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Resumen

La mastitis bovina, es una enfermedad inflamatoria de la glandula mamaria que
ocasiona grandes pérdidas econdmicas. Staphylococcus aureus es el agente
etiologico del 30% de los casos, en donde se sabe que preferentemente se
producen moléculas antiinflamatorias como TFG-f, IL-10, asi como rearreglos del
citoesqueleto, con discreta activacion de NF-xB en las células alveolares
mamarias bovinas. Se ha reportado que diversos macrélidos como la tilmicosina
(TMS) ejercen funciones inmunomoduladoras, sin embargo se desconoce los
detalles moleculares de dichos efectos. Para conocer si el tratamiento con TMS
pre y post-infeccion modula la via de NF-xB en células alveolares mamarias
bovinas inmortalizadas (MAC-T) infectadas con S. aureus, se cultivaron células
MAC-T en medio DMEM incubadas a 37°C y 5% COz Se generé un modelo de
expresion de Proteina Verde Fluorescente (GFP)-RelA (subunidad de NF-xB) en
células MAC-T utilizando dosis crecientes de lipofectamina 2000° (1, 1.5, 2, 4, uL)
+ 5 pg de plasmido GFP-RelA; se obtuvo una eficiencia del 15 % de transfeccion
a la dosis de 1 yL de lipofectamina con la cual se trabaj6. En las pruebas de
infeccion con S. aureus a diferentes MOI (multiplicidad de infeccidn) se encontro
una inhibicion de la traslocacion de RelA a MOI 100:1 vs Ctrl- (p<0.05). En la
infeccion con S. aureus + post-tratamiento con TMS se encontré que los niveles
de RelA nuclear se recuperaron significativamente (p<0.05) vs S. aureus. Lo cual
sugiere que la tilmicosina tiene un efecto proinflamatorio protector frente a la

infeccién por S. aureus en células MAC-T.

Palabras clave: Mastitis bovina, inflamacion, S. aureus, NF-xB, células MAC-T,

tilmicosina.
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Abstract

Bovine mastitis is an inflammatory disease of the mammary gland tissue that
causes severe economic losses. Staphylococcus aureus is the main contagious
agent of 30% of all cases, where it is known that anti-inflammatory molecules such
as TFG-B and IL-10 are preferably produced, and responses related to
cytoskeleton rearrangements, without significant activation of NF-xB in bovine
mammary alveolar cells. It has also been reported that macrolides such as
tilmicosin (TMS) exert immunomodulatory functions, however the molecular details
are not completely understood. To know the role of TMS treatment in the NF-xB
pathway in Inmortalized Bovine Mammary Alveolar Cells (MAC-T) under infection
with S. aureus, MAC-T cells, were cultured in supplemented DMEM medium and
incubated at 37 ° C + 5% CO2. Increasing doses of lipofectamine 2000® (1, 1.5, 2,
4, uL) + 5 ug of plasmid GFP (Green Fluorescent Protein)-RelA (subunit of NF-kB)
were use for generate a model of expression of GFP-RelA protein in MAC-T cells
with approximately 15% of GFP positive cells. Firstly our data shows an inhibition
of RelA traslocation with multiplicity of infection (MOI) 100:1 vs Ctrl- (p<0.05). In
infection with S. aureus + TMS post-treatment we observe a statistical significant
increase of RelA traslocation (vs S. aureus) p<0.05. This data suggest a protective

and proinflammatory effect of tilmicosin against S. aureus infection in MAC-T cells.

Key Word: Bovine mastitis, inflammation, S. aureus, NF-«xB, tilmicosin, MAC-T

cells.
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1. INTRODUCCION

1.1 Mastitis bovina

La mastitis bovina, es una enfermedad inflamatoria de la glandula mamaria
caracterizada por el incremento en el recuento de células somaticas (RCS) en la
leche y por cambios patolégicos en el tejido mamario (International Dairy
Federation, 1987), es un problema significativo en la produccidén lechera con
importantes repercusiones sanitarias y que resulta en un gran dafio econdmico, el
cual puede ser directo o indirecto debido a la baja productividad, deterioro en la
calidad de la leche, reduccion en el precio de venta y desecho de leche
contaminada, costo de los antibidticos utilizados, por el sacrificio del animal,
incremento en gastos por concepto de reemplazos, pérdidas en el potencial
genético, y por los servicios veterinarios, provocando costos de produccion mas
altos (Guirando 1997; Reshi 2015).

En la mastitis bovina contagiosa S. aureus es uno de los agentes etioldgicos
mas comunes (Watts, 1988). Aunque S. aureus puede causar mastitis aguda y
clinica con alteracion macroscoépica de la leche, también la infeccion puede
evolucionar hacia mastitis crénica y subclinica, sin alteracidon macroscopica de la
leche pero con altos recuentos celulares y persistencia de las bacterias en la
glandula mamaria. La mastitis subclinica estafilococica representa el 20% de todos
los casos de mastitis bovina (Fig. 1) (Halasa 2007; Castafieda 2013), lo que es un

serio problema ya que requiere de tratamientos antibiéticos prolongados.



Principales microorganismos causantes
de mastitis bovina

# Staphylococcus
aureus (20%)

% Corynebacterium
spp (17%)

= Streptococcus spp
(15%)

= Otros (48%) >20
géneros

Figura 1. Frecuencia de aislamientos de microorganismos de muestras de leche positivas
a prueba de california. Datos epidemioldgicos del centro del pais. Basado en (Castafieda
2013; Miranda-Morales 2008).

Las células epiteliales mamarias desempefian un papel esencial en la vigilancia
del tejido mamario durante la infeccion al ayudar al reclutamiento de células del
sistema inmunologico y al reconocimiento bacteriano (Gilbert, 2013), por lo cual,
ademas de ser esenciales para la produccién de leche, también actuan como la
primera linea de defensa contra los organismos patégenos (Bougarn, 2011). Se
sabe que S. aureus penetra, sobrevive e incluso se multiplica dentro de una gran
variedad de células eucariotas, como las células epiteliales de la glandula
mamaria o las células inmunitarias (Almeida 1996; Kerro 2002). Esta
supervivencia dentro del nicho intracelular protege a las bacterias de los
antibioticos y les permite persistir en el hospedador durante mucho tiempo sin
causar inflamacion aparente (Boulanger 2003; Garzoni, 2009) lo que se asocia con

infecciones crénicas y recurrentes (Bardiau 2014; Alva 2015).



1.2 Células epiteliales mamarias

Las células células alveolares mamarias (MAC-T) son una linea celular clonal
establecida a partir de células alveolares mamarias bovinas primarias que
muestran la morfologia caracteristica de "piedra de rio" cuando las células
epiteliales se cultivan sobre sustrato plastico (Fig. 2). Las células MAC-T son
producidas por un transfeccion estable con el gen del antigeno T grande del
poliomavirus SV40 (SV40 LT), que es una oncoproteina hexamérica capaz de
inducir la transformacion maligna de una variedad de tipos celulares. La accion
transformante se debe principalmente a la inactivacion de proteinas supresoras de
tumores como son las proteinas Retinoblastoma (pRb) (DeCaprio, 1988) y p53
(Ahuja, 2005), asi como algunos coactivadores transcripcionales (Ali y DeCaprio,
2001) permitiendo que las células salgan de la fase G1 y entren en la fase S,
promoviendo la replicacién del ADN (Fig. 3). Las células MAC-T por lo tanto son
una linea celular inmortal, que presentan una habilidad uniforme de diferenciacion
(Huynh, 1991).

Figura 2. Células MAC-T cultivadas con medio DMEM+10% de suero fetal bovino, en la
cuales es posible observar su tipica forma de piedra de rio. (40x).
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Figura 3. El antigeno T de SV40 presenta un motivo estructural que codifica un dominio
de unién a pRb de alta afinidad (Figge, 1988) (Figge, 1993). Los residuos de TAg 103-109
forman una estructura de bucle extendida que se une fuertemente a un surco superficial
de pRb. Ademas varios enlaces de hidrogeno también estabilizan en complejo TAg-pRb
(Kim, 2001). Ademas el antigeno T se une e inactiva la proteina supresora de
tumores p53. Modificado de Hudson (2016).

1.3 Reconocimiento de patégenos

La respuesta inmune innata se basa en el reconocimiento de estructuras
conservadas evolutivamente en patdégenos, denominados patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP), a través de un numero limitado de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) codificados por linea germinal, de los cuales la
familia de receptores de tipo Toll (TLR) se ha estudiado mas extensamente
(Tabla 1) (Akira 2006; Medzhitov 2000).



Tabla 1. Reconocimiento de componentes microbianos por PRR.

Receptor Localizacién Componente Origen
celular microbiano
TLR1/TLR2 Superficie celular Triacil lipopéptidos Bacteriano
Superficie celular Diacil lipopéptidos Micoplasma
TLR2/TLRG Acido lipoteicoico Bacteria Gram
positiva
Superficie celular Lipoproteinas Diversos patdgenos
Peptidoglicano Bacterias Gram
positivas y negativas
Lipoarabinomanano Micobacterias
Porinas Neisseria
TLR2 Glicoproteinas de Virus
envoltura
GPIl-mucina Protozoarios
Fosfolipomanano Candida
Zimosano Hongos
B-glicano Hongos
Superficie dsRNA (RNA de doble Virus
TLR3
celular/endosomas cadena)
Superficie celular LPS (lipopolisacarido) Bacterias Gram
negativas
Glicoproteinas de
envoltura Virus
TLR4 Manano Candida
Glicoinositolfosfolipidos Protozoarios
HSP-70 (proteina de Hospedero
choque térmico de 70
kDa)
TLRS Superficie celular Flagelina Bacterias flageladas
TLR7/TLRS Endosoma ssRNA (RNA de cadena Virus de RNA
sencilla)
TLR9 Endosoma CpG DNA Virus, Bacterias

Tomado de Mogensen, (2009).




