con la expresion de proteinas de superficie de union a fibronectina de la
bacteria, a la fibronectina soluble extracelular y a las integrinas del hospedero
(Brouillette et a/, 2003). Se ha reportado en varios aislamientos de S. aureus
provenientes de infecciones intramamarias bovinas, su capacidad de unirse a
fibronectina y colagena. La fibronectina sirve como un puente de comunicacién

que une a S. gureus con la integrina o5p1 (Yamada et a/, 2003).

Integrinas o531

YYyY 2

Citoplasma D Q Endosoma

Figura 3. Mecanismo de endocitosis de Staphylococcus aureus en las células del epitelio
mamario. 1. El receptor de integrina o581 conecta la matriz extracelular con la red de filamentos
de actina de las células epiteliales. 2. La adhesién de S. aureus estimula la polimerizaciéon de
actina de la célula y se endocita por la formacion de un endosoma (3) que es transportado al
interior de la célula (4), asi comienza la proliferacién intracelular de S. aureus y la produccién de
hemolisinas que rompen el endosoma (5) liberando las bacterias que rompen la célula e invaden
otros tejidos (Alberts et al, 2002).
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3.7 Prolactina

La prolactina (PRL) es una hormona proteica secretada principalmente por
los lactotropos localizados en la hipdfisis anterior de los vertebrados, esta
hormona actla a través de un mecanismo endocrino clasico, puesto que es
producida por una glandula y es transportada a través de la circulacién para
actuar sobre células blanco localizadas en tejidos periféricos (Bole-Feysot, 1999).
Originalmente se identificd a la PRL por su capacidad de estimular el desarrollo
de la glandula mamaria y la lactancia (Kelly et a/, 2001). La secrecion de PRL es
regulada por accion del hipotdlamo mediante factores inhibitorios vy
estimuladores. Los que predominan son los factores inhibitorios y éstos son
mediados principalmente por dopamina; asi como también por un nimero de
agentes que actlan como factores liberadores de PRL, como la hormona
estimuladora de la tiroides (TSH), la oxitocina y la neurotensina. La PRL
pertenece a una familia de hormonas que incluye al lactégeno placentario y a la
hormona de crecimiento (GH). Se cree que estas hormonas provienen de un gen
ancestral comun ya que presentan una gran similitud en su estructura primaria y

en su actividad bioldgica (Neville et a/, 2002).

3.7.1 Gen de la PRL y su estructura primaria

El gen que codifica para la prolactina humana (hPRL) se localiza en el cromosoma
6, y estd compuesto por 5 exones y 4 intrones con una longitud de
aproximadamente 10 kb. El DNA complementario (cDNA) de la hPRL esta
compuesto por 914 nucledtidos y contiene un marco de lectura abierto que
codifica para una prehormona de 227 aminoacidos (aa), incluyendo un péptido
sefial de 28 aa (Sodhi y Tripathi, 2008). La PRL esta presente en todos los
vertebrados, se han aislado y secuenciado los cDNA que codifican para la PRL de

varias especies.
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Figura 4. Esquema de la estructura de la prolactina. La prolactina humana y la prolactina
bovina comparten el 74% de identidad de aminoéacidos (Sinha, 1995).

A excepcion de los peces, todas las PRLs que se han identificado contienen de
197 a 199 aa en su forma nativa, incluyendo 6 cisteinas que forman tres enlaces
disulfuro intramoleculares que se generan entre seis residuos de cisteinas. El gen
que codifica para la prolactina bovina se localiza en el cromosoma 23 (Hallerman
et al, 1988). Esta compuesto de 5 exones que codifican para una proteina
madura de 199 aminodacidos (Camper et al/, 1984) (Figura 4). La secuencia de
aminoacidos alcanza el 97% de similitud entre primates y el 56% entre primates
y roedores (Sinha, 1995; Bole-Feysot et a/, 1998).

3.7.2 Funciones de la PRL

La PRL es una hormona que se ha asociado con mas de 300 funciones
diferentes que incluyen eventos reproductivos, inmunoldgicos, conductuales,
osmoreguladores e incluso patoldgicos, por lo que se le ha reconsiderado como
un factor de crecimiento, neurotransmisor e incluso una citocina. Dentro de las
funciones reproductivas, la lactancia es quiza uno de los eventos asociados a la
secrecion de PRL que mas ha sido estudiado. La PRL regula el crecimiento y

desarrollo de la glandula mamaria, la sintesis de la leche y el mantenimiento de la
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secrecion lactea. En este sentido la PRL en conjunto con otras hormonas es
responsable del crecimiento de la glandula mamaria durante el embarazo. Asi
mismo regula las proteinas, azucares y lipidos de la leche (Sodhi y Tripathi,
2008). Se ha demostrado también que la PRL es luteotrdfica, ya que mantiene el
cuerpo luteo durante la prefiez (Neville et aj, 2002). Ademas de la produccién de
la PRL hipofisiaria, se ha encontrado que otros érganos y glandulas son capaces
de expresar PRL como la piel, el cerebro, el miometrio, y las glandulas exocrinas
como la glandula mamaria y las lagrimales, en estos casos la PRL actia bajo un
mecanismo autocrino o paracrino (Kelly et a/, 2001).

El epitelio mamario es uno de los principales tejidos blanco de la PRL, ya
que durante el establecimiento de la lactancia y el parto regula diversas funciones
metabdlicas en este tejido, estimulando principalmente la sintesis de las proteinas
de la leche, y en conjunto con la hormona de crecimiento, regula la produccion
lactea (Hocket et a/, 2000).

A pesar de la diversidad funcional de la PRL, su participacion en el
establecimiento de la infeccién y en la endocitosis de microorganismos patdgenos
por las células del hospedero ha sido poco estudiada. En este sentido, se ha
descrito la participacion de la bPRL en la modulacion de la respuesta inmune

innata en epitelio mamario bovino (Oakes et a/, 2008).

3.7.3 Receptor de la PRL

La PRL ejerce un mayor numero de funciones en comparacién con las
demas hormonas hipofisiarias juntas. El paso inicial para la accion de la PRL,
como en todas las hormonas proteicas, es la unién a receptores de membrana
especificos (Figura 5). El receptor de la PRL (RPRL) pertenece a la superfamilia de

receptores para citocinas (Bole-Feysot et a/, 1998).
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Figura 5. Representaciéon de las isoformas del receptor de prolactina. Todas las isoformas
presentan dominios extracelulares idénticos. El subdominio D1 presenta dos pares de enlaces
disulfuro unidos a residuos de cisteina (C-C) y el subdominio D2 contiene el motivo WS. La
variacion de las distintas isoformas del receptor se presenta en el tamafio de la regidn
citoplasmica, presentando caracteristicas similares entre ellas, como la caja 1 que se encuentran
en todas las isoformas y los residuos de tirosina indicados (Bole-Feysot et al, 1998).

La activacién del RPRL requiere de su homodimerizacion por efecto de la
unién de la hormona; una molécula de PRL se une a dos moléculas del receptor,
posteriormente se activa la via de la cinasa Janus (JAK) y de los translocadores
activados por la transduccion de sefiales (Stat) (Figura 6). La expresion del
receptor de PRL es ubicua, por lo que es dificil encontrar un tejido que no lo
exprese; sin embargo, la proporcion de las variantes del receptor expresadas
pueden diferir de tejido a tejido, y dependen del estado fisioldgico del individuo,
como ocurre durante las distintas fases del ciclo estral, prefiez o lactancia (Neville
et al, 2002).
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Figura 6. Representacidon esquematica de la activacién del RPRL. A. La activacion del RPRL
por la PRL induce su dimerizacién. La unién de receptor—ligando ocurre de manera secuencial.
Primero la hormona interactda con el receptor en su sitio de unién 1, formando un complejo
ligando-receptor inactivo. Posteriormente la hormona se une a un segundo receptor a través de
su sitio 2, lo cual genera la dimerizacion y la generacion de un complejo activo. B. Relacién de
estructura y funcion de la forma larga del RPRL (dominio citoplasmico), La caja 1 es necesaria
para la unién de JAK2. Existen 6 tirosinas que pueden ser fosforiladas. El aminoacido Y580 en el
extremo C-terminal, es el que activa a Stat5, y se supone que es el principal sitio de unién de
esta proteina. Y479 y Y473 pueden activar también a Stat5. Stat 1 y 3 tienden a interactuar con
residuos en regiones proximales a la membrana del receptor. Las regiones proximales del
receptor, que es comun en todas las isoformas del RPRL, son necesarias para la interaccion y la
activacién de JAK2, Fyn y la via de las MAP cinasas, asi como también la activacion de la
proliferacion celular y la transcripcion de las proteinas de la leche (Bole-Feysot et al, 1998).

