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Efecto del ácido sa licílico sobre la  viru lencia  de  

Staphylococcus aureus y su interacción con e l huésped 

 

S. aureus es una bacter ia oportunista capaz de generar 

infecciones severas en hum anos. Ent re los factores de virulencia 

m ás im portantes de S. aureus se encuent ran el polisacárido 

capsular (PC)  y la adhesina Eap, cuya expresión está cont rolada por 

los reguladores globales sae y m grA.  La expresión de eap es 

act ivada por sae,  m ient ras que el PC es act ivado por m grA e 

inhibido por sae.  El ácido salicílico (SAL)  altera la expresión de 

diversas m oléculas en células procariotas y eucariotas. Este t rabajo 

se propuso estudiar el efecto del SAL sobre la expresión de los 

factores de virulencia de S. aureus y cóm o esto afecta la interacción 

de la bacter ia con el huésped. Al respecto, el SAL provocó un 

aum ento en la capacidad de internalización de la cepa Newm an en 

células epiteliales. Esto correlacionó con una expresión dism inuida 

del PC5 y un aum ento de Eap, debido al efecto posit ivo del SAL 

sobre sae y negat ivo sobre m grA. Por ot ra parte, el t ratam iento de 

las células endoteliales con SAL, así com o tam bién sobre los 

ratones generó una m enor adherencia de S. aureus.  Adem ás, se 

determ inó que Eap es esencial para la internalización y colonización 

de S. aureus tanto in vit ro com o in vivo.  Estos hallazgos 

dem uest ran que el SAL altera la expresión de m oléculas de S. 

aureus directam ente involucradas en la interacción con el huésped 

y por lo tanto la progresión de la infección podría verse afectada. 

 

 

 

Palabras clave:  Staphylococcus aureus,  v irulencia, ácido 

salicílico, adhesinas, polisacárido capsular 
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Effect  of sa licylic acid on  Staphylococcus aureus v iru lence 

and it s interact ion w ith the host  

 

S. aureus is an opportunist ic bacter ium  capable of generat ing 

severe infect ion in hum ans. Am ong the m ost  im portant  virulence 

factors of S. aureus are the capsular polysaccharide (CP)  and Eap 

adhesin, whose expression is m odulated by sae and mgrA global 

regulators.  Expression of eap is act ivated by sae,  while CP is 

act ivated by m grA and inhibited by sae.  Salicylic acid (SAL)  alters 

the expression of various m olecules in prokaryot ic and eukaryot ic 

cells. This work proposed to characterize the effect  of SAL on host -

bacter ia interact ion. I n this regard, SAL caused an increased 

internalizat ion of st rain Newman into epithelial cells. This 

observat ion correlated with a decreased expression of CP and an 

increased expression of Eap, which would be caused by a posit ive 

effect  of SAL on sae and a negat ive effect  on m grA. Moreover, the 

act ion of SAL on endothelial cells and m ice generated a lower 

adherence of S. aureus.  Moreover, it  was determ ined that  Eap is 

essent ial for internalizat ion and colonizat ion of S. aureus both in 

vit ro and in vivo.  These findings dem onst rate that  SAL is able to 

alter the expression of m olecules direct ly involved in of host  -  S. 

aureus interact ion, and therefore the progression of infect ion would 

be affected. 

 

 

 

 

Keywords:  Staphylococcus aureus,  v irulence, salicylic acid, 

adhesins, capsular polysaccharide 
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1 . Staphylococcus aureus 

1 .1 . Genera lidades 

Staphylococcus aureus es m iem bro de la fam ilia 

Micrococcaceae. Esta  bacter ia coco Gram  posit ivo se agrupa en 

racim os (Fig. 1) . Desde el punto de vista bioquím ico, los 

estafilococos son catalasa posit ivos, coagulasa posit ivos, oxidasa 

negat ivos y ferm entan el m anitol (34) . 

 

Figura 1 . Staphylococcus aureus. Micrografía tom ada por m icroscopía 
elect rónica de barr ido de colonias de S. aureus (114) . 

 

S. aureus es un m icroorganism o com ensal que se aloja 

pr incipalm ente en las narinas anter iores. Aproxim adam ente el 20%  

de los individuos sanos son colonizados persistentem ente con S. 

aureus y el 30%  son colonizados interm itentem ente. La 

colonización increm enta claram ente los r iesgos de infección (67) . 