Tras el reconocimiento de PAMP, los PRR desencadenan respuestas que en
muchos casos llevaran a la produccion de citocinas proinflamatorias mediante la
activacion de multiples vias de sefalizacion intracelular, que incluyen moléculas
adaptadoras, cinasas y factores de transcripcidn que induciran, entre otros efectos
el reclutamiento de polimorfonucleares (PMN) al sitio de infeccion (Fig. 4) (Akira,
2006).

Superficie celular TLR

MAL

MyD88

Citocinas
proinflamatorias

Figura 4. Estructura de los TLR y moléculas accesorias. Modificado de Mogensen
(2009).

Estructuralmente los TLR son glicoproteinas integrales caracterizadas por un
dominio de unién al ligando extracelular o luminal que contiene motivos repetidos
ricos en leucina y un dominio citoplasmico de sefializacion homologo del receptor
Toll / interleucina 1 (TIR) La unidén del ligando a los TLR a través de la interaccion
PAMP-TLR induce la oligomerizacion del receptor, que posteriormente
desencadena la transduccion de la seinal intracelular (O’Neill, 2007). La distincion
adicional entre diferentes PAMP se logra a través de la formacion de
heterodimeros entre TLR2 y TLR1 o TLR6 (Ozinsky, 2000).



Por otra parte, existen familias de adaptadores que pueden ser utilizados como
moléculas adaptadoras individuales o combinaciones de moléculas que puede
explicar, hasta cierto punto, las respuestas diferenciales inducidas por diferentes
TLR, tal es el caso de MyD88 que es utilizado por TLR2 (Ozinsky 2000;
Schwandner 1999; Yoshimura 1999). De esta forma, la sefalizacion inducida por
TLR se puede dividir en gran parte en rutas dependientes de MyD88 e
independientes de MyD88, que ambas son capaces de activar NF-kB, aunque
cada una activa componentes de sefalizacion adicionales (Fig. 5) (Mogensen,
2009).

@ Peptidoglicano

e ©
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[
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/M-— Nucleo S,
NF-«8 NF-kB
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Figura 5. Los patdégenos que ingresan a la glandula mamaria son reconocidos por
receptores tipo Toll (TLRs) (Takeuchi, 2010), que reconocen los patrones moleculares
microbianos desencadenando la inflamacién (Akira, 2006). Las vias de senalizacion de
TLR activan una serie de cascadas de sefalizacion en sentido descendente. Ademas,
estos receptores usan mecanismos de transduccion de sefiales que incluyen la activacion
de IkB cinasa (IKK) y traslocacion de NF-kB al nucleo (Ghosh, 2002). Modificado de

Luke, (2013).




1.4 Via de senalizacion de NF-xB

La respuesta inflamatoria se caracteriza por la activacion coordinada de varias
vias de senalizacion que regulan la expresion de mediadores pro vy
antiinflamatorios en células de tejidos residentes y leucocitos reclutados en la
sangre. NF-kB se ha considerado durante mucho tiempo una via prototipica de
sefalizacion proinflamatoria, basada principalmente en la expresion de otros
genes proinflamatorios que incluyen citocinas, quimiocinas y moléculas de
adhesion. (Lawrence, 2009). Las estructuras generalizadas de las subfamilias del

nucleo de sefalizacion NF-kB se muestran en la (Fig.6).

La subfamilias Rel y NF-kB tienen un dominio de dimerizacién/union a ADN
conservado llamado dominio de homologia Rel (RHD), que también tiene
secuencias importantes para la localizacidn nuclear y la union del inhibidor de IxB.
Las porciones C-terminales de las proteinas Rel tienen dominios de activacién
transcripcional (TAD). Por otra parte las porciones C-terminales de las proteinas
de la subfamilia NF-kB tienen dominios inhibidores que contienen repeticiones de
ankirina (barras rojas), que pueden eliminarse mediante protedlisis mediada por
proteasoma. Al igual que con los dominios C-terminales de las proteinas de la
subfamilia NF-xB, las proteinas de la subfamilia IkB independientes consisten
principalmente en las repeticiones de ankirina (barras rojas), y varias de estas
proteinas (IkBa, IkBp, IkBg, IkBy) presentan dos residuos serina N-terminal (S) que
sirven como sitios de fosforilacidon IKK, que a su vez sefalan a la proteina para su
ubiquitinacion y degradacion. Las estructuras generalizadas de las proteinas de la
subfamilia IKK: IKKa e IKKB presentan diversos dominios, entre ellos: el dominio
cinasa, hélice-lazo-hélice (HLH), cremallera de leucina (LZ) y dominio de unién a
NEMO (NBD). Por ultimo la subfamilia NEMO presenta los siguientes dominios
espiral en espiral (CC), cremallera de leucina (LZ) y el dominio (ZF) dedo de zinc
(Gilmore, 2006).
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Figura 6. Nucleo de proteinas de sefnalizacion de NF-kB. Tomado de Gilmore, (2006).

En los ultimos anos ha quedado claro que existen al menos tres via separadas
para la activacion de NF-xB: La via canonica, la via no candnica y la via 3. La “via
candnica” es desencadenada por productos microbianos y citocinas
proinflamatorias tales como el factor de necrosis tumoral a (TNFa) e interleucina 1
(IL-1), lo que generalmente conduce a la activacion de complejos que contienen
un miembro de la familia Rel (RelA o cRel) y un miembro de la familia de NF-xB
(p50) (Karin y Ben-Neriah 2000). El complejo IKK consiste en dos subunidades de
cinasas, |IKKa (IKK1) e IKKB (IKK2) y una subunidad reguladora IKKy (NEMO).
IKKB regula la activacion de la via canodnica a través de la fosforilacion de kB y
requiere de la subunidad IKKy pero no de IKKa (Zandi, 1997). En la via no
canodnica se ocupa RelB como subunidad de NF-kB, mientras que en la via 3 la

sefalizacion es independiente de los miembros Rel (Gilmore, 2006).

NF-kB (heterodimero RelA/p50) existe en el citoplasma en una forma inactiva
asociada con proteinas reguladoras llamadas inhibidores de kB (IkB), de las

cuales las mas importantes pueden ser kBa, 1kBp e IkBg, estas se une a NF-xB



inactivandolo. La activacion de IKK inicia la fosforilacion de IkBa en residuos
especificos de serina NH2-terminales, de este modo, desencadena la degradacion
de IkBa dependiente de ubiquitina en el proteosoma 26S (Chen, 1995), liberando
asi a NF-kB del complejo citoplasmico unido a IkB, permitiendo la traslocacion de
NF-kB (miembros canonicos) al nucleo celular. Los cuales se unen a elementos
potenciadores kB de genes blanco, permitiendo la sintesis y secrecion de citocinas
pro-inflamatorias y quimiocinas (Gilbert, 2013), tales como interleucina-6 (IL-6),
interleucina-1B3 (IL-1B) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) que estan
asociadas con el desencadenamiento de la reaccion inflamatoria (Fig. 7)
(Neyrinck, 2013)

La activaciéon de NF-kB también esta ampliamente implicada en enfermedades
inflamatorias (Tak, 2001) y se ha prestado mucha atencién al desarrollo de

farmacos antiinflamatorios dirigidos a NF-kB.

Via canodnica

TLR, IL-1, TNF

Superficie celular

Ub B

o
Ub
P P s
Ub P
kB <«— i

. Nucleo
Degradacion g /2B
proteosomal S— \RelA)p50

|—

W}.KK

Figura 7. Via canodnica resumida de NF-kxB. Modificado de Lawrence, T. The nuclear
factor NF-kappaB pathway in inflammation. Cold Spring Harb Perspect Biol. 2009; 1 (6):
a001651.
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1.5 Regulacién negativa de la via canénica de NF-xB

La inflamacién es un proceso bioldgico necesario para proteger al organismo de
agentes daninos de forma inmediata y mediante una respuesta a largo plazo para
promover su resolucion. Por lo cual, posterior al inicio de la activacion de cascadas
de sefalizacién proinflamatorias mediadas por PRR, se llevan a cabo mecanismos
de regulacion negativa para disminuir o atenuar la inflamacion evitando una

respuesta exacerbada.

Los componentes celulares que regulan tanto la activacién como la inhibicién del
proceso inflamatorio estan interconectadas en complejas redes de sefializacion,
coordinadas para llevar a cabo un balance en la respuesta inmune del hospedero.
Muchos de estos efectores activadores involucran la via de NF-kB y moléculas
relacionadas como IKK, mientras que los mecanismos reguladores negativos son
auto-generados a través de retroalimentaciones negativas, tales como IkB y A20,
los cuales convergen en la inhibicion de NF-xB. Ademas, esta senalizacion
negativa involucra diferentes niveles de regulacion, tanto a nivel post-
transcripcional como post-traduccional, involucrando a componentes esenciales de
las vias de sefalizacion. Algunos de los reguladores negativos incluyen:
microRNA, proteinas de unién a RNA, fosforilaciones de los componentes de la
via, proteinas ubiquitin-ligasas, NLR, splicing alternativo de genes, e interacciones
proteina-proteina. (Rothschild, 2018).