3.8 Respuesta inmune innata de la glandula mamaria bovina

En la glandula mamaria bovina se presentan distintas barreras de defensa,
las cuales permiten prevenir y combatir enfermedades infecciosas. Una de las
primeras barreras de defensa se presenta en el canal del pezdn, evitando la
entrada de organismos patdgenos en la glandula mamaria. La segunda barrera
de defensa implica una respuesta humoral, principalmente por la presencia del
sistema de complemento, el cual regula el aumento de la permeabilidad de vasos

sanguineos y tejidos, permitiendo la llegada de componentes proinflamatorios del
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complemento hasta el sitio de la infeccidn. La tercera barrera de defensa implica
la respuesta celular del tejido dafiado o inmunidad innata (Sordillo et a/, 1997).
La respuesta inmune innata en mamiferos es uno de los mecanismos de defensa
mas importantes, el cual ayuda a contrarrestar enfermedades principalmente de
etiologia infecciosa, presentando la capacidad de responder a los signos
tempranos de una infeccion y posee la caracteristica de ser inespecifico (Rainard
y Riollet, 2006; Lutzow et a/, 2008).

Las principales células de la respuesta inmune innata comprenden:
neutrofilos, macrdfagos, células asesinas (natural killers) y células dendriticas.
Los macréfagos son el principal tipo celular en la leche de las vacas sanas, en las
secreciones de las glandulas en fase de involucion y en el tejido glandular del
epitelio mamario. Estos macrdéfagos son células fagociticas que ingieren vy
eliminan a patdgenos causantes de mastitis bovina (Atabai et a/ 2002). Los
neutrdfilos son componentes celulares esenciales en la respuesta inmune, su
acumulacién y activacion en el sitio de infeccidon requiere la induccion local de
moléculas y elementos de la respuesta inmune innata, incluyendo varias
quimiocinas y citocinas (Lutzow et a/, 2008).

Aun cuando no se ha comprobado la participacion directa del epitelio
mamario bovino en el reclutamiento de leucocitos durante la inflamacion, se ha
demostrado que en presencia de una infeccidon, éste es capaz de producir una
gran variedad de mediadores inflamatorios como citocinas, quimiocinas, péptidos
antimicrobianos y metabolitos derivados del acido araquiddnico. Las citocinas son
consideradas también como hormonas, ya que se producen de manera transitoria
y actian localmente con una actividad bioldgica muy potente, incluso con
concentraciones muy bajas de las mismas (Sordillo et a/, 1997).

Hasta la fecha se han identificado, purificado y caracterizado en el tejido
epitelial >30 citocinas (Oakes et a/, 2008). En este sentido se sabe que el epitelio
mamario expresa de manera constitutiva citocinas como la IL-1 e IL-6, y de
manera inducida expresa principalmente IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8 y TNF-a. (Connor

et al, 2008). TNF-a actia como un mediador central de las funciones
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inflamatorias y juegan un papel importante durante la mastitis, puesto que su
concentracion en la leche aumenta considerablemente en presencia de una
infeccion. El epitelio mamario es también capaz de producir componentes de
defensa inducibles, por ejemplo la sintasa inducible de éxido nitrico (iNOS), un
elemento importante en la actividad antimicrobiana de macréfagos activos. Esta
enzima cataliza la conversion de L-arginina a citrulina y oxido nitrico (NO), un
radical altamente activo. Se ha demostrado que la PRL es un inmunomodulador
potente que presenta efectos estimulantes en células del sistema inmune (Meli et
al, 1997). Se ha descrito la participacion del NO durante la diferenciacion de la
glandula mamaria bovina en los diferentes estadios de la lactancia regulando la
presencia del RPRL en la membrana celular (Bolander, 2001).

La via utilizada por la PRL para incrementar las concentraciones de NO es
por la activacion de iNOS via la activacion del RPRL (Figura 7) (Bolander, 2002).
La activacion de iNOS se presenta por la modulacién de distintos factores; por un
lado se da por el incremento en los niveles de calcio intracelular que puede ser
directamente por la via de calmodulinas o indirectamente por la estimulacién de
la fosfatasa 2B, la cual defosforila a la enzima en sitios inhibitorios (Bolander,
2005). Por otro lado, en la mayoria de los distintos tipos celulares la arginina, que
es el sustrato de iNOS, esta limitada por su concentracidn, al incrementarse estos

niveles se puede activar a iNOS (Bolander, 2001).
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Figura 7. Mecanismos de produccién de NO modulados por PRL. Via activacion de iNOS.
Abreviaciones: DAG, diacilglicerol, IP3, inositol trifosfato, NO, éxido nitrico, PLCy, fosfolipasa Cy,
PKC, proteina cinasa C (Bolander, 2002).

Todos estos mecanismos de activacién de iNOS estan regulados por PRL,
esta hormona tiene la capacidad de elevar los niveles de calcio y estimular el

transporte de arginina (Bolander, 2001).

3.8.1 Receptores involucrados en el reconocimiento de patégenos

Para el establecimiento de una respuesta inflamatoria en la glandula
mamaria se requiere que la concentracion del patégeno en la leche se eleve a un
punto que provoque el reconocimiento del patdgeno por el hospedero. Esto se ha
demostrado en mastitis experimentales con S. aureusy E. coli. Este crecimiento
bacteriano va acompanado por la liberacion de componentes bacterianos que son
reconocidos por el hospedero. Este evento es un paso crucial para el
establecimiento de la respuesta inmune innata o celular (Huszenicza et a/, 2004).

Durante las infecciones intramamarias los patrones moleculares asociados
a patégenos (PAMPs), que incluyen el lipopolisacarido (LPS) de bacterias gram-
negativas y los acidos lipoteicoicos (LTA) de gram-positivas combinados con
peptidoglicanos (PTG), son reconocidos por receptores tipo Toll (TLR) de
membrana o citoplasmicos, los cuales son expresados por macrofagos, neutréfilos
y células epiteliales mamarias (Rainard y Riollet, 2006). El reconocimiento de
estos PAMPs inicia la activacion de vias de sefializacién que inducen la activacion
del factor nuclear kappa B (NF-kB) y la secrecidon de quimiocinas proinflamatorias,
las cuales reclutan poblaciones de leucocitos del torrente sanguineo al sitio de la
infeccién (Mount et a/, 2009). En la glandula mamaria bovina se han reportado
dos receptores tipo Toll, el 2 y el 4, que reconocen componentes de bacterias
gram-positivas y gram-negativas, respectivamente (Figura 8) (Rainard y Riollet,
2006). Los TLRs son conocidos principalmente por su participaciéon en la

fagocitosis de bacterias por células fagociticas profesionales como macréfagos y
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neutrdfilos. Sin embargo, su participacion en células fagociticas no profesionales
como el endotelio y el epitelio no ha sido completamente descrita (Burton y
Erskine, 2003).

b A Acido Teicoico

[ v Receptores tipo Toll

i . . (TLR)
- Acido Lipoteicoico

y v v v v

Factores
Transcripcionales
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Transcripcionales
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Figura 8. Receptores tipo Toll expresados en el epitelio mamario bovino. Los TLR son los
principales receptores que reconocen estructuras bacterianas conservadas, conocidas como
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP). En la glandula mamaria bovina se han
reportado distintos receptores. 1. TLR2 reconoce peptidoglicanos y éacidos lipoteicoicos de
bacterias gram-positivas. 2. La activacién del receptor activa factores transcripcionales que a su
ves se translocan al ndcleo (3) para regular la expresion de genes de la respuesta inflamatoria
(Mount et al, 2009).

3.9 Activacion del factor transcripcional NF-xB en células de epitelio
mamario bovino

La respuesta inflamatoria se caracteriza por una activacion coordinada de
varias vias de sefalizacion que regulan la expresion de mediadores tanto
proinflamatorios como antiinflamatorios en las células afectadas y en las células
de defensa reclutadas de la sangre (Lawrence, 2009).

La activacion de la respuesta inmune innata en el epitelio mamario bovino,

(ej. mediada por PRL) incluye la expresidn de citocinas proinflamatorias,
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quimiocinas y péptidos antimicrobianos, la mayoria de estos componentes del
proceso inflamatorio dependen de la activacion del factor transcripcional NF-«B, y
por la activacion de la via principal regulada por PRL, JAK/Stat (Geymayer y
Doppler, 2000; Gutierrez-Barroso et a/, 2008).

NF-xB fue inicialmente identificado como un factor nuclear que se unia a
los genes que codifican para la cadena ligera de las inmunoglobulinas en
linfocitos B. Sin embargo, actualmente se sabe que esta ampliamente distribuido
en todos los tipos celulares (Yu-Lee, 2002). La familia de factores
transcripcionales NF-«B regulan distintas funciones celulares como la respuesta
inmune, inflamacién, crecimiento y desarrollo celular. Se ha reportado que estan
activos constitutivamente en una gran variedad de lineas celulares de carcinoma
mamario (Geymayer y Doppler, 2000).