Por ot ra parte, S. aureus es una bacter ia oportunista capaz de 

causar infecciones tanto a individuos de la com unidad com o a 

pacientes hospitalizados. Puede generar infecciones de piel y tej idos 
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blandos e infecciones severas com o osteom ielit is, endocardit is y 

bacter iem ia (89) . 

Para establecer la infección, S. aureus cuenta con una gran 

variedad de factores de virulencia cuya expresión está m odulada 

por im portantes reguladores globales.  

 

1 .2 . Patogénesis 

La patogénesis de S. aureus es un proceso com plejo que 

involucra diferentes com binaciones de com ponentes de superficie y 

ext racelulares, los cuales son expresados coordinadam ente durante 

los diferentes estadios del proceso infeccioso. S. aureus expresa 

num erosas proteínas de superficie que m edian la adhesión al tej ido 

del huésped para iniciar la infección. Estas adhesinas unen 

m oléculas tales com o colágeno, fibronect ina (Fn) , fibr inógeno (Fg)  y 

juegan un rol clave en el inicio de infecciones endovasculares, 

osteoart iculares e infecciones asociadas a prótesis. Al respecto, 

cepas diferentes de S. aureus pueden tener una expresión 

diferencial de adhesinas, y por lo tanto podrían causar ciertos t ipos 

de infecciones característ icos (32, 86, 100) .  

Una vez que S. aureus se adhiere al tej ido o a la prótesis, es 

capaz de crecer y persist ir  ut ilizando diferentes est rategias. S. 

aureus puede producir biopelículas, que le perm iten evadir la 

respuesta inm une y la acción de los ant ibiót icos (25) .  Adem ás es 

capaz de invadir y sobrevivir  dent ro de células epiteliales y 

endoteliales, lo cual tam bién le perm it ir ía a la bacteria escapar de 

las defensas del huésped (3) . Ot ra est rategia que ut iliza S. aureus 

es la de form ar “variantes de colonia pequeña”  (VCP) , las cuales 

cont r ibuir ían a las infecciones recurrentes y persistentes. Las VCP 

pueden in vit ro evadir el sistem a inm une sin causar daño al 

huésped, y pueden luego revert ir  a una form a m ás virulenta (110, 
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111) . La pr incipal defensa de S. aureus frente a los fagocitos es la 

producción de m icrocápsula ant ifagocít ica (95) . Por ot ro lado, la 

proteína A (SpA)  se une a la porción Fc de las inm unoglobulinas y 

com o resultado, puede prevenir la opsonización (31) . Adem ás, S. 

aureus secreta proteínas inhibidoras de la quim iotaxis (CHI PS)  y la 

proteína de adhesión ext racelular (Eap) , las cuales interfieren con la 

ext ravasación de los neut rófilos al sit io de infección (17) .  

Durante el proceso infeccioso, S. aureus produce num erosas 

enzim as, com o proteasas, lipasas y elastasas, que le perm iten 

invadir y dest ruir  el tej ido del huésped y m igrar hacia ot ros sit ios. 

Esta bacteria tam bién t iene la capacidad de inducir shock sépt ico, a 

t ravés de la interacción del pept idoglicano, ácido lipoteicoico y α-

hem olisina (Hla)  con el sistem a inm une (77) . Adem ás, m uchas 

cepas producen la toxina TSST-1 que actúa com o superant ígeno y 

provoca el síndrom e del shock tóxico (84) . Ot ras cepas sintet izan 

toxinas exfoliat ivas capaces de causar el síndrom e de la piel 

escaldada o im pét igo (104) .  

La regulación coordinada de los factores de virulencia de S. 

aureus j uega un rol cent ral en la patogénesis. La expresión de 

adhesinas generalm ente ocurre en la fase logarítm ica de 

crecim iento, m ient ras que las proteínas secretadas com o las 

toxinas, son producidas durante la fase estacionaria. En el 

t ranscurso de la infección la expresión tem prana de las adhesinas 

perm ite la colonización inicial de tej idos, m ient ras que la producción 

tardía de toxinas facilita la disem inación de la bacter ia (9) .  

 

1 .3 . Reguladores  

La expresión coordinada de los factores de virulencia de S. 

aureus está directa o indirectam ente influida por la acción de 

diversos reguladores globales. Existen dos grupos pr incipales de 
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reguladores globales en S. aureus:  los sistem as regulator ios de dos 

com ponentes y la fam ilia de proteínas hom ólogas SarA (19, 83, 

92) . 