1.6 Via canénica de NF-xB y f-catenina
La interaccion de las vias de sefalizacion, tiene como consecuencia una mayor
capacidad regulatoria y funcional de las vias independientes; lo que ayuda a tener

mayor especificidad frente a las sefiales que regulan las respuestas bioldgicas en

tiempo y espacio.
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Tal es el caso de B-catenina, la cual presenta entre sus funciones, el ser una
molécula de adhesion asociada a la membrana plasmatica que permanece gracias
a la senalizacion de Wnt. En ausencia de la estimulacién por Wnt, -catenina se
libera en el citosol para ser fosforilada por CKI y GSK3 lo cual induce su posterior
marcaje por ubiquitina y degradacion via proteosomal. Por otra parte hay estudios
en los cuales se ha reportado que existe una interaccion entre g-catenina y NF-«xB,
disminuyendo la actividad transcripcional de NF-kB, lo cual indica una funcién
antiinflamatoria de f-catenina; ademas se sugiere que [-catenina pudiera

estabilizar a 1B incrementando la retencion citoplasmica de NF-xB (Ma, 2016).

1.7 Falta de activacion de NF-xB en células MAC-T infectadas con S. aureus

Las infecciones por S. aureus en la glandula mamaria bovina causan
generalmente mastitis con presentaciones subclinicas y cronicas. Existen estudios
que indican la activacion de NF-kB en células fagociticas profesionales y células
epiteliales (RAW 264.7 y HEK 293, respectivamente) infectadas con S. aureus. Sin
embargo, en células epiteliales mamarias bovinas NF-kB no se activa de forma

significativa con S. aureus (Gunther, 2016).

Asi mismo se sabe que TLR2 soluble en leche materna puede inhibir la
sefalizacion mediada por TLR2 membranal. En este mismo sentido, en células
mamarias bovinas infectadas por S. aureus se lleva a cabo la produccién de TGF-
B, lo cual induce la ubiquitinacion de MyD88 y su posterior degradacion en el
proteosoma, bloqueando las vias de TLR dependientes de este factor. (Yang,
2008).

Por otra parte, se ha reportado que en modelos de infeccion de glandula
mamaria bovina con S. aureus, los perfiles de transcritos evidencian una
respuesta que involucra principalmente la regulacion de vias relacionadas con el

rearreglo del citoesqueleto permitiendo una rapida internalizacién en la barrera
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epitelial. Por otra parte los reguladores principales de vias de sefializacion
expresadas bajo la infeccion pertenecen a reguladores tales como TGFB1 y
ESR1, conocidos por sus funciones inmunosupresoras; ademas de la produccién
del factor CTHRC1 estimulador de la via Wnt/p-catenina lo cual podria explicar la
baja intensidad de la respuesta inmune de la glandula mamaria frente a S. aureus.
(Gunther, 2017).

Experimentos en células endoteliales bovinas infectadas con S. aureus,
demuestran que la activacion de NF-kB se lleva acabo solamente en etapas
tempranas de infeccion (<40 min). Posterior a este tiempo, NF-kB es inhibido. Este
switch molecular de pro-inflamacion/anti-inflamacion es regulado principalmente
por la actividad de GSK3a/p (ambas) que durante la infeccion con S. aureus en
etapas tardias (>120min), es fosforilado a un estado inactivo (mediado por Akt),
inhibiendo la actividad de NF-kB; disminuyendo los niveles de IL-8 e
incrementando los niveles de IL-10, lo que conlleva a una supresion del sistema
inmunoldgico y una respuesta tolerogénica frente al patdgeno. (Silva-Garcia,
2018).

1.8 Macrélidos y tilmicosina

Los macrdlidos son una familia bien establecida de antibidticos aislados de
estreptomicetos. Su principal caracteristica estructural es que consta de un anillo
de lactona macrociclica con uno o dos restos de azucar. Entre sus caracteristicas
mas importantes se encuentran: un espectro moderadamente amplio de actividad
antibacteriana por administracion oral y un indice terapéutico relativamente alto.
Los macrélidos son mas conocidos como antibidticos pero también ejercen otros
efectos farmacolégicos importantes, como la inmunosupresion y la
inmunomodulacion. La TMS es un antibiético macrélido sintetizado a partir de la

tilosina la cual es ampliamente utilizada en medicina veterinaria. Se puede afirmar
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que es un antibidtico predominantemente no idénizado, altamente liposoluble y que
se liga parcialmente a proteinas plasmaticas. Debido a que la TMS es un base
organica débil, tiende a concentrarse en sitios acidos. Estas caracteristicas
explican porque la TMS alcanza altas y persistentes concentraciones en los
tejidos, que siempre tienen un pH algo inferior al del plasma, mas aun en aquellos

que se encuentran infectados. (Fig. 8).

Figura 8. Estructura quimica de la tilmicosina, notese el anillo macrociclico de lactona
unido a diversos desoxiazucares. Tomado de Mestorino, (2004).

Por otra parte, se sabe que los macrdlidos, en particular la TMS tiene una fuerte
interaccidn con las células epiteliales de la glandula mamaria, y presenta una
localizacion intracelular y en un 70-80% se encuentra a nivel lisosomal. Estas
caracteristicas juegan un papel fundamental en la eficacia frente a

microorganismos intracelulares.

La TMS tiene amplio espectro, con actividad muy significativa frente a bacterias
Gram positivas, siendo un antibidtico efectivo en casos de infeccion por S. aureus
en donde se reporta una concentracion minima inhibitoria (MIC) de 0.78 ug/ ml.
(Ose 1987; Mestorino 2004).
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1.9 Efectos inmunomoduladores de la tilmicosina.

Se ha reportado que diversos macrélidos pueden tener propiedades anti-
inflamatorias mediante diversos mecanismos, uno de ellos es reduciendo la
acumulacion de células inflamatorias tales como PMN, leucocitos mononucleares
y linfocitos en sitios de infeccion (Kanoh, 2010). Otros estudios recientes sugieren
que la capacidad anti-inflamatoria de la TMS se da mediante la inducciéon de
apoptosis de los neutrofilos en bovinos; esto, a su vez, evita la liberacion de
contenido pro-inflamatorio in situ por las células en desgranulacién y, por lo tanto,
contribuye significativamente a la resolucion de la inflamacion. Finalmente, la
apoptosis inducida por tilmicosina en PMN bovinos se asocia con un aumento en
la translocacion de fosfatidilserina de la cara interna del PMN a la cara externa; lo
que resulta en una mayor fagocitosis de PMN por parte de los macrofagos,
ademas de la inhibicién de produccion de leucotrieno B4 (LTB4) molécula que
aumenta la permeabilidad vascular, generando edema en los procesos

inflamatorios cronicos.

Un punto importante a destacar es que se ha demostrado que diversos
macrolidos (ademas de los efectos anti-inflamatorios que se mencionaron
anteriormente) ejercen funciones inmunomoduladoras a través de la regulacion de
vias de sefalizacion involucradas en la activacion de NF-xB en distintos linajes
celulares (Aoki 1999; Desaki 2000; Desaki 2004; Ichiyama 2001; Yosuke 1999),
sin embargo, se desconocen las proteinas especificas o receptores dirigidos por

los macrolidos que afectan la via de NF-«xB (Fig. 9) (Kanoh, 2010).

Por otro lado, en estudios de toxicidad por TMS, se ha reportado su capacidad
de aumentar los niveles hepaticos del mRNA de las proteinas HSP70 y NF-kB,
ademas de disminuir la capacidad total antioxidante hepatica; lo cual podria
contraponerse a su efecto anti-inflamatorio que es observado en otras células;
indicando que el efecto de la TMS podria depender del tipo celular involucrado
(Farag, 2019).
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Figura 9. Posibles efectos de la tilmicosina (TMS) sobre las vias de senalizacion de
NF-kB. Modificado de Kanoh, (2010).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que las respuestas celulares a S. aureus difiere segun los tipos
celulares implicados. En el caso de células MAC-T, la falta de activacion de NF-xB
por este patdgeno desencadena un ambiente anti-inflamatorio en células
epiteliales mamarias bovinas. Por otra parte la respuesta inflamatoria puede ser
regulada por la aplicacion de ciertos antibioticos como los macrolidos (usados en
medicina veterinaria y humana), que se sabe tienen efectos inmunomoduladores.
Tal es el caso de la TMS, macrolido que ha demostrado tener buenos efectos
antibidticos e inmunomoduladores en medicina veterinaria principalmente en
problemas de mastitis en ganado bovino (Culic, 2001), sin embargo se
desconocen los mecanismos moleculares por los cuales se puede modular la

respuesta inmune en células epiteliales mamarias bovinas.

Datos recientes de un trabajo realizado en células MAC-T infectadas con S.
aureus que fueron pretratadas con tilmicosina (12 horas antes de la infeccion)
demostraron que hubo una disminucion en la produccion IL-1 e IL-6. Asi mismo
en células MAC-T infectadas con S. aureus, pre-tratadas con tilmicosina (12 horas
de la infeccidn) y tratadas post-infeccion (2 horas después), hubo una disminucién
sustancial en la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS). Por otra
parte se observd con el pre-tratamiento con TMS un aumento en la fosforilacion
de ERK 'y disminucién en p-p38. (Martinez-Cortés, 2019).