En un proceso infeccioso, un gran numero de bacterias pueden activar
directamente a NF-xB en células epiteliales por la union a TLRs. La activacion de
NF-xB promueve la expresion de alrededor de 150 genes. La mayoria de las
proteinas codificadas se relacionan con la respuesta inmune. Estos incluyen 27
citocinas y quimiocinas, receptores requeridos para el reconocimiento
inmunoldgico y receptores requeridos para la adhesion de neutrofilos y
transmigracion por el torrente sanguineo (Tabla 1) (Beinke y Ley, 2004; Pahl,
1999).
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Tabla 1. Elementos de la respuesta inflamatoria regulados principalmente por el factor
transcripcional NF-xB en glandula mamaria bovina

Elemento

Factor regulado

Citocinas proinflamatorias

TNF-a (Tumor necrosis factor a)
IL-1 (Interleukin 1)
IL-6 (Interleukin 6)

Quimiocinas

MIP-1a (Macrophage inflammatory protein-1a)

RANTES (Regulated upon activation normal T-

cell expressed and secreted)

Moléculas de adhesién

E-selectina
VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule-1)

Moléculas efectoras y enzimas

B-defensinas
LAP (Lingual antimicrobial peptide)
TAP (Tracheal antimicrobial peptide)
iNOS (Inducible nitric oxide sintase)

Para desencadenar la respuesta
expresion de las citocinas proinflamatorias producidas por las células epiteliales

induce la activacion de NF-xB bajo un mecanismo autocrino o paracrino (Boutet

et al, 2007).

Normalmente NF-xB se encuentra en el citoplasma de las células animales

de manera inactiva, formando un complejo con la proteina IxB, ésto impide que

(Beinke y Ley, 2004).

inflamatoria, el incremento en

la

NF-kB se translogue al nucleo y que se transcriban genes relacionados con la

respuesta inflamatoria (Figura 9) (Karin y Ben-Neriah, 2000; Beinke y Ley, 2004).
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Figura 9. Modelo de la via de activacion de NF-xB. Se presentan varios estimulos que pueden
inducir la fosforilacion y poliubiquitinizacién de los complejos IkBs, los cuales son degradados en
el proteosoma 26 S. Los dimeros de NF-kB asociados con este complejo son liberados y
translocados al nucleo, en donde se unen a regiones promotoras de genes para modular su
expresion (Beinke y Ley, 2004).

NF-x<B estd compuesto por homo o heterodimeros de polipéptidos
pertenecientes a la familia Rel, los cuales se caracterizan por poseer un dominio
en el extremo N-terminal, RDH (dominio homodlogo de Rel) el cual modula la
unién al DNA, la localizacion nuclear y la dimerizacidn de las subunidades (Karin
y Greten, 2005).

Los mamiferos expresan 5 mondmeros de NF-xB: Rel A (P65), Rel B, c-
Rel, P50 y P52. Estos dos Ultimos son sintetizados como precursores de 105 y
100 kDa respectivamente (Beinke y Ley, 2004). Las subunidades Rel A y c-Rel,
tienen dominios transactivadores en el extremo C-terminal en los RDHs y pueden
activar la trascripcion de genes blanco. Rel B contiene también un dominio
transactivador y puede funcionar como activador de NF-«B cuando forma
heterodimeros con P50 y P52. Sin embargo, los complejos Rel B/ Rel A funcionan

como inhibitorios, puesto que no se pueden unir al DNA (Karin y Greten, 2005).
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El heterodimero mas abundante de NF-«xB esta compuesto por P50/P65 en la
mayoria de las distintas lineas celulares, incluyendo el epitelio mamario bovino
(Yu-Lee, 2002).

Las proteinas IxB (que inhiben la translocacion nuclear de NF-«xB)
conforman una familia de moléculas estructural y funcionalmente relacionadas.
Se han identificado siete isoformas de IkB: IkB-a, IkB-B, IxB-y, IkB-¢, Bcl-3,
P100 y P105. Todas las proteinas de IkB contienen copias multiples de
secuencias de 30-33 aminoacidos llamados repetidos de ankirina; la interaccion
especifica de estos repetidos y el RDH es la caracteristica que define la
interaccion entre NF-xB e IkB (Ghosh et a/, 1998).

3.9.1 Efecto del acido acetilsalicilico sobre la activacion del factor
transcripcional NF-xB

Los tratamientos terapéuticos para procesos inflamatorios que se utilizan
con mayor frecuencia para inhibir o disminuir la inflamacion, consisten en la
administracion de compuestos antiinflamatorios como glucocorticoides vy
antiinflamatorios no esteroidales (AINES), estos ultimos, inhiben la translocacién
al nucleo de NF-«B lo que conduce a una inhibicidn o supresidon de la expresion
de citocinas proinflamatorias, dependiendo de la composicion del AINE
administrado (Pahl, 1998). En el caso especifico del acido acetilsalicilico (AAS,
principal metabolito de la aspirina, perteneciente al grupo de AINES), se ha
demostrado que inhibe la ruta del factor NF-xB: mediante la inactivacion
especifica de la proteina cinasa IKKB (Riordan et a/, 2007). Como ya se menciond
anteriormente, en una célula no estimulada la translocacion nuclear del factor
NF-xB se encuentra inhibida por proteinas de la familia de proteinas inhibidoras
B (IxB). La activacién del factor NF-«xB involucra que IxB sea fosforilado por la
cinasa IKK, la cual esta constituida por las cinasas IKKa y IKKB. Una vez
fosforilada, IxkB es ubiquitinizada para posteriormente ser degradada por el

proteosoma 26S. El efecto del AAS y del salicilato es llevado a cabo por la unién
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al complejo IKKB, que por competencia reducen la unidn del ATP evitando que el
factor NF-xB sea translocado al nucleo, dando como resultado la inhibiciéon de la

transcripcion de genes de la respuesta inflamatoria (Yin et a/, 1998).
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4. Antecedentes

A pesar de que la PRL ejerce diversos efectos directamente en el epitelio
mamario bovino, se conoce poco acerca de su participacion en el establecimiento
de la mastitis bovina y en la endocitosis de microorganismos patdgenos como S.
aureus, asi como en la regulacion de factores transcripcionales responsables de la
respuesta inflamatoria. No obstante, existen evidencias que demuestran la
participacion de la PRL en la multiplicacion intracelular de Mycobacterium avium
en macréfagos bovinos, y en la proliferacion intracelular de Toxoplasma gondii en
células de la microglia murina (Feola et a/, 1999; Benedetto et a/, 2001).

En estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo se demostrd
que la bPRL (5 ng/ml) estimula la endocitosis de S. aureus por las CEMB. Asi
mismo, esta hormona en conjunto con la infeccion modula la expresion de
elementos de la respuesta inmune innata en estas células, especificamente
algunas citocinas proinflamatorias, defensinas, la sintasa de Oxido nitrico y la
produccién de éxido nitrico (Gutiérrez-Barroso et a/, 2008). Estos genes de la
inmunidad innata se expresan a través de la activacion del factor transcripcional
NF-kB; sin embargo, se desconoce si la participacién de la bPRL en procesos
inflamatorios causados por S. aureus favorece la activacion o inhibicién de este
factor en las CEMB.

En este sentido, se ha demostrado también que la PRL activa al factor NF-
kB en el epitelio mamario bovino, regulando la expresidn de citocinas
proinflamatorias (Boutet et a/, 2007). Con estos antecedentes, en este trabajo se
evalud la participacion del factor transcripcional NF-xB en la endocitosis de S.

aureus en las CEMB estimuladas con bPRL.
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5. Justificacion

La mastitis bovina es una patologia que genera pérdidas econdmicas
considerables en la ganaderia lechera a nivel mundial. Las infecciones
intramamarias toman relevancia debido a que causan el 80% de los casos de
mastitis. S. aureus es el patdgeno prevalente en esta enfermedad y su capacidad
de ser endocitado por las células del epitelio mamario le confiere la propiedad de
evadir a los tratamientos terapéuticos y al sistema inmune. Los tratamientos
basados en antibidticos tienen una eficiencia del 40% en los casos de mastitis
bovina, lo que provoca una elevada incidencia y cronicidad de la enfermedad
(Sears y McCarthy, 2003). Dado lo anterior, es necesario evaluar los mecanismos
y los procesos celulares implementados por S. aureus que desencadenan la
mastitis, tanto en los procesos de endocitosis, asi como también las vias de
sefializacidon moduladas por esta bacteria intracelularmente. Lo anterior puede
contribuir al conocimiento de la interaccion hospedero-patdgeno en infecciones
inflamatorias como la mastitis, con el fin de implementar estrategias terapéuticas
eficientes para combatir la enfermedad y que hasta la fecha han sido poco

estudiadas.
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6. Hipotesis

La translocacién nuclear del factor transcripcional NF-xB regulada por bPRL en las

células de epitelio mamario bovino se induce durante la endocitosis de S. aureus.