Los sistem as regulator ios de dos com ponentes en procariotas 

son sensibles a señales am bientales y están const ituidos por una 

hist idin quinasa de m em brana sensora y una proteína 

citoplasm át ica reguladora de la respuesta, que una vez act ivada por 

fosfor ilación se une a una secuencia específica del gen blanco (82) . 

Los sistem as de este t ipo caracterizados hasta ahora en S. aureus 

incluyen agrCA, saeRS,  lytRS, arlRS, SrrAB, YycFG y VraRS (19, 

82) . 

La fam ilia de proteínas SarA y el factor sigB son factores 

t ranscripcionales que se unen directam ente a la región prom otora 

de los genes blanco. La fam ilia SarA se divide en t res subfam ilias:  

a)  est ructuras de dom inio único (SarA, SarR, SarT, SarV y SarX) ;  

b)  est ructuras de doble dom inio (SarS, SarU y SarY) ;  y c)  

est ructuras de dom inio único altam ente hom ólogas a la fam ilia 

MarR (SarZ, MgrA/ Rat )  (19) .  

 

1 .3 .1 . sae  

El sistem a de dos com ponentes sae act iva la expresión de una 

am plia variedad de factores de virulencia tales como serin proteasa 

A (SspA) , term onucleasa (Nuc) , coagulasa (Coa) , Hla, β-hem olisina 

(Hlb) , SpA, Eap, proteína de unión a la m at r iz ext racelular (Em p) , y 

proteína de unión a la fibronect ina–A (FnBP-A)  probablem ente a 

t ravés de su interacción directa con estos genes (9, 37-40) . Por el 

cont rar io, la expresión del operón cap,  que codifica para la 

expresión de las proteínas involucradas en la síntesis del 

polisacárido capsular (PC) , es reprim ida por sae (121) .  
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El locus sae está com puesto por cuat ro m arcos de lectura 

abiertos, dos de los cuales codifican para un regulador saeR y un 

sensor saeS (38) . Los ot ros dos m arcos de lectura abiertos (saeP y 

saeQ) se localizan río arr iba de saeRS y codifican para proteínas 

que serían im portantes para el funcionam iento del operon (94, 

121) . El gen saeP codifica para una lipoproteína y saeQ para una 

proteína de m em brana (82) . Para el locus sae se ident ificaron 

cuat ro t ranscriptos, A, B, C y D y dos prom otores PA y PC (Fig. 2) . El 

t ranscripto A (2,1 Kb)  se inicia en el prom otor PA y cubre saeR y 

saeS. Este t ranscripto está presente desde el inicio del crecim iento 

bacter iano y dism inuye su intensidad durante la fase m edia 

exponencial. Los t ranscriptos B (2,4 Kb) , C (3,1 Kb)  y D (0,5 Kb) , 

se inician desde el prom otor PC y aparecen en la fase m edia 

exponencial. El t ranscripto C cubre el locus com pleto y quizás sea 

procesado para generar B, que cubre saeQ, saeR y saeS. El 

t ranscripto D, que cubre sólo saeP, quizás sea un producto del 

procesam iento de C o un t ranscripto de novo (1) .  

 

 

 

 
PC

saeP saeQ saeR saeS

PA
A

C

BD

PC

saeP saeQ saeR saeSsaeP saeQ saeR saeSsaeP saeQ saeR saeSsaeP saeQ saeR saeS

PA
A

C

BD

Figura 2 . Esquem a del locus sae . El locus sae está compuesto por cuat ro 
genes y se t ranscribe desde dos prom otores, PA y PC,  generando cuat ro 
t ranscriptos (A, B, C y D) . 

 

El prom otor PC es autoinducido por saeR y saeS, m ient ras que 

PA es reprim ido por saeRS. Así, estos t ranscriptos se expresan 

prim ero desde el prom otor PA y luego desde el prom otor PC (1) . La 

act ivación del prom otor PC en la fase m edia exponencial representa 

una t ransición regulator ia clave dent ro del locus sae y depende de 

ot ros determ inantes regulator ios tales com o agr ,  sarA y sae m ism o. 
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Adem ás, el prom otor Pc es afectado por est ím ulos am bientales tales 

com o pH, cloruro de sodio y glucosa o concent raciones 

subinhibitor ias de ant ibiót icos (94) . Cabe destacar que la cepa 

Newm an de S. aureus presenta una sust itución de un am inoácido 

en saeS, la cual es parcialm ente responsable de su fenot ipo, que 

incluye la act ivación const itut iva de PC y la hiperproducción de Coa 

y Eap (1, 35, 82) . 