Considerando estos datos, la actividad de NF-xB pudiera ser regulada por el uso

de TMS modulando la respuesta proinflamatoria en células MAC-T.
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3. JUSTIFICACION

Los macrolidos, en particular la TMS tiene una fuerte interaccion con las células
epiteliales de la glandula mamaria. Por otra parte su concentracion intracelular se
manifiesta en un 70-80% a nivel lisosomal, lo que permite la eficacia frente a
microorganismos intracelulares. La TMS tiene amplio espectro, con gran
efectividad frente a bacterias Gram positivas, siendo un antibiético efectivo en
casos de infeccion por S. aureus (Ose, 1987; Mestorino, 2004). Ademas se sabe
que diversos macrolidos ejercen funciones inmunomoduladoras a través de la
modificacion de vias de senalizacion que involucran a NF-kB en distintos linajes
celulares (Aoki,1999; Desaki, 2000; Desaki, 2004; Ichiyama, 2001; Yosuke, 1999);
sin embargo, se desconoce si la TMS regula la via de NF-xB en células MAC-T
(Kanoh, 2010).

Se sabe asi mismo que en la infeccidon con S. aureus se activan proteinas
tirosina cinasas (PTK) que inhiben la funcién de NF-kB, y que algunos macrdlidos
como eritromicina y azitromicina pueden inhibir las PTK, por lo que la TMS pudiera
regular la funcién de NF-kB en células MAC-T.

Por lo cual estudiar la funcién de NF-xB en células MAC-T infectadas con S.
aureus y tratadas con TMS, nos permitira conocer mas acerca de los detalles
moleculares que regulan la respuesta inflamatoria en células MAC-T y de qué
forma puede ser modulada esta respuesta mediante la administracion de farmacos
prometedores como la TMS, para poder tratar de forma mas eficiente las
infecciones frente a S. aureus y evitar asi la pérdida del potencial productivo en
ganado bovino lechero.
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4. OBJETIVOS

e General

Determinar si la exposicion a TMS modifica la localizacion subcelular de NF-xB
en células MAC-T infectadas con S. aureus, mediante el tratamiento de células
MAC-T con TMS en un modelo de infeccion con S. aureus, para determinar si el
mecanismo de accion de la TMS como inmunomodulador es a través de la

regulacion de NF-«B.

¢ Particulares

1. Generar un modelo para identificar la traslocacion nuclear de NF-xB
transfectando células MAC-T con el plasmido GFP-RelA mediante
lipofeccion.

2. Evaluar que efecto tienen las diferentes dosis de S. aureus en la

traslocacion de NF-kB.
3. Evaluar el efecto del pre y post-tratamiento con TMS en células MAC-T

infectadas con S. aureus sobre la traslocaciéon de NF-xB, mediante el

conteo de nucleos RelA positivos.
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5. HIPOTESIS

La exposicion a la TMS recupera la translocacion de NF-kB al nucleo en células

MAC-T infectadas con S. aureus.
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6. LIMITES Y ALCANCES DE LA TESIS

El presente trabajo, tiene como uno de sus principales objetivos el estudiar un
modelo de infeccion de células MAC-T con S. aureus, bajo el tratamiento con
TMS. En este linaje celular, no se ha reportado la influencia de la TMS sobre NF-
kB, lo cual permitira complementar la informacion obtenida por nuestro grupo de
trabajo (Martinez-Cortés, 2019) y aportara en el ambito microbiolégico informacion
relacionada con la infeccion por S. aureus. Asi mismo en disciplinas como la
farmacologia se reportara informacién nueva de la TMS como inmunomodulador y
de forma muy significativa en la rama de la inmunologia se reportara informacion
nueva en relacidon a la regulacion del proceso inflamatorio por las células MAC-T.
Y por ultimo y no menos importante, se incluira la relevancia clinica en el uso de la
TMS. Si bien es factible que estos resultados se reflejen in vivo, la limitante
principal de este trabajo es que se esta trabajando con un modelo reduccionista

que no incluye todas las condiciones que concurren en un animal infectado.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Bacterias competentes

Se utilizaron bacterias competentes TOP10 proporcionadas por el grupo de
investigacion del Dr. Maravillas de la RAI-INCMNSZ-UNAM.

7.2 Transformacion bacteriana

Para la transformacion bacteriana se le agregd a las células competentes E. coli
Top10 B-mercaptoetanol (al 1.8% v/v preparado con agua estéril) 1/10, se afiadio
el plasmido GFP-RelA de addgene® No. De catalogo 23255 (Fig. 10) a una
concentracion de 10-15 ng/ul, se mantuvo durante 30 minutos en hielo,
posteriormente se colocé durante 1 minuto en bafo maria a 42 °C,
inmediatamente se pasaron a hielo durante 1 min, se afiadié 1 ml de medio LB, se
incubaron las células durante 1 hora a 37 °C en agitacion, se retird la mayor parte
del medio por decantacion dejando aproximadamente 50 pl de medio, en el cual
se resuspendieron las células y se plaquearon en agar LB con kanamicina a una
concentracion de 30 pg/ml para seleccionar las bacterias transformadas, se
incubaron durante 24 horas a 37 °C.

22



(6327) Pcil Asel (14)

(6172 .. 6191) pBR322o0ri-F

\ SnaBl (347)
N CMV-F (526 .. 546)

‘ Nhel (598)

Bmtl (602)
[~ Afel (603)

{~ Agel (607)

" " EGFP-N (665 .. 686)

_EXFP-R (926 .. 945)
/

(5263 .. 5282) TK-pA-R _
_EGFP-C (1273 ..1294)

/" BsrGI (1329)

\' ~_PaeR7I - Xhol (1350)
N Hindin (1359)

—— Acc651 (1382)
“Kpnl (1386)

(4945 .. 4964) Neo-F —_J
BamHI (1397)

| GFP-RelA
\%' 6378 bp _— FspAl (1616)
8| - BstEll (1627)
ﬁ,"l‘ —
\%’\ = PfIMI * (1744)
(4527) PAIFI - Tth11ll — _\\ \ O\
12) PluTI \ N %z /
(4412) Plu \
(4410) Sfol - \ Kfll (1897)
(4409) Narl —
(4408) Kasl
(4335 .. 4354) Neo-R
(4315) Eagl
(4249) BspDI *-Clal *
(4184) Sfil _sbA (2187)
" PshAl (2280)
Pvul (2281)

(4159 .. 4178) SV40pro-F

(3998) SexAl *
(3912 .. 3932) PBABE 3'

/ / AR\ W )
(3650 .. 3669) Flori-R . / / [N N Aarl (2677)
(3525) Dramt~ / [0 -
(3438 .. 3459) Flori-F ’ [ |\ Xcml (3013)
f \ Xbal (3056)

(3295) Miul | \ Bell * (3066)

(3264 .. 3283) EBV-rev I | Mfel (3159)
(3210 .. 3229) SV40pA-R Hpal (3172)

Figura 10. Mapa del plasmido GFP-RelA

7.3 Propagacion de plasmido GFP-RelA

Posteriormente, de las bacterias que crecieron en el agar LB, se selecciond una
colonia y con ella se inocularon 10ml de medio LB con kanamicina a una
concentracion de 30 pg/ml, se incubd a 24 horas a 37 °C en agitacion (230 rpm) y

una vez observado el crecimiento (turbidez del medio) se tomaron 2 ml para
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inocular 300 ml de medio LB con kanamicina a una concentracion de 30 pg/ml
para la obtencién de mayor cantidad de bacterias transformadas para la extraccion
del plasmido.

7.4 Extraccion de plasmido

Se llevé a cabo mediante el kit: PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit de
Invitrogen®. No. De catalogo K210004.

7.5 Cultivo celular

Las células MAC-T fueron cultivadas en medio DMEM (ThermoFisher
SCIENTIFIC®) adicionado con suero fetal bovino descomplementado al 10%,
glutamina al 2%, 100Ul de antibidtico (penicilina y estreptomicina) y 0.25 ug/ml
antimicético (anfotericina) CAISSON® No. De catalogo ABL02. Las células fueron
incubadas a 37 °C en incubadora con 5% de CO,. Se cultivaron hasta una
monocapa confluente de aproximadamente el 80% en cajas p25. Para la
expansion del cultivo se retird el medio, seguido de 2 lavados con PBS estéril, una
vez retirado el PBS, para despegar las células se agrego 2 ml de tripsina-EDTA al
0.025% en incubacion por 1.5 min. Posteriormente fueron lavadas con PBS estéril
en centrifugacion a 1500 rpm durante 5 min, se decanto el sobrenadante y el pellet
celular fué resuspendido en 1ml de medio para cuantificar las células en camara
de Neubauer y ser resembradas en cantidad de 100,000 células por caja en 4-5 ml
de medio DMEM nuevo.