7. Objetivo general

Determinar la regulacion de la via de sefializacion de NF-xB durante la endocitosis

de S. aureus en células de epitelio mamario bovino estimuladas con bPRL.

8. Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto del acido acetilsalicilico sobre la viabilidad de las

CEMB y el crecimiento de S. aureus.

2. Analizar la regulacion del factor NF-xB en las CEMB tratadas con bPRL

e infectadas con S. aureus.

3. Evaluar la expresion de genes de la respuesta inmune innata (TNF-q,
TAP, iNOS) en las CEMB tratadas con bPRL e infectadas con S. gureus.

4. Determinar la produccion de éxido nitrico (NO) en las CEMB tratadas

con bPRL e infectadas con S. aureus.
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9. Estrategia experimental
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10. Materiales y Métodos

10.1 Acido acetilsalicilico (AAS)
Se utilizo el AAS de Sigma, el cual se disolvié en etanol, por lo que este se

incluyd en una condicion experimental como “vehiculo”.

10.2 Prolactina
Se utilizo el estandar de bPRL de los Institutos Nacionales de Salud (NIH),

donado por la Dra. Carmen Clapp (Instituto de Neurobiologia, UNAM).

10.3 Cultivo de Staphylococcus aureus

Se empled la cepa patdgena de Staphylococcus aureus ATCC 27543,
proveniente de un caso de mastitis clinica y con capacidad de ser endocitada por
las células epiteliales mamarias bovinas. La cepa se cultivd en medio Luria-
Bertani (LB, Difco) a 37°C. El indculo bacteriano se obtuvo a partir de cultivos

crecidos en agitacién durante 16 h a 37°C.

10.4 Cultivos primarios de CEMB

Se utilizaron células de epitelio mamario bovino obtenidas de tejido
alveolar de la ubre de vacas lactantes, las CEMB se aislaron y cultivaron como se
ha descrito previamente (Anaya-Lopez et al, 2006). Para su cultivo se empled la
mezcla de medio minimo esencial de Dulbecco y F12 de Ham (DMEM/F12,
Sigma), suplementado con penicilina-estreptomicina (100 U/ml y 100 pg/ml,
respectivamente), 10% de suero fetal bovino (Hyclone), insulina e hidrocortisona

(Sigma, 10 pg/ml de cada una).

10.5 Efecto del AAS sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus y la
viabilidad de las CEMB
Para evaluar el crecimiento de S. aureus en presencia del AAS, las

bacterias fueron cultivadas en medio liquido LB suplementado con distintas
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concentraciones de AAS (2, 3, 5, 10 y 20 mM) y se midid la densidad optica (DO)
a 600 nm a diferentes tiempos (0, 2, 4, 8, 12 y 24 h). Se utilizé un inoculo de 9.2
x 107 unidades formadoras de colonias (UFC/ml) (DOggo 0.2) tomado a partir de
un cultivo crecido toda la noche. El tiempo 0 se considerd al momento de colocar
el indculo en los tubos con los tratamientos. Posteriormente se realizaron las
lecturas a los distintos tiempos de exposicidn.

La viabilidad de las CEMB en presencia del AAS se analizd mediante la
técnica de exclusion de azul de tripano y el conteo celular en un hemocitdmetro.
Para ello, las CEMB se incubaron con AAS (5 mM) y el vehiculo a diferentes
tiempos (2, 4, 6 y 8 h) en medio de cultivo libre de suero. Posteriormente, las
CEMB se despegaron con tripsina-EDTA (0.025% tripsina, 0.5 mM EDTA, Sigma),
se centrifugaron a 2000 rpm durante 10 minutos, y el precipitado celular se
resuspendid en una solucidn salina de fosfatos (PBS, pH 7.4), y se afiadi6 azul de
tripano (Sigma) para un porcentaje final de 0.5. Se contaron las células tefidas y

las no tefiidas para determinar el niUmero de células no viables.

10.6 Ensayos de infeccion S. aureus - AAS -CEMB

Las CEMB se cultivaron a confluencia en placas de cultivo con colagena de
cola de rata tipo I (6-10 pg/cm?, Sigma) con el fin de polarizarlas. Los ensayos de
invasion se llevaron a cabo en cajas de cultivo de 24 pozos (Costar-Corning) con
monocapas confluentes de CEMB (2 X 10° células) correspondientes a los pasajes
2-6. Las CEMB se crecieron e infectaron de acuerdo con las condiciones
experimentales descritas en la estrategia experimental. Las CEMB se trataron
previamente por 24 h con bPRL, esto se realizd en medio sin suero y sin
antibidticos. Las CEMB se infectaron con un inéculo de 6 X 10° UFC/ml de S.
aureus en medio DMEM/F12, sin suero y sin antibidticos, correspondiente a una
multiplicidad de infeccion (MDI) de 30 bacterias por célula epitelial. Se utilizaron
distintas concentraciones de bPRL (0, 1, 5, 10 y 50 ng/ml). Durante los ensayos
de invasion las células se trataron con AAS 5 mM, dado que se ha reportado que

esta concentracion inhibe la translocacion de NF-«B al nucleo (Park et a/, 2007).
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Después de 2 h de infeccidn, las CEMB se trataron con 50 ug/ml de gentamicina
durante 1 h para eliminar las bacterias no endocitadas, posteriormente se
despegaron del plato de cultivo con tripsina-EDTA (0.25%-0.5 mM, Sigma) y se
lisaron con agua estéril. Se distribuyd una alicuota de 100 pl de una dilucidn
1:100 de los lisados en cajas con agar LB, por triplicado y se incubaron por 18 h
a 37°C. El nimero de UFC recuperadas, correspondientes a las bacterias
endocitadas, se determind por conteo en placa y se expresé como el cociente
UFC/CEMB.

10.7 Anadlisis de genes de la respuesta inflamatoria por
retrotranscripcion acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa
(RT-PCR)

Se utilizd Trizol (Invitrogen) para extraer el RNA total de las células
tratadas en los ensayos de infeccion, el cual se usd para sintetizar el DNA
complementario (cDNA). La eliminacién del DNA gendmico se realizé con DNAsa
grado amplificacion (Invitrogen). La retrotranscripcion se realizd en un volumen
de 20 pl, conteniendo 25 pg/ml de Oligo d(T) y 500 nM de dNTPs (Invitrogen).
La reaccion se incubd a 65°C por 5 min e inmediatamente fue transferida a hielo.
Se afadio First Strand Buffer 1X (Invitrogen), dithiothreitol 10 mM e inhibidor de
RNAsa 2 U/ul (Invitrogen) y se incubd a 37°C durante 2 min. Finalmente se
agrego la enzima transcriptasa reversa M-MLV (10 U/pl, Invitrogen) y se incubd
a 37°C por 50 min, seguido de 15 min a 70°C. Este cDNA se utilizd para
establecer los niveles de expresion de genes de citocinas, péptidos
antimicrobianos, enzimas proinflamatorias, proteinas de la leche (utilizada como
control), mediante reacciones de PCR. Se utilizaron oligonucledtidos especificos
para TNF-a, iNOS, péptido antimicrobiano traqueal (TAP) y k-caseina bovinos
(Tabla 2). Ademas, se amplificé B-actina para verificar la integridad del RNA y la
eficiencia del RT-PCR. Los productos de DNA amplificados se observaron por
electroforesis en geles de agarosa al 2%. Los niveles de expresion de los

productos de PCR se cuantificaron por analisis densitométrico utilizando como
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control la expresion de B-actina. El anadlisis de los productos de PCR se realiz6

utilizando el software Image] Launcher (v.1.43.67).

Tabla 2. Oligonucle6tidos especificos utilizados en este trabajo

Tamafio
del
Especificidad Oligonucledtido Secuencia fragmento

Temperatura de
alineamiento (°C)

y nimero de
(pb) ciclos
o Sentido 5'CTGGTTCAGACACTCAGGTCCT3’
TNF-o bovino Reverso 5’ GAGGTAAAGCCCGTCAGCA3’ 183 60/35
. . Sentido N s
iNOS bovina SeNlido S GGAAGCAGTAACAAAGGAGATAG3 282 60/40
5'CATAGCGGATGAGCTGGGCG3’
o Sentido 5’ AGCAAGAGCTGACGGTCACAA3®
K-caseina bovina Reverso 5" TGGCAGGCACAGTATTTGACA3’ 350 58/40
. Sentido 5’ ATGGTGGGCATGGGTCAGAA3®
p -actina Reverso S"TCATACTCCTGCTTGCTGAT3’ 900 55/25
AP Sentido 5 GCCAGCATGAGGCTCCAT-3 166 50/35
Reverso 5 AACAGGTGCCAATCTGT-3

(Ryan et al, 1998; Tortonese et al, 1998; Gutiérrez-Barroso et al, 2008).