 

1 .3 .2 . m grA 

Otro regulador global clave en S. aureus es m grA (m ult iple 

gene regulator A) , hom ólogo a la fam ilia de proteínas de resistencia 

m últ iple a ant ibiót icos MarR de E. coli (2) . MgrA cont rola la 

expresión de 350 genes, incluyendo los genes que codifican para 

varios factores de virulencia (PC, Nuc, Hla, Coa, SspA y SpA) , genes 

involucrados en la autolisis ( lytRS) y ot ros genes reguladores 

globales (agrCA, arlRS, sarS y sarV)  (19, 55, 56, 78, 81) . 

Asim ism o, MgrA regula negat ivam ente las bom bas de eflujo NorA, 

NorB y Tet38, las cuales confieren resistencia a ciertos ant ibiót icos 

com o la ciprofloxacina (112, 125) . Por ot ra parte, m grA reprim e la 

form ación de biopelícula y m odula la expresión de genes 

involucrados en la síntesis de pared celular y en el est rés osm ót ico 

(78, 124) . MgrA act iva la expresión de los genes cap,  hla y  nuc,  

m ient ras que reprim e la expresión de spa,  coa y genes autolít icos 

(55, 78, 81) . Ot ra característ ica a destacar en cuanto a este 

regulador es que act iva la expresión de exoproteínas, m ient ras que 

reprim e la expresión de proteínas de superficie. Este m odo de 

acción es sim ilar a la regulación ejercida por agr ,  ot ro im portante 

regulador global de S. aureus (92) . El m ecanism o por el cual agr 

regula t ranscripcionalm ente sus genes blanco es aún desconocido. 

Luong et  al.  (78)  especularon, basados en el paralelism o ent re agr  

y  m grA, que m grA quizás interactúe con agr  en la regulación de las 
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exoproteínas y proteínas de superficie, ya que m utaciones en m grA 

reprim en a RNAI I I , la  m olécula efectora del sistema agr .  

 

1 .4 . Factores de viru lencia  

1 .4 .1 . Polisacár ido capsular  

El 90%  de los aislam ientos de S. aureus producen PC. A pesar 

de que se han descripto m ás de 11 serot ipos capsulares, el 80%  de 

los aislam ientos provenientes de hum anos expresan los serot ipos 5 

(PC5)  y 8 (PC8)  (Fig. 3) . 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 . Micrografías de t ransm isión e lect rónica de células de S. aureus 
en fase estacionar ia .  Previo a la fij ación, las bacterias fueron incubadas con 
ant icuerpos específicos ant i-PC5 para estabilizar y visualizar la cápsula. Cepa 
Reynolds productora de PC5 ( izq.) ;  m utante acapsular de S. aureus (der.)  (118) . 

 

El operón cap5 cont iene 16 genes, desde cap5A hasta cap5P 

que se t ranscriben en la m ism a orientación (95) . Los genes t ipo 

específicos están localizados en la región cent ral del locus e 

incluyen los genes cap5H, cap5I , cap5J y cap5K (Fig. 4) .  

 

 

 A B C D E F G NM POLKJIH

Región comúnRegión común Región PC5-específica

A B C D E F G NM POLKJIHA B C D E F GA B C D E F G NM POL NM POLKJIH KJIH

Región comúnRegión común Región PC5-específica Región comúnRegión común Región PC5-específica

Figura 4 . Organización del cluster  genét ico cap5  de S. aureus. Se 
m uest ran los genes de la región com ún a los clusters 5 y 8 y la región PC5 
específica. 
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El locus cap5 de S. aureus está bajo el cont rol de una 

com pleja red regulator ia. La expresión de PC es est im ulada por el 

sistem a agr (21) , m grA (81) , el sistem a arlRS vía m grA (79) , el 

factor σB (sigB)  (6)  y sarA (126) . Por el cont rar io, el sistem a sae es 

el único regulador descripto que inhibe la expresión de la cápsula 

(82, 121) . Para la expresión total de PC se requiere una región 

repet ida invert ida de 10 pb localizada “ río arr iba”  del prom otor 

pr incipal del operón cap,  sugir iendo que un regulador que se une al 

ADN estaría involucrado (96) .  

La expresión de PC5 y PC8 in vit ro es m uy sensible a las 

señales am bientales. Las condiciones del m edio de cult ivo 

m ost raron influir  dram át icam ente en la producción de PC. El 

crecim iento de S. aureus en un m edio de cult ivo sólido y bajo 

condiciones lim itantes de hierro produce un aum ento en la síntesis 

de PC8 (102, 103) . Adem ás, la producción de cápsula in vit ro es 

inhibida por ext racto de levadura, m edio alcalino y anaerobiosis, 

pero se ve aum entada cuando las bacter ias son cult ivadas en un 

m edio suplem entado con cloruro de sodio al 5%  (95) .  