7.6 Generacion del modelo de expresion del plasmido GFP-RelA

Cultivos de la linea celular MAC-T sembradas en placa de 24 pozos al 70% de
confluencia (2x10* células aprox.) se les retird el medio, seguido de un lavado con
PBS. Se llevo a cabo una curva de volumen de lipofectamina sin modificar la
concentracion de plasmido: utilizando 1, 1.5, 2, 2.5 y 4 pl de lipofectamina en
tubos individuales diluida en 50 pl de medio para transfeccion cada volumen; por
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otra parte se prepard una solucion master mix de plasmido (5 pg) diluido en 250 pl
de medio para transfeccion. Se mezclaron 50 ul del master mix de plasmido con
cada uno de los volumenes diferentes de lipofectamina y se incubd cada mezcla
para formar los lipocomplejos durante 10 minutos a temperatura ambiente. Cada
reaccion mezclada fue calculada para ensayos por duplicado en placas de 24
pozos para transfectar 10 pozos en total bajo este protocolo. Posteriormente se
agrego 250 pl de medio para transfeccion (DMEM base + glutamina al 2%) y 50 pl
de lipocomplejos a cada pozo y se incubaron las células.

En los ensayos finales se utilizé 1 pl de lipofectamina + 500ng de plasmido por
pozo (Fig.11).

* 300 ul de medio para
transfeccion

a temperatura
/ \ ambiente

* 12 ul de * 6ugde
Lipofectamina  plasmido
2000° GFP-RelA

Incubar 10 min

50 pl

Formacién de
lipocomplejos

Figura 11. Protocolo de preparacion de lipocomplejos para transfeccion con
lipofectamina. Volumenes calculados para 12 pozos en placa de 24.
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Tres horas post-transfeccion se agregaron 300 pl mas de medio para
transfeccion y se volvid a incubar. A las 6 horas post-transfeccion se retir6 el
medio con lipocomplejos y se lavaron las células con PBS, se agregé medio
DMEM complementado y se incubaron las células, 24 horas post-transfeccion se
evaluaron las células en microscopio fotonico, y de fluorescencia para ver la

expresion del vector.

7.7 Enriquecimiento celular por citometria de flujo (sorting) para evaluar la
eficiencia de transfeccién

Una vez transfectadas las células, se despegaron con tripsina-EDTA al 0.25 %,
posteriormente se lavaron con PBS estéril y fueron resuspendidas en medio
DMEM con antibiético y EDTA al 0.025% (para evitar la agregacion celular), dicho
medio no contenia SFB (para evitar la formacidén de burbujas en el citdmetro), se
resuspendieron las células en razon de 1x10°/ ml de medio para poder llevarse a
cabo el sorting por fluorescencia en el citdmetro de flujo BD FACSAria II™,
utilizando un laser de 488 nm para su excitacion y registrando la emision en el
detector con filtro band pass de 530/30. Se recuperaron las células GFP+ en un
tubo de poliestireno que contenia medio DMEM adicionado con suero fetal bovino
descomplementado al 10%, glutamina al 2%, 100Ul de antibidtico (penicilina y
estreptomicina) y 0.25 pg/ml antimicético (anfotericina) CAISSON® No. De
catalogo ABL02

Con los datos almacenados en el citbmetro, se determind la eficiencia de
transfeccion al determinar el porcentaje de células GFP+ respecto al total de
eventos compatibles con células de acuerdo a los patrones de difraccion de
tamanos(FSc) vs granularidad (SSC) mediante el programa FlowJo en PC con
Windows de 64 bits.

26



7.8 Crecimiento de la cepa bacteriana de S. aureus

Para la infeccidn celular se utilizé una cepa de S. aureus ATTC 27543. Las cepa
fue crecida en el agar selectivo y diferencial manitol-sal para confirmar la cepa y
posteriormente se tomé de 1-2 colonias aisladas de la bacteria que creci6 en el
agar y con ellas se inocularon 30 ml de Caldo Infusion Cerebro Corazén (CICC), el
cual se dejo en incubacion a 37°C con agitacién a 250 rpm por 12 horas, logrando
una concentracion bacteriana de 0.4 a una absorbancia de 620 nm equivalente a
1x10® UFC/ml. Terminado el tiempo de la incubacion, se tomé 1 ml de cultivo y se
centrifugé a 13500 rpm durante 5 min. El sobrenadante se decant6 y el pellet
bacteriano se resuspendié en 1 ml de solucion salina para realizar los ensayos de

infeccion.
7.9 Infeccion de células MAC-T con S. aureus

Para la infeccion se utilizaron 20,000 células/pozo en una placa de 24 pozos, se
incubaron a 37 °C mas 5% de CO; hasta lograr la confluencia de 80% para ser
transfectadas por lipofeccion, 24 horas post-transfeccion se realizd la infeccion
utilizando MOI de 10, 50 y 100 ( 200,000, 1,000,000 y 2,000,000 de bacterias
respectivamente por pozo) por 2 horas. Después de las dos horas se realizaron
dos lavados con PBS y se les adicion6 1 ml de medio DMEM sin antibidtico. Se
cuantificaron 100 células por cada condicion experimental y se obtuvo el
porcentaje de traslocacion de RelA. Se tomaron como células positivas para RelA
las que presentaron la sefial de GFP nuclear.
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7.10 Pre-tratamiento y post-tratamiento con tilmicosina de células infectadas

con S. aureus

Para la infeccion y pre-tratamiento con TMS se utilizaron 20,000 células/pozo en
una placa de 24 pozos, se incubaron a 37 °C mas 5% de CO, hasta lograr la
confluencia de 90% para ser transfectadas por lipofeccion. 6 horas post-
transfeccion se retiraron los lipocomplejos, se lavaron las células con PBS y se
adicion6 medio (DMEM base + glutamina 2% + 10% SFB + 10 pl de tilmicosina de
un stock preparado a 10mg/ml logrando una concentracion final de 10 ug/ml de
tilmicosina en el medio). A las 12 horas post-transfeccion se realiz6 la infeccion de
células MAC-T utilizando una MOI de 100 (2, 000, 000 de bacterias/pozo) por 2
horas. Después de las dos horas se realizaron dos lavados con PBS y se les
adicion6 1 ml de medio DMEM sin antibi6tico para ser evaluadas por microscopia

de fluorescencia.

Para el post-tratamiento con TMS se utilizaron 20,000 células/pozo en una placa
de 24 pozos, se incubaron a 37 °C mas 5% de CO; hasta lograr la confluencia de
90% para ser transfectadas por lipofeccidén. 6 horas post-transfeccion se retiraron
los lipocomplejos, se lavaron las células con PBS y se adicion6 medio (DMEM
base + glutamina 2% + 10% SFB), 24 horas post-transfeccion se realizé la
infeccion de células MAC-T con S. aureus utilizando una MOI de 100:1 (2, 000,
000 de bacterias/pozo) por 2 horas, posteriormente se retiré el medio y se lavaron
las células 2 veces con PBS. Se agregd medio con tilmicosina a una
concentracion de 10 ug/ml por 2 horas y posterior a las dos horas se retiro el
medio, se lavaron las células con PBS, se agregé medio DMEM sin antibidtico y se
evaluaron por microscopia de fluorescencia. Se obtuvo el porcentaje de
traslocacion de RelA, tomando como células positivas para RelA las que
presentaron la seial de GFP nuclear.

28



7.11 El diseino del experimento correspondio a:

1) Células MAC-T sin infeccion como control negativo.

2) Células MAC-T pretratadas 12 horas con TMS (10 pg/ml) mas una infeccion
posterior con S. aureus (MOI 100:1)

3) Células MAC-T infectadas con S. aureus (MOI 100:1) y tratadas 2 horas post-
infeccion con TMS (10 pg/ml)

4) Células MAC-T infectadas con S. aureus (MOI 100:1) como control positivo de
infeccion.

Los experimentos de cada grupo se realizaron por triplicado.

7.12 Analisis estadistico:

7.12.1 Calculo de tamano de muestra. Para los experimentos de tratamientos
con TMS e infeccidon con S. aureus se considerd para el tamafo de muestra con

un 95% de confianza, un tamafno de muestra de 100 células.

7.12.2 Prueba de normalidad. Para los experimentos de infeccidon con S.
aureus a diferentes MOI, asi como las infecciones con S. aureus y tratamientos
con TMS, se llevd a cabo una prueba de normalidad de Shapiro Wilk con JMP 8-
SAS, rechazando la hipotesis nula que plantea que los datos siguen una
distribucion normal si la p<W.

7.12.3 Homogeneidad de varianzas. Para conocer si las varianzas obtenidas
de cada condicion experimental por triplicado fueron iguales, se llevo a cabo una
prueba de Levene con el programa JMP 8-SAS, considerando el supuesto que
establece dicha prueba; que la homogeneidad de varianzas entre diferentes
muestras son iguales, rechazando la hipotesis nula de igualdad si p<0.05.
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7.12.4 Anidlisis de varianza (ANOVA). Asimismo para conocer si existe
diferencia entre las medias de los diferentes grupos experimentales, se llevé a
cabo una prueba de ANOVA; mediante la comparacién de las varianzas de los
diferentes tratamientos o condiciones experimentales, se considera que existe
diferencia entre las medias si p<0.05. Se llevo a cabo en el programa GrapPad
Prism 8.

7.12.5 Prueba post hoc. Para conocer entre que grupos experimentales existe
diferencia estadistica significativa se llevd a cabo una prueba post hoc de Dunnett
y T de Student (segun correspondiera) en el programa GrapPad Prism 8,
considerando diferencia estadisticamente significativa entre grupos si el valor de
p<0.05.
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8. RESULTADOS

8.1 Bacterias competentes E. coli Top10 y transformacién bacteriana

Se obtuvo el crecimiento de bacterias E. coli TOP10 transformadas con el
plasmido GFP-RelA, las cuales fueron seleccionadas positivamente por
crecimiento en agar LB con kanamicina (30 upg/ml), lo cual es indicativo de
adquisicién del plasmido. Una de estas colonias se propagdé en medio LB con
kanamicina (30 ug/ml) para obtener mayor biomasa de bacterias transformadas y
poder propagar el plasmido (Fig. 12).