10.8 Cuantificacion del 6xido nitrico (NO) producido por las CEMB

Como parte de la respuesta inmune innata se cuantifico la produccion de
NO en las CEMB tratadas con las condiciones antes descritas. El NO producido se
determiné en el medio condicionado que se obtuvo reemplazando el medio
normal de cultivo por medio DMEM/F12 sin suero y sin antibidticos, en este
medio las células se cultivaron durante 24 h. El NO secretado se evalud en las
mismas condiciones que las células de las que se obtuvo el RNA. La
concentracion de NO se determind cuantificando los nitritos (NO,) en el medio
condicionado libre de células y empleando la reaccion de Greiss. El reactivo de
Greiss se prepard mezclando volimenes iguales de la solucién stock A (10% de
sulfanilamida, 40 % de acido fosfdrico, Sigma) y la solucion stock B [1%N-(1-
naftil) etilenediamina diclorhidrato (Sigma)] antes de medir la concentracién de
nitritos. Una parte de la mezcla de reactivos se transfirid a 7 partes de medio

condicionado y la absorbancia se determiné a 550 nm en un espectrofotémetro
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(DAS). La concentracidon de nitrito se calculd a partir de una curva estandar de
NaNO; (Sigma) en PBS (pH 7.4).

10.9 Inmunoprecipitacion y analisis de Western blot

Se extrajo la proteina nuclear y citoplasmica de las condiciones
experimentales descritas mediante el empleo del kit Proteojet (Fermentas). Se
evallo la presencia del factor NF-xB tanto en el extracto nuclear como en el
citoplasmico utilizando el anticuerpo anti-p65 (Zymed). Los extractos se
inmunoprecipitaron empleando columnas con Proteina-A Sefarosa (Sigma).
Posteriormente, se centrifugaron por 1 min a 10,000 x g a 4°C. El sobrenadante
se colocd en hielo y se incubd con 2 pg de anti-p65 y 50 ul de Proteina-A
Sefarosa por 24 h a 4°C. El inmunoprecipitado se centrifugd por 1 min a 10,000
X g a 4°C. Las proteinas inmunoprecipitadas se cuantificaron por el método de
Bradford y se analizaron por SDS-PAGE en geles al 12% de poliacrilamida bajo
condiciones reductoras. Las bandas resultantes se electrotransfirieron a una
membrana de nitrocelulosa, se bloquearon con leche descremada y se hibridaron
con 2 ug del anticuerpo correspondiente. Posteriormente, se incubaron con el
anticuerpo anti-IgG de ratdon acoplado a fosfatasa alcalina (Zymed). La
membrana se reveld con el sustrato para fosfatasa alcalina BCIP/NBT (Zymed).
Para determinar la translocacion nuclear del factor NF-xB se realizd una

cuantificacidén con respecto a su presencia en el extracto citoplasmico.

10.10 Analisis estadistico

Los datos de los ensayos de invasion, de viabilidad de las CEMB, de crecimiento
de S. aureus, los andlisis densitométricos y la produccion de dxido nitrico, se
obtuvieron de al menos tres experimentos independientes realizados por
triplicado; el andlisis de Western blot se realizd en dos experimentos
independientes. Los datos se analizaron mediante la prueba ¢ de Student. Los

datos se reportan como los promedios de cada experimento y se normalizaron
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con respecto a su control. Los valores de P se consideraron significativos cuando
<0.05.
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11. Resultados

11.1 Efecto del AAS sobre el crecimiento de S. aureus

Para evaluar el crecimiento de S. agureus en presencia del AAS y
determinar si existia un efecto bacteriostatico o bactericida del farmaco, la
bacteria se cultivd con distintas concentraciones del AAS (2, 3, 5, 10 y 20 mM).
En la Figura 10 se muestra la curva de crecimiento de S. gureus a distintos
tiempos (0, 2, 4, 6, 8 y 24 h) en los diferentes tratamientos con el AAS. Se
determind que no existe un efecto del AAS sobre el crecimiento de la bacteria, ya
que no disminuyo éste en presencia de las distintas concentraciones del AAS con
respecto a las bacterias control (sin tratamiento del farmaco). EI mismo
comportamiento se observo para el caso de S. aureus cultivado con el vehiculo
de disolucion del AAS (etanol). Estos resultados demuestran que tanto el AAS
como el vehiculo no afectaron el crecimiento de S. aureus 27543. Con estos
resultados, se procedio a utilizar la concentracion de 5 mM del AAS (que inhibe la

translocacién de NF-xB) en los experimentos de invasidon posteriores.
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Figura 10. Efecto del AAS sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus 27543. La cepa
de S. aureus se cultivd en medio LB liquido por 12 h a 37 °C en presencia del AAS a distintas
concentraciones (0, 2, 3, 5, 10 y 20 mM). Se utilizé etanol como vehiculo para disolver el AAS. El
crecimiento de la bacteria se cuantificd por densidad 6ptica de los cultivos a 600 nm a distintos
tiempos (0, 2, 4, 6, 8 y 24 h). Los valores obtenidos corresponden al promedio de 3 experimentos
independientes realizados por triplicado * = P<0.05.
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11.2 Efecto del AAS sobre la viabilidad de las CEMB

Para descartar un efecto citotdxico del AAS sobre las CEMB, éstas se
trataron con AAS (5 mM) y con el vehiculo a distintos tiempos. En la Figura 11 se
presentan los resultados obtenidos de estas evaluaciones. No se observaron
diferencias significativas de las CEMB tratadas con el AAS (P < 0.05) con
respecto al control (sin tratamiento del farmaco), aunque se observd una
disminucion del 10% de la viabilidad de las CEMB a las 2 h de exposicidon con el
compuesto. Sin embargo, estos valores permanecieron constantes hasta las 8 h
de exposicion con AAS. De igual forma, se observé que el vehiculo (etanol) no
afectd la viabilidad de las CEMB, ya que los valores fueron similares al control en
todos los tiempos evaluados. Estos resultados indican que el AAS no presenta
efectos de citotoxicidad que provoquen una disminucién en la viabilidad de las
CEMB a una concentracion de 5 mM.
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Figura 11. Viabilidad de las CEMB tratadas con el AAS. Las células se trataron con 5 mM de
AAS a distintos tiempos (2, 4, 6 y 8 h). La viabilidad se evalu6 utilizando la técnica de exclusion
de azul de tripano. Los datos obtenidos corresponden al promedio de 3 experimentos
independientes realizados por triplicado, los valores se normalizaron considerando el tratamiento
control como 100% de viabilidad. Se muestran sus respectivos errores estandar. * = P<0.05.
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11.3 Endocitosis de S. aureus en las CEMB

Uno de los objetivos del presente trabajo fue evaluar la participacion del
factor transcripcional NF-«B durante la endocitosis de S. aureus en las CEMB
estimuladas por bPRL. Para ello, se realizaron ensayos de infeccidén en las CEMB
tratadas con bPRL (1, 5, 10 y 50 ng/ml) durante 24 h, a las cuales en el
momento de la infeccidn con S. aureus se les afadid el AAS (5 mM).

En la Figura 12 se muestran los resultados de la endocitosis de S. aureus
por las CEMB mediada por bPRL en presencia del AAS. Se observd que en
presencia de bPRL la endocitosis de S. aureus por las CEMB se incrementd ~2
veces a una concentracion de 5 ng/ml de la hormona. Asi mismo, se observo un
efecto de campana ya que, a concentraciones mayores de la hormona, la
endocitosis no se estimuld, estos resultados coinciden con los datos previos del
laboratorio (Gutiérrez-Barroso et a/, 2008).

Por otro lado, se observd también que en las CEMB control (sin
tratamiento de bPRL) se incrementé ~1.5 veces la endocitosis de S. aureus
cuando las CEMB fueron tratadas con el AAS, sugiriendo que la endocitosis de S.
aureus depende de la participacion de NF-xB. Sin embargo, esta induccion de la
endocitosis de S. aureus disminuyd significativamente (P < 0.05) en presencia de
concentraciones crecientes de bPRL pero no se abatid completamente (Figura
12); lo cual sugiere que la bPRL en conjunto con la infeccion pueden estar
modulando otros factores en las CEMB que tengan alguna participacion en la
endocitosis de S. gureus, y que este mecanismo es independiente de NF-«B.

Considerando que el mayor efecto sobre la endocitosis de S. gureus se
presentd cuando las CEMB se trataron con bPRL (5 ng/ml) y que este efecto fue
inhibido en un 50% cuando se adiciond el AAS (5 mM), se decidié evaluar
Unicamente esta concentraciéon de la hormona para los experimentos posteriores;
sin embargo, se llevaron a cabo de manera paralela experimentos con otras

concentraciones de bPRL (1, 10 y 50 ng/ml; datos no mostrados).
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Figura 12. Endocitosis de Staphylococcus aureus en las CEMB tratadas con bPRL y AAS.
Las CEMB se trataron con bPRL (0, 1, 5, 10 y 50 ng/ml) 24 h previas a los ensayos de infeccién,
y al momento de la misma se afiadié el AAS (5 mM). Se determiné el nimero de UFC
endocitadas utilizando una MDI de 30:1. Los datos obtenidos corresponden al promedio de los
porcentajes de 3 experimentos independientes realizados por triplicado. El simbolo “*” indica
valores significativos (P < 0.05) con respecto al control.