El PC cum ple un rol esencial para la patogénesis de S. aureus,  

ya que im pide su opsonización con ant icuerpos y con proteínas del 

com plem ento y por lo tanto, inhibe la fagocitosis por parte de los 

leucocitos polim orfonucleares hum anos (95) . En cuanto a su rol en 

la virulencia, se sabe que la pérdida de cápsula facilita la 

internalización en células endoteliales (101) . 

 

1 .4 .2 . Adhesinas  

Para iniciar la infección, S. aureus debe adherirse a la m at r iz 

ext racelular y a las células eucariotas a t ravés de diferentes 

proteínas de superficie llam adas “adhesinas” . Muchas de estas 

proteínas que se anclan a la pared de S. aureus fueron agrupadas 
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bajo la sigla MSCRAMMs por “com ponentes m icrobianos de 

superficie que reconocen m oléculas adhesivas de la m at r iz” . Ent re 

ellas se encuent ran las proteínas FnBP-A, FNBP-B, SpA, factor de 

agrupam iento A y B (ClfA y ClfB) , ent re ot ras (59) .  

Ot ro grupo de adhesinas son las designadas SERAMs por 

“ repertor io expandido de m oléculas adhesivas secretables” . Estas 

proteínas poseen la capacidad de ser secretadas al m edio y luego 

volver a unirse a la superficie bacteriana. A este grupo pertenecen 

Em p, Coa, proteína de unión al fibr inógeno extarcelular (Efb)  y Eap 

(91) . 

 

1 .4 .2 .1 . Eap 

Eap es una adhesina m ult im érica secretada de 62 KDa que 

juega un rol clave en el establecim iento de la bacteria para causar 

la enferm edad. Esta proteína se com pone de 3 dom inios diferentes 

que se unen form ando tet rám eros (47) . Hasta el m om ento, se han 

descripto 3 análogos de Eap (50, 65 y 72 KDa)  en las cepas Mu50, 

FDA574 y Wood 46, respect ivam ente (36, 57, 61) . El 98%  de los 

aislam ientos de S. aureus secretan alguna form a de esta proteína 

(11) .  Eap está regulada principalm ente por sae,  ya que se ha 

dem ost rado que una m utante sae no expresa niveles detectables de 

esta adhesina (49) .  

La im portancia de Eap en la adherencia de S. aureus a células 

eucariotas ha sido dem ost rada por una dism inución en la 

adherencia de una m utante eap a fibroblastos y células epiteliales.  

Asim ism o, los ant icuerpos ant i-Eap reducen la internalización de S. 

aureus (45, 53, 69) . Eap t iene un am plio rango de unión a 

proteínas plasm át icas incluyendo Fn, Fg y prot rom bina (132) . 

Debido a su afinidad dual por proteínas plasm át icas y por la 

superficie bacteriana, cuando Eap es agregada exógenam ente se 
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produce un aum ento significat ivo de la adherencia de S. aureus a 

fibroblastos y células epiteliales (53, 54, 98) . Por ot ro lado, Eap 

posee la habilidad de generar aglut inación de las bacterias, ya que 

esta proteína t iene una fuerte tendencia a form ar agregados 

m ult im éricos (54) .  

Las funciones de Eap cobran aún m ás im portancia si las 

FnBPs están ausentes, com o en el caso de la cepa Newm an de S. 

aureus,  que presenta un codón de term inación prem aturo en los 

genes que codifican para FnBP-A y B, generando proteínas 

t runcadas (43) . Adem ás, la proteína Eap es expresada en altos 

niveles en la cepa Newm an respecto a lo observado para 

aislam ientos clínicos y ot ras cepas de S. aureus com o la RN6390 

(62) . Por lo tanto, en la cepa Newm an, Eap com pensaría 

parcialm ente la pérdida de unión a Fn. 