Figura 12. Presencia de bacterias E. coli Top10 transformadas (flechas) con el
plasmido GFP-RelA que expresan el casette de resistencia a kanamicina. RAI-
INCMNSZ.

8.2 Extraccion del plasmido

En esta imagen podemos observar una electroforesis en gel de agarosa al 0.7%
del plasmido GFP-RelA (carril 2 y 3) en donde son notorias las conformaciones
lineal de longitud completa (bandas claras de arriba) a la altura de las bandas de 6
y 7Kb y superenrollado (bandas inferiores) con una mayor distancia de migracion.
Se muestra la pureza del ADN plasmidico de cada muestra: en el indice 260/280:
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un valor entre 1.8 y 2 indica un DNA libre de ARN y proteinas, mientras que en el
indice 260/230 un valor entre 1.5-2.2 indica una muestra libre de sales y fenoles.

Asi mismo se observa la concentracion en ng/uL de cada muestra (Fig. 13).
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 0.7% con dos muestras (3pl / carril)
de plasmido GFP-RelA de 6378 pb. Chemidoc-RAI-INCMNSZ.

8.3 Estabilizacion del cultivo celular MAC-T

En esta imagen se muestra un grupo de células MAC-T en proliferacion las
cuales presentan granulos intracitoplasmicos, crecimiento en monocapa y una

morfologia tipica conocida como “piedra de rio” (Fig. 14).
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Figura 14. Células MAC-T, 40X. RAI-INCMNSZ.

8.4 Generacion del modelo de expresion de GFP-RelA

Como podemos observar en esta imagen, la lipofectamina afecta la adherencia e
integridad celular, ya que partir de 1. 5 uL de lipofectamina las células comienzan
a despegarse y presentan cambios morfolégicos por el dafno a la membrana
celular (citotoxicidad) asi como refringencia indicativo de muerte celular. Mientras
que con 1 uL de lipofectamina + 500 ng de plasmido las células mantienen su

morfologia tipica y adherencia, con una buena sefal de fluorescencia (Fig. 15).
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RelA-GFP+

Figura 15. Curva de volumen de lipofectamina 2000®.

8.5 Enriquecimiento celular por citometria de flujo (sorting)

Como se muestra a continuacién, se utilizd la estrategia de seleccion,
primeramente por tamano (FSC-H x FSC-A) con un 59.2 % de eventos simples,
seguido de una seleccién por complejidad (SSC-A x FSC-A) con un 88% de
células MAC-T y por ultimo se observo el limite de autoflorescencia en células
MAC-T sin transfectar (FSC-A x GFP-A) (Fig. 16 panel superior). Utilizando la
misma estrategia de seleccion, observamos en células MAC-T transfectadas un
51.2 % de eventos simples (FSC-H x FSC-A), un 86.2 % de células MAC-T (SSC-
A x FSC-A) y por ultimo un 14.1 % de células GFP+ (FSC-A x GFP-A) (Fig. 16

panel inferior).
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Figura 16. Enriquecimiento celular por citometria de flujo. Sorter FACS Ariallu,
(Laboratorio Centro de Instrumentos-Coordinacion de Investigacion en Salud,

Centro Médico Siglo XXI).

8.6 Crecimiento de la cepa de S. aureus ATTC 27543

Como se muestra en la imagen de abajo, S. aureus cultivado en agar manitol-sal
presenta fermentacion del manitol (medio tornado a amarillo), ademas de que solo

S. aureus presenta la caracteristica de crecer en este medio selectivo y diferencial

SSC-A

SSC-A

Células
88%

Células
86.2%

P

GFP-A

GFP-A

GFP+
14.1%

FSC-A

por su gran tolerancia a altas concentraciones de sal (14%) (Fig. 17).
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Figura 17. Crecimiento de S. aureus fermentador de manitol. Agar manitol-sal
incubado durante 24 horas a 37 °C.
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8.7 La infeccion de células MAC-T con S. aureus a diferentes MOI afecta la
traslocacion de NF-xB

Micrografias de fluorescencia de células MAC-T sin infeccion (A), infectadas a
una MOI de 10:1 (B), 50:1 (C) y 100:1 (D) con S. aureus. Tomadas dos horas
después de la infeccion, en donde se observa la presencia de RelA en el nucleo
de los grupos control sin infeccién y e infectado a una MOI de 10:1, mientras que
en los grupos con MOI de 50:1 y 100:1 no se observa la sefal nuclear de RelA
(Fig. 18).

MOI 100

Figura 18. Micrografias de fluorescencia de células MAC-T infectadas con S.
aureus a diferentes MOI. Flechas blancas indican nucleos. RAI-INCMNSZ.
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8.8 Traslocacion relativa de RelA en células MAC-T infectadas con S. aureus
a diferentes MOI

En esta grafica se muestra la traslocacion relativa de RelA (normalizado con
respecto al grupo sin infeccion) en las diferentes condiciones experimentales, en
donde se observa una tendencia a la inhibicion de la traslocacion conforme
aumenta la MOI bacteriana. Se observo diferencia estadisticamente significativa
entre el grupo infectado con MOI 100:1 comparado con el grupo sin infeccion
(p<0.005) (Fig. 19).
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Figura 19. Traslocacion de RelA en células MAC-T infectadas con S. aureus a
diferentes MOI. **p<0.005 GraphPad Prism 8.

38



8.9 El pre-tratamiento con TMS en células MAC-T infectadas con S. aureus
induce la traslocacion de NF-xB

Como se observa a continuacion, RelA esta presente en el nucleo de células sin
infeccion (A y B), mientras que con la infeccion de S. aureus a una MOI 100:1 se
inhibe la traslocacion de RelA (C y D). Por otra parte, en el pre-tratamiento con
TMS + S. aureus se induce la traslocacion de RelA (E y F) (Fig. 20).

Pre Tx TMS 12h
+ S. aureus

Figura 20. Micrografias de fluorescencia de células MAC-T tomadas después de
la infeccidn. Flechas blancas indican nucleos. RAI-INCMNSZ
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8.10 Traslocacidn relativa de RelA en células MAC-T pre-tratadas 12h con
TMS e infectadas con S. aureus

En la siguiente grafica se muestra la traslocacién relativa de RelA (normalizado
con respecto al grupo sin infeccion) bajo las diferentes condiciones. Se observan
los niveles basales de traslocacion (Ctrl-), asi mismo se observo con la infeccion
de S. aureus una disminucién en el porcentaje de traslocacion de RelA, mientras
que el pre-tratamiento con TMS + S. aureus incrementa la traslocacion de RelA
comparado con el grupo infectado con S. aureus solamente (no significativo) (Fig.
21).

Traslocacion de NF- xB
(normalizado)

Figura 21. Pre-tratamiento con TMS en células MAC-T infectadas con S. aureus.
GraphPad Prism 8.
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8.11 El post-tratamiento con TMS en células MAC-T infectadas con S. aureus
aumenta la traslocacion de RelA

Como se observa a continuacion, en las células sin infeccion (A y B) RelA esta
presente en el nucleo de forma normal, bajo el estimulo de infeccion con S. aureus
a una MOI 100:1 se inhibe la traslocacion de RelA (C y D). Por otra parte, la
traslocacion de RelA se ve favorecida en la infeccidon con S. aureus + post-
tratamiento con TMS (E y F) (Fig. 22).

S. aureus +
Post Tx TMS 2h

Figura 22. Micrografias de fluorescencia de células MAC-T tomadas después del
tratamiento. Flechas blancas indican nucleos. RAI-INCMNSZ.
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8.12 Traslocacion relativa de RelA en células MAC-T infectadas con S.

aureus y post-tratadas 2h con TMS

En la siguiente grafica se muestra la traslocacion relativa de RelA (normalizado
con respecto al grupo sin infeccion) en las diferentes condiciones. Se observan los
niveles de traslocacion en el grupo sin infeccion (Ctrl-), con la infeccion de S.
aureus existe una disminucion en la traslocacion de RelA, mientras que en la
infeccion con S. aureus + post-tratamiento con TMS se incrementa
significativamente la traslocacion de RelA comparado con el grupo infectado con

S. aureus sin tratamiento (p<0.05) (Fig. 23).
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Figura 23. Post-tratamiento con TMS en células MAC-T infectadas con S. aureus.
GraphPad Prism 8. *p<0.05. GraphPad Prism 8.
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9. DISCUSION

9.1 NF-xB se trasloca al nucleo con una baja carga bacteriana de S. aureus

En el presente trabajo se decidié conocer qué efecto tenian las diferentes cargas
bacterianas de S. aureus (MOI 10:1, 50:1, 100:1) sobre la traslocacion de NF-xB
en células MAC-T. Y a pesar de que existen reportes en donde mencionan que
cargas bacterianas de S. aureus a una MOI de 10:1 no activan a NF-xB (Gunther,
2016), se observdé que a una MOI de 10:1 disminuye la sefal citoplasmica de
RelA, aumentando la sefal RelA en el nucleo (Fig. 18); lo cual nos indica que a
una MOI baja, se podria favorecer la traslocacion de NF-kB, una posible
explicacion es que el dafo fisico a la membrana celular en un etapa inicial de
infeccidn, provocaria la liberaciéon de la proteina de choque térmico de 60 kDa
(Hsp60) que a su vez actua como receptor de la proteina de union a fibronectina
(FnBP) de S. aureus, con lo cual Hsp60 en su forma soluble actuaria como patrén
molecular asociado a dafio (DAMP) para estimular a TLR4 y activar a NF-kB (Kim,
20009).