11.4 Regulacion del factor transcripcional NF-x<B en las CEMB en
presencia S. aureusy bPRL

Con el fin de evaluar la participacién de NF-xB durante la endocitosis de S.
aureus en las CEMB estimuladas con bPRL, se decidié evaluar la translocacion
nuclear de este factor por analisis de Western blot utilizando el anticuerpo anti-
p65. En la Figura 13A se muestran los resultados de la translocacién nuclear de
NF-xB en las CEMB expresados como la relacion nuclear/citoplasmica de este
factor. Se observd que S. aureus inhibid significativamente la translocacion

nuclear de NF- kB en las células control, este efecto inhibitorio se observé atn
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en presencia de bPRL (5 ng/ml). Asi mismo, se observd que el AAS no modificd
la translocacion nuclear de NF-kB en las células control; sin embargo, cuando las
CEMB fueron tratadas con bPRL, el AAS si presentd efectos inhibitorios sobre la
translocacion de NF-kB. Se observd también una inhibicidon significativa de la
translocacion en las CEMB estimuladas con bPRL en presencia de S. aureus y
AAS, sugiriendo que la bacteria y el farmaco actian de manera conjunta en la

inhibicion de la translocacion de NF-xB.
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Figura 13. Evaluacion de la translocacién nuclear del factor transcripcional NF-kB en las
CEMB tratadas con bPRL e infectadas. Las CEMB se trataron con bPRL (5 ng/ml) y AAS (5
mM) y se infectaron por 2 h. Posteriormente se obtuvieron los extractos proteicos citoplasmicos y
nucleares de cada condicion. Estos extractos se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-p65 y
las proteinas se analizaron por SDS-PAGE en geles al 12% de poliacrilamida bajo condiciones
reductoras. Las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se hibridaron con el
anticuerpo anti-p65. A) La gréafica muestra la relacion de los valores de NF-kB de los extractos
nucleares y citoplasmicos. Los datos se normalizaron con respecto al tratamiento control (células
sin tratamiento). Se muestra el promedio de dos experimentos independientes. * = P < 0.05 con
respecto al control ** = P<0.05 con respecto al tratamiento con bPRL. B) Analisis de Western blot
de NF-kB en los extractos nucleares y citoplasmicos de las CEMB. Las flechas indican a NF-xB
a 65 kDa
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El mayor efecto sobre la translocacion nuclear de NF-«xB se observd en las
CEMB tratadas unicamente con bPRL (5 ng/ml), aumentando ~1.4 veces, datos
que ya se habian reportado anteriormente. Estos resultados demuestran que S.

aureus inhibe la activacion de NF-xB en las CEMB con o sin tratamiento de bPRL.

11.5 Expresion del mRNA para genes de citocinas y elementos de la
respuesta inmune innata

Para evaluar si la translocacion nuclear de NF-xB se correlacionaba con la
expresion de genes de elementos de la respuesta inmune innata en las CEMB
infectadas con S. aureus en presencia de bPRL (5 ng/ml), se evaluaron genes

representativos de esta respuesta.

11.5.1 Expresion del mRNA de TNF-a en las CEMB

En la Figura 14 se muestra el anadlisis de la expresion del mRNA que
codifica para TNF-a.en las CEMB, los resultados se presentan en relacion a la
expresion de B-actina. Se observd que S. aureus no modificd significativamente
la expresion del mRNA de TNF-a en las células control. Sin embargo, en
presencia de bPRL (5 ng/ml) la bacteria si ejercid un efecto inhibitorio
significativo con respecto a su control. Estos datos coinciden con la disminucién
de la translocacion nuclear de NF-xB (Figura 13A). Se observd también una
mayor expresion (~1.4 veces) del mRNA de TNF-a en las CEMB tratadas con
bPRL (5 ng/ml), lo cual también coincide con los datos de translocacion del
factor NF-xB. Por otro lado, tal como se esperaba, el AAS presentd efectos
inhibitorios en la expresion del mRNA de TNF-a, ésto debido al efecto inhibitorio
que se ha reportado sobre NF-«xB. Estos datos sugieren que S. aureus inhibe la
expresion del mRNA de TNF-a. aln en presencia de bPRL, y que esta expresion

depende principalmente de la activacion de NF-«B.
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Figura 14. Expresion del mRNA de TNF-a en las CEMB tratadas con bPRL e infectadas. Se
realizaron ensayos de infeccién con S. aureus en las CEMB tratadas con bPRL (5 ng/ml) y AAS
(5 mM). Se extrajo el RNA total para la realizacién de los ensayos de RT-PCR. A. La grafica
muestra los valores de densidad Optica de las amplificaciones del mensajero de TNF-a con
respecto a B-actina (utilizado como control). Se presenta el promedio de 3 experimentos
independientes, con sus respectivos errores estdndar. Los valores se normalizaron con respecto
al tratamiento control (células sin tratamiento). * = P < 0.05 con respecto al control ** =P < 0.05
con respecto al tratamiento con bPRL. B. Productos de PCR representativos de las
amplificaciones del cDNA de TNF-a visualizados en geles de agarosa al 2%, las bandas
corresponden al tamafio del fragmento (183 bp).

11.5.2 Expresion del mRNA del péptido antimicrobiano traqueal (TAP)
en las CEMB

En la Figura 15 se muestra el andlisis densitométrico de la expresion del
mRNA que codifica para TAP con respecto a la expresion de B-actina en las
CEMB. Se observo que S. aureus inhibe significativamente la expresion del mRNA

de TAP en las células control, las cuales muestran una expresion basal del
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mRNA, esta inhibicién por parte de S. aureus se observo también en las CEMB
con tratamiento de bPRL, lo cual sugiere que S. aureus en las CMEB inhibe la
expresion del mRNA de este péptido antimicrobiano. Sin embargo, se observd
una induccion sobre la expresion del mRNA de este péptido cuando las CEMB
fueron estimuladas con bPRL (5 ng/ml), lo cual indica que la expresion es
inducida en presencia de la hormona y que esta expresidbn depende
principalmente de la activacion de NF-«xB, puesto que al ser inhibido por efecto

del AAS, disminuyé significativamente la expresion.

m Control

m S. aureus
HAAS

m S. aureus+AAS

TAP / 3 -actina

bPRL (ng/ml)

Control
S. aureus
AAS
S. aureus
+AAS
Control
S. aureus
AAS
S. aureus
+AAS

TAP

B-actina

bPRL (5 ng/ml)

Figura 15. Expresion del mRNA de TAP en las CEMB tratadas con bPRL e infectadas. Se
realizaron ensayos de infeccion con S. aureus en las CEMB, con 5 ng/ml de bPRL y 5 mM de
AAS. Se extrajo el RNA total para la realizacion de los ensayos de RT-PCR. A. La gréfica
muestra los valores de densidad 6ptica de las amplificaciones en relacién a la expresion de j-
actina. Se presenta el promedio de 3 experimentos independientes, con sus respectivos errores
estandar. Los valores se normalizaron con respecto al tratamiento control (células sin
tratamiento). * = P < 0.05 con respecto al control ** = P <0 .05 con respecto al tratamiento con
bPRL. B. Productos de PCR representativos de las amplificaciones del cDNA de TAP
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visualizados en geles de agarosa al 2%, las bandas corresponden al tamafio del fragmento (166
bp).

11.5.3 Expresion del mRNA de iNOS en las CEMB

La Figura 16 muestra el analisis densitométrico de la expresién del mRNA
que codifica para la sintasa inducible de 6xido nitrico (iNOS), con respecto a la
expresion de B-actina en las CEMB. Se observd que aun cuando existe una
expresion basal del mRNA de iNOS en las células control, esta no se ve inhibida
por efecto de S. aureus, lo mismo ocurre con las CEMB con tratamiento de bPRL,
lo cual sugiere que S. aureus no modifica la expresién del mRNA de iNOS en las
CEMB. Sin embargo, se observd una induccion del mensajero de iNOS (~1.5
veces) en las CEMB con tratamiento de bPRL, este mismo efecto se presentd en
la modulacién de la expresidon de los mRNAs de TNF-a. y TAP. Sin embargo, en
presencia de bPRL, el tratamiento de las CEMB con AAS o con AAS y la bacteria

provoco una reduccion significativa de la expresion de este mensajero.

11.5.4 Produccion de NO por las CEMB

Para evaluar la produccion de NO se obtuvo el medio de cultivo de las
CEMB infectadas tratadas con bPRL y AAS (Figura 17). Se observé una
produccién basal de NO en las células control (sin tratamientos), y esta
produccién no se vid modificada por la infeccidon con S. aureus o el tratamiento
con AAS.