Asi mismo, es probable que debido al bajo numero de bacterias en la infeccion,
no se contrarreste la activacion de TLR4 y NF-xB, ya que los mecanismos de S.
aureus iniciados por la a-toxina 6 FnBP, no son suficientes para estimular de
forma significativa la respuesta inicial de endocitosis mediada por Akt, lo cual es

un punto clave en la inhibicion de NF-kB (Josse, 2017).
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9.2 Inhibicion de la traslocacion de NF-xB en infeccion con S. aureus a una
MOI 50:1 y 100:1

En la infeccion con MOI 50:1 se observo una tendencia (p>0.05) a la inhibicion
de la traslocacion de NF-xB (Fig. 19), lo cual cabe destacar no es una falta de
activacion de NF-xB (ya que la traslocacidon relativa seria igual al grupo sin
infeccion), sino una regulacion negativa de esta via, debido a que el mecanismo
de exportacion de NF-kB al citoplasma (O'Dea, 2007) seria el responsable de una
menor traslocacion de RelA (comparado con el grupo sin infeccidn), lo cual es
observado por primera vez en nuestro grupo de trabajo. Esto se desarrolla mas
adelante en la (fig. 24).

Interesantemente, a una MOI 100:1 se inhibe de forma significativa (p<0.0055) la
traslocacion nuclear de NF-xB, lo que podria indicar que conforme mas bacterias
hay en el medio (MOI 100:1) mayor es la inhibicion de NF-kB, sin embargo, esto
no se pudo corroborar con otros estudios debido a que no existen reportes en
donde utilicen estas cargas bacterianas para evaluar a NF-kB, aunque si se ha
reportado que a una MOI de 100:1 se favorece la internalizacién de S. aureus
(Bouchard, 2013; Gunther, 2017; Josse, 2017) (Fig. 19). Esta inhibicidon
favoreceria la colonizacion bacteriana en el tejido mamario, ya que al no permitirse
la traslocacion de NF-kB al nucleo, NF-xB es incapaz de unirse a la proteina de
unién a CREB (CBP) para controlar la expresidon de genes proinflamatorios. Por lo
tanto se favorece la interaccion de CBP con el elemento de respuesta de union a
AMPc (CREB) y el desencadenamiento de una respuesta antiinflamatoria mediada
por la sintesis de IL-10, lo cual es clave en la persistencia y patogenia de S.
aureus. (Silva-Garcia, 2018).

Cabe mencionar que en este trabajo se utilizd6 la bacteria en fase post-
logaritimica, fase en la cual se expresan preferentemente las toxinas, entre ellas la

o-toxina que en presencia de SFB (componente del medio de cultivo celular) se
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favorece su produccion (Oogai, 2011), la cual forma poros en la membrana de la
célula hospedera ocasionando la entrada y salida de iones tales como Ca®'y K,
respectivamente (Fraunholz, 2012), por una parte se sabe que la entrada de Ca?
al citosol puede activar a NF-xB (Pahl, 1996), sin embargo no hay estudios
concluyentes al respecto en este linaje celular. Asi mismo cabe mencionar que el
medio de cultivo utilizado para este trabajo (DMEM) contiene Ca** (1.8mM) de
forma normal (sin adicionar), desafortunadamente no se conoce si a mayores
dosis de Ca** en el medio se pudiera favorecer la traslocaciéon de NF-kB bajo la
infeccion de S. aureus (MOI 100:1), lo cual en el ganado bovino lechero seria un
factor importante ya que la alta exigencia de este mineral a nivel mamario para la

produccion lactea, podria conjuntamente contribuir a la defensa inmunoldégica.

Por otra parte, existen respuestas proinflamatorias independientes de NF-xB que
pudiera inducir S. aureus a través del efecto de la a-toxina. Por una parte, la salida
de potasio de la célula y la activacion de NLRP3 activarian el inflamasoma
permitiendo la maduracion de la pro-IL13 a IL-1p (Petrilli, 2017) sin embargo esta
respuesta dependeria de la sintesis de pro-IL1p producto de la traslocacion de
RelA. Un punto importante a destacar, es que la a-toxina ocupa como receptor a
ADAM10 para su oligomerizacion en la membrana de distintas células, sin
embargo, aun no hay reportes en las bases de datos acerca de la expresion del
transcrito o de la proteina ADAM10 en células mamarias de bovinos. Sin embargo,
con base en nuestros resultados podemos pensar que ADAM10 si se expresa en
células mamarias bovinas, ya que la inhibicion de NF-xB depende de la activacion
de Akt la cual es inducida por el efecto de la a-toxina y su unidon con su receptor.
(Hua, 2019; Josse, 2017; Ma, 2016; Silva-Garcia, 2018).

Asi mismo no se descarta que NF-kB pudiera ser activado también con altas
cargas bacterianas, pero solo en etapas tempranas de infeccion (<2h); lo cual
suponemos que pudiera estar mediado (al igual que con MOI bajas ej. 10:1) por la
liberacion de Hsp60 de las células infectadas, uniéndose a TLR4 vy
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desencadenando la activacion de la via candnica de NF-kB con la subsiguiente
traslocacion de RelA al nucleo. Lo que promoveria de forma inicial la sintesis de
sus genes blanco, entre ellos citocinas proinflamatorias, el inhibidor 1kB y la
proteina A20. De esta forma, en el transcurso de la infeccidon se mantendria el
estimulo de la via canonica de NF-kB, permitiendo la activacion constante de IKKf
desencadenando la fosforilacion de A20, la cual inhibiria al complejo NEMO/IKKa3
regulando negativamente la via de NF-xB (Hutti, 2007). Por lo que se propone un
nuevo mecanismo inmunosupresor mediado por S. aureus y o-toxina, la cual se
sabe induce la expresion de integrina $1 en la superficie de las células MAC-T
para promover su interaccion con FnBP, que interesantemente pudo haberse
sobreexpresado por efecto de IL-18 en etapas iniciales de infeccion (Kanangat,
2007), esto activaria una respuesta a través de vias de sefalizacion que
involucran a proteinas asociadas al citoesqueleto como FAK, Src, cortactina, PI3K
y Akt (Josse, 2017), esta ultima es la que se encarga de fosforilar a GSK3 y
promover su inactivacion, permitiendo la estabilidad de p-catenina lo que resulta
en la inactivacion de NF-kB por interaccion y el incremento de la estabilidad de IkB
(por un mecanismo no bien descrito hasta el momento), ayudando no solo a la
retencidn citoplasmica de NF-«xB, sino participando activamente en la exportacion
nuclear de NF-xB (O'Dea, 2007). Asi mismo de forma muy interesante, se sabe
que la activacion de Src, inhibe la asociacion de Mal/MyD88 con TLR4 inactivando
rio abajo la via canonicade NF-kB (Mitchell, 2018). Esto explicaria algunos de los
mecanismos utilizados por S. aureus para inhibir la traslocacién de RelA al nucleo
(Fig. 24).
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Figura 24. Respuestas moleculares desencadenadas por la infeccion de S. aureus
en células MAC-T. 1. Dano a la célula por S. aureus y liberacién de Hsp60 para
activar TLR4 y NF-xB (etapa temprana de infeccion). 2.Expresion de los genes
blanco regulados por NF-kB. 3.La activacion prolongada de la via de NF-«xB
induce la fosforilacion de A20, inhibiendo por retroalimentacién negativa a IKK lo
que evita la fosforilacion de IkB, inactivando por interaccion a NF-kB. 4.La
activacion de la via Src/PI3K/Akt/GSK3 permite que p-catenina estabilice a IkB
(sin fosforilar) para retener a NF-kB en el citoplasma. Asi mismo IkB libre se
trasloca al nucleo para promover la exportacion de NF-xkB (RelA/p50) al
citoplasma. 5.La activacion de Src inhibe el ensamblaje de Mal/MyD88 a TLR4,
inhibiendo la sefalizacion proinflamatoria.
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9.3 El Pre-tratamiento con TMS recupera la traslocacién de NF-xB

Una vez observado, que en células MAC-T infectadas con S. aureus a una MOI
de 100:1 se inhibia significativamente la traslocacion de RelA, se llevé a cabo el
pre-tratamiento con TMS mas una infeccion con S. aureus; en donde se observé
un incremento en los niveles de RelA nuclear comparado con el grupo infectado
con S. aureus unicamente (Fig. 21). Aunque el aumento de la traslocacion no fue
sigificativo (p>0.05) se observa una tendencia a mayor activacion de NF-xB por el
efecto del pre-tratamiento con TMS. En este sentido, podemos mencionar que los
niveles de NF-kB nuclear en el grupo pre-tratado con TMS fueron “recuperados” y
son muy parecidos a los niveles del grupo sin infeccion (Ctrl-), lo cual sugiere que
la tilmicosina tiene una funcion “protectora” al aumentar los niveles de NF-xB

disminuidos por S. aureus (no significativo).

Es interesante el hecho de que los niveles de NF-kB nuclear no excedieran los
niveles basales (que podria ayudar a mantener la integridad del tejido mamario), lo
cual in vivo podria contribuir a favorecer respuestas inmunoldgicas innatas o

adaptativas, mediadas por el incremento de NF-kB nuclear.

Un mecanismo probable por el cual la TMS no indujo de forma significativamente
la traslocacion de NF-xB pudo ser debido a que el pretratamiento con TMS
durante 12 horas favorecio su acumulacion en los lisosomas (Mestorino, 2004), de
esa forma no fue accesible la TMS a las proteinas citosolicas de sefalizacion que

involucra la regulacion de NF-kB.
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9.4 El Post-tratamiento con TMS aumenta la traslocacion de NF-xB

Interesantemente en este experimento, se observd que el post-tratamiento con
TMS incrementa la traslocacion de RelA que previamente habia sido disminuido
por la infeccion con S. aureus (p<0.05) (Fig. 23), lo cual indica una respuesta
celular dirigida hacia la proinflamaciéon mediada por NF-kB. Asi mismo se observa
en el post-tratamiento con TMS un ligero aumento del porcentaje de traslocacion
de RelA comparado con el grupo control sin infeccion (dato no significativo).

Cabe destacar que en el post-tratamiento con TMS por 2h, se pudo haber
favorecido la interaccion de la TMS libre (antes de que se acumulara en los
lisosomas) con las proteinas que involucran la regulacion de la via de NF-«xB

favoreciendo su activacion.

Este hallazgo podria tener importancia a nivel de campo, ya que el tratamiento
con TMS en etapa de secado (periodo entre lactaciones), favorece el proceso
inflamatorio mediado por NF-kB en infecciones con altas cargas bacterianas de S.
aureus. Asi mismo se debe considerar que al ser favorecida la inflamacion
ligeramente por encima de los niveles basales (aunque en nuestro modelo no fue
significativo), de suceder también in vivo esta tendencia podria repercutir en un
mayor dafio tisular comparado con el pre-tratamiento. Sin embargo, en un primer
paso la traslocacion de NF-xB evitaria una infeccion intracelular persistente y no
dejaria paso al establecimiento del proceso crénico tipico de las mastitis
subclinicas mediado por IL-10, con lo cual la TMS contrarrestaria la respuesta

inmunosupresora provocada por S. aureus.
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9.5 Senalizacién proinflamatoria en células MAC-T infectadas con S. aureus 'y
tratadas con TMS.

Por lo tanto, considerando que es necesaria la activacién de proteinas tirosina
cinasa (PTK) como Src en las células hospederas (Dziewanowska, 1999) para
promover eficientemente la internalizacion de S. aureus en la célula epitelial y
evitar la traslocacion de RelA al nucleo, el bloqueo de la via PI3K (rio abajo de
Src) podria resultar efectivo frente a la infeccion. De forma muy interesante se
sabe que los inhibidores de PI3K bloquean la formacién de los complejos de
p-catenina/NF-xB (Ma, 2016) y que los macrolidos eritromicina y azitromicina
pueden inhibir la funcién de algunos receptores tirosina cinasa (TRK) en
neutréfilos (Masataka, 2012), por lo que se sugiere que uno de los mecanismos
inmunomoduladores de la TMS seria a través del bloqueo de la funcién tirosina
cinasa de Src, inhibiendo a su vez la fosforilacion de Akt lo que permitiria a GSK3
permanecer activa (sin fosforilar) para degradar a p-catenina y permitir la
traslocacion de NF-kB (RelA/p50) al nucleo. Asi mismo el incremento de la
expresion de Hsp70 por la TMS pudiera colaborar en la activacién conjunta de NF-
kB a través de TLR4.
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9.6 Posibles eventos moleculares regulados por la TMS en células MAC-T

infectadas con S. aureus

Estos datos nos permiten proponer un modelo de regulacion inmune mediado
por la TMS en células MAC-T infectadas con S. aureus, para ayudar a un mejor
tratamiento de la mastitis bovina y aportar algunas pistas en cuanto la respuesta

inmune y molecular provocada por este macrolido de nueva generacion (Fig. 25).
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Figura 25. Diagrama de integracion de los posibles efectos inmunomoduladores
de la TMS en células MAC-T. Elaboracion propia.
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10. CONCLUSIONES

1.

S. aureus inhibe la traslocacién de NF-xB en células MAC-T a una MOI
bacteriana de 100:1 con 2h de infeccion (p<0.05), lo cual nos sugiere una
inhibicién de la sefalizacion de TRL por la activaciéon de Src que induciria
la endocitosis de S. aureus, ademas de una probable estabilizacién de

p—catenina que inactivaria a NF-kB y promoveria su exportacion nuclear.

El post-tratamiento por 2h con TMS después de una infeccién con S.
aureus a una MOI de 100:1 durante 2h incrementa la traslocacion de NF-
kB en células MAC-T (p<0.05), probablemente sin que se lleve a cabo
una acumulacion lisosomal de TMS se favoreceria la inhibicion de Src,
permitiendo la degradacion p-catenina, la activacion de la via de TLR y

con ello la traslocacion de NF-xB.

Un posible mecanismo inmunomodulador de la TMS es a través de la

inhibicion de la funcion de Src y la via de Akt/GSK3/p-catenina.
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11. ABREVIATURAS

(Akt)
(AMPc)
(ANOVA)
(CBP)
(cice)
(CKI)
(CREB)
(CTHRC1)
(DAMP)
(DMEM)
(EDTA)
(ESR1)
(ERK)
(GFP)
(GSK3)
(HSP70)
(HEK 293)
(IkB)
(IKK)
(IL-1B)
(IL-6)
(IL-8)
(IL-10)
(LB)
(MAC-T)
(MEC)
(MIC)

Proteina cinasa B
Adenosin monofosfato ciclico
Analisis de varianza
Proteina de union a CREB
Caldo Infusién Cerebro Corazon
Caseina cinasa
Elemento de respuesta de unién a AMP ciclico
Repeticion de triple hélice de colageno que contiene 1
Patron molecular asociado a dafio
Dulbecco Modified Eagles Minimal Essential Médium
Acido etilendiaminotetraacético
Receptor de estrégenos 1
Cinasa regulada por sefal extracelular
Proteina verde fluorescente
Glucdgeno sintasa cinasa 3
Proteina de choque térmico de 70kDa
Células embrionarias de rindbn humano
Inhibidor de kappa B
Cinasa de kB
Interleucina 1 beta
Interleucina 6
Interleucina 8
Interleucina 10
Caldo de lisogenia
Mammary alveolar cells
Mammary epithelial cells

Concentracion minima inhibitoria
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(MOI) Multiplicity of infection

(MyD88) Respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88

(NF-xB) Factor nuclear potenciador de las cadenas kappa de las células B
activadas

(NLR) Receptor tipo Nod

(p38) Proteina cinasa activada por mitégeno
(PAMP) Patrones moleculares asociados a patogenos
(PI3K) Fosfoinositol 3 cinasa

(PMN) Polimorfonucleares

(PRR) Receptores de reconocimiento de patrones
(PTK) Proteinas tirosina cinasa

(RAW 264.7) Monocito macrofago de leucemia de raton
(RelA) Factor de transcripcion p65

(ROS) Especies reactivas de oxigeno

(SFB) Suero fetal bovino

(TGF-B) Factor de crecimiento transformante beta
(TFGB1) Factor de crecimiento transformante beta 1
(TLR) Receptor tipo Toll

(TNF-a) Factor de necrosis tumoral alfa
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ANEXOS

Curva de infeccion con S. aureus
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* Analisis de varianza (ANOVA) y Post hoc

1.05
1 4
0.95
0.85 -
o v
0.75
0.7 4
0.65 -
06 ' 2 ' 3 ' 4 Each Pair With Control
ID Student's t Dunnett's
0.05 0.05
Source DF Sum of| Mean Square F Ratiol Prob>F
Squares
ID 3| 0.13275833 0.044253 9.4490 0.0052*
Error 8| 0.03746667 0.004683
C. Total 11| 0.17022500

Comparisons with a control using Dunnett's Method

Control Group =1

Alpha

0.05
Level | Abs(Dif)-LSD| p-Value
1 -0.16|  1.0000
2 -0.16|  1.0000
3 -0.05] 0.2082
4 0.096] 0.0046*

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Pre-tratamiento con TMS
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* Prueba de normalidad
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Analysis of Variance
Source DF Sum of| Mean Square F Ratio| Prob>F

Squares
Tratamiento 1 730.4067 730.407 4.6975 0.0961
Error 4 621.9507 155.488
C. Total 5 1352.3573

Post-tratamiento con TMS

* Prueba de normalidad
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% traslocacion
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50

Tratamiento

Each Pair

Student's t

0.05

Source DF Sum of| Mean Square F Ratio| Prob>F
Squares
Tratamiento 1 1355.1048 1355.10 9.4750 0.0370*
Error 4 572.0777 143.02
C. Total 5 1927.1825
Means Comparisons
Comparisons for each pair using Student's t
t Alpha
2.77645 0.05
Abs(Dif)-LSD 3 2
3 -27.1107 2.945952
2 2.945952 -27.1107

Positive values show pairs of means that are significantly different.
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