Por otro lado, se observd un incremento en la concentracion de NO en las
células tratadas Unicamente con bPRL, aumentando ~2.5 veces con respecto a
las células sin bPRL. Sin embargo, se observd una reduccion significativa en la
concentracion de NO en las CEMB infectadas, tratadas con AAS o ambos,
sugiriendo que la produccion de NO en CEMB es inducida por efecto de la

hormona y este efecto es inhibido por S. aureus o el AAS.
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Figura 16. Expresién del mRNA de iNOS en las CEMB tratadas con bPRL e infectadas. Se
realizaron ensayos de infeccién con S. aureus en las CEMB, con 5 ng/ml de bPRL y 5 mM de
AAS. Se extrajo el RNA total para la realizacion de los ensayos de RT-PCR. A. La gréfica
muestra los valores de densidad Optica de las amplificaciones en relacion a la expresiéon de B-
actina. Se presenta el promedio de 3 experimentos independientes, con sus respectivos errores
estandar. Los valores se normalizaron con respecto al tratamiento control (células sin
tratamiento). * = P < 0.05 con respecto al control ** = P < 0.05 con respecto al tratamiento con
bPRL. B. Productos de PCR representativos de las amplificaciones del cDNA de iNOS
visualizados en geles de agarosa al 2%, las bandas corresponden al tamafio del fragmento (282

bp).
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Figura 17. Produccion de NO por las CEMB infectadas con S. aureus en presencia de
bPRL y AAS. Se realizaron los ensayos de infeccion con bPRL (5 ng/ml) y AAS (5 mM) y se
recuper6 el medio de las células. La grafica muestra el promedio de 4 experimentos
independientes realizados por triplicado, con sus respectivos errores estandar. Los valores se
normalizaron con respecto al tratamiento control (células sin tratamiento). * = P < 0.05 con
respecto al control ** = P < 0.05 con respecto al tratamiento con bPRL.

11.5.5 Expresion del mRNA de «-caseina en CEMB

Con el fin de comprobar si las CEMB utilizadas en estos experimentos,
respondian de manera adecuada al estimulo de la bPRL en los procesos
infecciosos con S. aureus, se decidid evaluar la expresion del mRNA de «-
caseina, el cual es un gen especifico del epitelio mamario bovino y que es
modulado por efecto de bPRL.

La Figura 18 muestra el analisis densitométrico de la expresién del mRNA
de k-caseina, con respecto a la expresion de B-actina. Se observd una expresion
basal del mRNA de «-caseina en las células control, esta expresion fue inhibida
por efecto de S. aureus, esta inhibicion se observd también en las CEMB con
tratamiento de bPRL, lo cual sugiere que S. aureus inhibe la activacién de otros
factores transcripcionales en las CEMB como puede ser STAT5, que es el factor
regulador de la expresidon de la sintesis de proteinas de la leche. Se observo
también que la bPRL (5 ng/ml) induce ~1.5 veces la expresion del mRNA de «-
caseina con respecto a las células control, lo cual concuerda con datos
reportados. Se observd también que el AAS no modifica la expresién de este

mensajero. Estos resultados sugieren que las CEMB con tratamiento de bPRL
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responden adecuadamente al estimulo de la hormona y que la expresion del

mRNA de «-caseina es inhibida por efecto de S. aureus.
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Figura 18. Expresion del mRNA de k-caseina en las CEMB infectadas con S. aureus en
presencia de bPRL y AAS. Se realizaron ensayos de infeccion con S. aureus en las CEMB, con
5 ng/ml de bPRL y 5 mM del AAS. Se extrajo el RNA total para la realizacion de los ensayos de
RT-PCR. A. La gréfica muestra los valores de densidad 6ptica de las amplificaciones. Se utilizo
como control interno la expresién de B-actina. Se presenta el promedio de 4 experimentos
independientes, con sus respectivos errores estandar. Los valores se normalizaron con respecto
al tratamiento control (células sin tratamiento). * = P < 0.05 con respecto al control ** = P < 0.05
con respecto al tratamiento con bPRL. B. Productos de PCR representativos de las
amplificaciones del cDNA de k-caseina visualizados en geles de agarosa al 2%, las bandas
corresponden al tamafio del fragmento (350 bp).
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12. Discusion

La mastitis bovina es considerada como una enfermedad multifactorial de
gran importancia en la ganaderia lechera, ya que causa pérdidas econdmicas
considerables a nivel mundial (Brouillette et a/, 2003). Dentro de los factores que
influyen mayormente en la incidencia de la mastitis se encuentran los
organismos patdgenos, principalmente de origen bacteriano, destacando
Staphylococcus aureus que tiene la capacidad de invadir las células del epitelio
mamario bovino (CEMB) (Huszenicza et a/, 2004). En estudios previos realizados
por nuestro grupo de trabajo se demostré que las CEMB tratadas con bPRL (5
ng/ml) incrementan su capacidad de endocitar a S. aureus, ademas de que la
accién conjunta de estos dos factores modula la expresion de genes de la
respuesta inflamatoria, principalmente de algunas citocinas proinflamatorias
(Gutiérrez-Barroso et al, 2008).

La expresion de citocinas proinflamatorias estd mediada principalmente
por NF-xB (Gosh et a/, 1998). Sin embargo, hasta la fecha no se ha evaluado la
participacion de NF-xB en el proceso de endocitosis de S. aureus en las CEMB
mediado por bPRL. En este sentido, solo se ha descrito la participacion de la
bPRL en la activacién de NF-xB en casos de mastitis cronica en células epiteliales
MAC-T (Boutet et a/, 2007). Sin embargo, en ese trabajo no se evalud la
activacion de este factor durante procesos infecciosos con S. aureus. Por lo que
el objetivo de este trabajo fue evaluar la activacién de NF-xB durante el proceso
de endocitosis de S. gureus en las CEMB estimuladas con bPRL.

La estrategia utilizada para evaluar la participacion del factor NF-xB en el
proceso de endocitosis de S. aureus en las CEMB fue inhibir la translocacion
nuclear de NF-xB mediante el uso del acido acetilsalicilico (AAS, 5 mM). El AAS,
es el principal antiinflamatorio no esteroideo (AINE) utilizado como agente de
control de la inflamaciéon y se ha demostrado su capacidad para impedir la
translocacién de NF-xB ya que compite por el sitio de unién del ATP en el
complejo IKKB (Yin et a/, 1998). Sin embargo, se conoce que el acido salicilico

disminuye la virulencia de S. aureus, asi como también su adhesion e invasion in
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vitro en células endoteliales humanas (Kupferwasser et aj, 2003; Park et al,
2006). Adicionalmente, se ha reportado que el AAS posee actividad
bacteriostatica y bactericida a una concentracién de 50 a 100 ug/ml (Park et aj,
2006). Por lo que primero se analizd el efecto del AAS sobre el crecimiento de S.
aureus y la viabilidad de las CEMB. La evaluacion se llevd a cabo con la cepa S.
aureus ATCC 27543, proveniente de un caso de mastitis clinica, ésta se cultivo
con distintas concentraciones del AAS durante 2, 4, 6, 24 y 48 h. Los resultados
mostraron que el AAS no afectd el crecimiento de S. aureus adn a
concentraciones de 20 mM de AAS (Figura 10).

En el mismo sentido, para descartar un efecto citotdxico del AAS sobre las
CEMB, se evalud la viabilidad de estas células con la concentracion de AAS
seleccionada para llevar a cabo los experimentos (5 mM). Se evaluaron distintos
tiempos de incubacién (0 - 24 h), y la viabilidad se determind utilizando la
técnica de exclusién de azul de tripano, la cual se basa en la incorporacion del
colorante por las células no viables como consecuencia de cambios en la
permeabilidad de la membrana celular (Freshney, 1987). De acuerdo a los
resultados la viabilidad de las CEMB no se afectd por la presencia del AAS (Figura
11) en todos los tiempos de incubacion, lo cual coincide con lo reportado en
estudios previos, en donde el acido salicilico no disminuye la viabilidad de células
endoteliales vasculares humanas (Park et a/, 2007). Tomando en cuenta los
resultados del efecto del AAS sobre la viabilidad de las CEMB y el crecimiento de
S. aureus, se decidio utilizar el AAS a una concentracién de 5 mM en los ensayos
de infeccion, ya que esta es la concentracion reportada como inhibitoria de la
translocacion de NF-«B (Yin et a/, 1998).

El objetivo de este trabajo fue determinar la participacion del factor
transcripcional NF-kB en la endocitosis de S. aureus en las CEMB estimuladas por
bPRL. Se demostrd que la endocitosis de S. aureus por las CEMB es estimulada
por concentraciones de bPRL de 1-5 ng/ml, observandose la mayor induccién con
5 ng/ml (Figura 12); no obstante, a concentraciones mayores la endocitosis

disminuyd, lo cual coincide con reportes previos del laboratorio (Gutiérrez-
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Barroso et a/, 2008). Se observd también que las CEMB control, sin tratamiento
de bPRL, incrementan la endocitosis de S. aureus (~1.5 veces) cuando el factor
NF-xB se encuentra inhibido por efecto de AAS (Figura 12), sugiriendo que al
inhibirse la ruta de NF-xB disminuye también la expresion de elementos de la
respuesta inmune innata, las cuales son los encargados de contrarrestar y
eliminar inicialmente a los patdgenos, favoreciendo la endocitosis de S. aureus
(Yu-Lee, 2002). La inhibicion de la endocitosis de S. aureus en las CEMB en
presencia de concentraciones crecientes de bPRL sugiere que la hormona en
conjunto con la infeccidn puede estar modulando otros factores transcripcionales
que participen en la endocitosis de S. aureus, y que este mecanismo es
independiente de NF-«xB. Sin embargo, para corroborar esto es necesario evaluar
otros factores de transcripcidon relacionados con el epitelio mamario bovino y
regulados por bPRL como puede ser Stat5.

El analisis realizado para evaluar la participacion del factor NF-xB en el
proceso de endocitosis de S. aureus en las CEMB se realizd de manera indirecta
a través de la inhibicion del factor con el AAS. Para establecer de manera precisa
el estado de activacion del factor NF-xB se decidié evaluar la translocacion
nuclear de este factor en las CEMB estimuladas con bPRL y sometidas a la
infeccién con S. aureus mediante ensayos de Western blot. Se observd un
incremento en la translocacion al nucleo del factor NF-xB en presencia de bPRL
(Figura 13A); este resultado coincide con el trabajo de Boutet et a/ (2007),
quienes reportan una activacion de NF-xB dependiente de PRL en casos de
mastitis bovina cronica. De manera interesante, cuando las CEMB se infectaron
con S. aureus se observo una inhibicién de la translocacién nuclear de NF-kB,
esta inhibicion también se observé en las células tratadas con bPRL (5 ng/ml).
Estos datos no coinciden con el hecho de que factores solubles de bacterias
gram positivas (LTA) o de gram negativas (LPS) inducen la activacidon de factores
transcripcionales y la expresién de citocinas proinflamatorias en tejidos de la
glandula mamaria bovina (Sordillo et a/ 1997). Asi mismo, en otros tipos

celulares (células fagociticas profesionales como macréfagos, neutrdfilos y
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monocitos) se ha reportado que S. aureus activa a NF-xB (Sodhi y Tripathi,
2008; Mount et al, 2009). Sin embargo, se ha demostrado que S. aureus no es
capaz de inducir una respuesta inflamatoria o signos clinicos de una inflamacién
en glandula mamaria bovina, y tampoco modifica la expresion de TNF-o e IL-8,
mientras que en células epiteliales mamarias S. aureus y LTA no modifican la
activacion de NF-«xB (Yang et al, 2008). Los resultados de nuestro trabajo
sugieren que S. aureus pueda estar expresando otros factores que inhiban la
activacion del factor NF-«xB; en este sentido, se ha demostrado que esta bacteria
es capaz de expresar otras proteinas solubles como la staphopaina (A y B) y la
aureolisina que son proteasas que interrumpen la actividad del sistema inmune
(Potempa y Pike, 2009). Por lo que se puede concluir que S. aureus puede
implementar estrategias invasivas, inhibiendo la activacién de NF-xB en células
fagociticas no profesionales como el epitelio mamario bovino.

Para analizar si la inhibicion de la translocacion nuclear del factor NF-xB
por S. aureus en las CEMB se correlacionaba con la modulacion de genes de la
respuesta inmune innata, se decidid evaluar la expresién del mRNA de algunos
genes representativos que se sabe dependen principalmente de la activacion de
NF-«B. Se demostré que las CEMB tiene una expresion basal de todos los mRNAs
evaluados; sin embargo, se observd que S. aureus genera una disminucién de la
expresion del mMRNA de TAP, mientras que no modifica la expresion del mRNA de
TNF-a e iNOS en las CEMB. Por otro lado, cuando las CEMB fueron tratadas con
bPRL (5 ng/ml), S. aureus genera un efecto inhibitorio en la expresion de TNF-a
y TAP (Figura 14A y 15A), lo cual coincide con los datos de inhibicion de la
translocacién nuclear de NF-kB (Figura 13A), sugiriendo que S. aureus al
modificar la activacién de NF-xB provoca una disminucién de la expresion de los
mRNAs de ciertas citocinas proinflamatorias. Esta inhibicién de la expresion del
mRNA de TAP por S. aureus se habia reportado previamente en las CEMB
tratadas con PRL y AAS (Ldpez-Meza et a/, 2009).

52



Bajo un proceso infeccioso, causante de inflamacion, las células epiteliales
bovinas son capaces de producir NO. En las células epiteliales mamarias, la
producciéon de NO depende principalmente de la activacion de la enzima
inducible iINOS (Bolander, 2002). En este trabajo no se observd una modificacion
en la expresion del mRNA de iNOS por efecto de la bacteria y la inhibicién de la
translocacién nuclear del factor NF-«xB en las CEMB (Figura 16A); en este sentido
se ha reportado que la expresién del mRNA de iNOS puede ser activada por
otros factores transcripcionales como el factor IRF-1 (Interferon regulatory
factor) en casos en el que NF-xB se encuentra inhibido (Corbacho et a/, 2003).
Sin embargo, en presencia de bPRL se observd un incremento en la expresion
del mRNA de iNOS la cual fue inhibida cuando las CEMB fueron infectadas y
tratadas con AAS. Esta induccién del mRNA de iNOS por efecto de la bPRL
coincide con reportes donde se establece que la PRL es capaz de regular la
activacion de iNOS, lo cual da como resultado el incremento de calcio intracelular
(Figura 7) tras la activacion de la fosfolipasa C y la liberacion de calcio mediada
por el inositol trifosfato, producto de la activacion del RPRL por la hormona
(Boulanger et a/, 2001; Bolander, 2002). Esta activacion de iNOS da como
resultado la produccion de NO en epitelio mamario bovino. En apoyo a estos
datos se ha reportado que la PRL modula e incrementa la produccion de NO en
el epitelio de la glandula mamaria de ratdn via la activacion de iNOS (Bolander,
2002). Cuando se cuantificd el NO producido por las CEMB, se observd un
incremento en las células con tratamiento de bPRL (Figura 17), sugiriendo que
este efecto depende de bPRL, lo cual coincide también con los datos de
expresion del mRNA de iNOS. Por otro lado, se demostrd que S. aureus no afecta
la produccidon de NO en las CEMB, mientras que en las CEMB tratadas con bPRL e
infectadas la producciéon de NO disminuye.

Con el propdsito de determinar si las CEMB utilizadas en estos
experimentos eran capaces de emitir una respuesta ante la presencia de bPRL y
evaluar las propiedades caracteristicas de este tejido ante un proceso infeccioso

por S. aureus, se decidié evaluar un gen especifico de epitelio mamario, en este
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caso la expresion del mRNA de k-caseina que se sabe depende del estimulo de
bPRL. Los resultados (Figura 18A) demostraron que la expresion del mRNA de «-
caseina en las CEMB se induce en presencia de bPRL, como se ha reportado
anteriormente (Hovey et al, 2002). Interesantemente, se observd que la
expresion del mRNA de k-caseina disminuye en presencia de S. aureus, hecho
que puede ser congruente con los procesos fisiologicos normales de un
organismo, y que bajo un proceso nocivo deja de realizar sus funciones y al
contrario combate al agente agresor (Hocket ef a/, 2000). Con base en la
expresion de «k-caseina, se sugiere que la bPRL si modula la activacién de
factores especificos del epitelio mamario bovino como Stat5 en las CEMB,
modulando la expresion de los mRNA de las proteinas de la leche, mientras que
S. aureus inhibe esta expresion.

Con base a los resultados que se obtuvieron en este trabajo se puede
concluir que la translocacién nuclear de NF-xB en las CEMB es inhibida por efecto
de S. aureus aun en presencia de bPRL y que éstos a su vez inhiben la expresion

de TNF-a, TAP y la produccion de NO, pero no modifican la expresion de iNOS.
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13. Conclusion

Los resultados obtenidos sugieren que la infeccion por S. aureus en las
CEMB inhibe la translocacion nuclear del factor transcripcional NF-xB, lo cual
favorece la endocitosis de la bacteria. Por otro lado, la bPRL regula esta
endocitosis a través de la participacion de otra via de sefalizacién independiente
de NF-«xB. Finalmente, la bPRL modula positivamente la expresion de elementos
de la respuesta inmune innata en las CEMB; sin embargo, estos efectos se ven
disminuidos por efecto de la infeccidn estos datos se correlacionan con la

inhibicion de NF-xB bajo estas condiciones.
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