Por ot ro lado, se han dem ost rado los potenciales efectos de la 

interacción de Eap con el huésped, que incluyen m odulación de 

células T e inhibición de la ext ravasación de leucocitos (16, 74) . La 

m olécula de adhesión int racelular 1 ( I CAM-1 o CD54)  es expresada 

por células endoteliales y actúa com o receptor para integrinas, 

interviniendo en la adhesión firme de los leucocitos al endotelio 

(13) . Eap interactúa con I CAM-1 sobre las células endoteliales y de 

esta m anera estaría inhibiendo el reclutam iento de neut rófilos a la 

zona inflam ada (16) . Es por ello que se ha sugerido que Eap podría 

actuar com o un factor ant iinflam atorio. Sin em bargo, ot ros estudios 

revelan que Eap tam bién podría tener un rol proinflam atorio, ya que 

su interacción con I CAM-1 induciría la síntesis de I L-6 y TNF-α  
(116) .  
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1 .5 . I nteracción de S. aureus con células eucar iotas 

La adherencia de S. aureus a las células del huésped es el 

pr im er paso de la infección, m ient ras que su habilidad para 

sobrevivir  en el am biente int racelular es clave para la persistencia 

de este patógeno. Varios t rabajos han dem ost rado la capacidad de 

S. aureus para internalizarse y sobrevivir  en células fagocít icas no 

profesionales (4, 58, 87, 133) . Más aún, recientem ente se 

estableció que S. aureus perm anece viable dent ro del m acrófago 

por 4 días, para luego escapar de las vacuolas int racelulares hacia 

el citoplasm a y provocar la m uerte celular. Los autores postularon 

que esta est rategia podría ser una potencial nueva vía de 

disem inación de esta bacter ia patógena (70) . 

Las FnBPs son requeridas para el proceso de internalización 

en células eucariotas (119) . Se propuso que la afinidad de la FnBP 

por la Fn unida a β1- integrinas resultaría en la act ivación de vías de 

señalización int racelular en el huésped, lo cual llevaría a la 

fagocitosis m ediada por act ina de la bacter ia adherida (50) . Sin 

em bargo, a pesar de que las FnBPs juegan un rol crucial en el 

proceso de internalización, no son indispensables, ya que S. aureus 

es capaz de ser internalizado aún en ausencia de estas proteínas 

(10) . Más aún, no se encont ró correlación ent re el grado de 

internalización y la cant idad de FnBPs producidas por algunas cepas 

de S. aureus (52) . Por ot ra parte, la unión de Eap a I CAM-1 

facilitaría la adherencia de S. aureus a células endoteliales (16) . 

Esto indica que el proceso de internalización de S. aureus es 

com plejo y depende tam bién de la presencia de proteínas 

secretadas com o Eap, adem ás de las proteínas covalentem ente 

unidas a la pared (45, 48, 53) . 
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2 . Ácido sa licílico 

Las drogas ant iinflam atorias no esteroideas son ut ilizadas 

am pliam ente com o agentes analgésicos, ant ipirét icos y 

ant iinflam atorios en el t ratam iento de diferentes patologías. Com o 

ejem plo de estos com puestos se pueden citar a los salicilatos, com o 

la aspir ina;  profenos, com o el ibuprofeno;  ácidos ar ilalcanoicos, 

com o el diclofenac;  ent re ot ros.  

En part icular, la aspir ina es ingerida regularm ente por 

m illones de individuos en todo el m undo debido a sus conocidas 

propiedades analgésicas y tam bién es prescripta con propósitos 

definidos, incluyendo la prevención de infartos y el t ratam iento del 

cáncer (66, 127) . El com puesto act ivo de la aspir ina, el ácido 

acet ilsalicílico (ASA) , inhibe la act ividad catalít ica de las 

ciclooxigenasas 1 y 2 (COX-1 y 2) , que son las enzim as 

responsables de la síntesis de m oléculas proinflam atorias com o las 

prostaglandinas a part ir  del ácido araquidónico (85) . La COX-1 se 

expresa const itut ivam ente en todos los tej idos, pero especialm ente 

en el r iñón y en el t racto gast rointest inal. Su act ividad radica en la 

protección del epitelio gást r ico, de la función renal y de la 

agregación plaquetaria. La COX-2, por el cont rar io, es inducible por 

determ inados est ím ulos com o algunos m ediadores quím icos de la 

inflam ación, por lo tanto m ant iene los m ecanism os inflam atorios y 

am plifica las señales dolorosas que surgen en las áreas inflam adas. 

El ASA inhibe m ás fuertem ente la acción de COX-1 que la de COX-2 

(85, 88) .  

La aspir ina t iene una vida m edia relat ivam ente corta en el 

plasm a hum ano (20 m in) , ya que es rápidam ente desacet ilada y 

convert ida a ácido salicílico (SAL) . Por lo tanto, el SAL sería el 

responsable de las acciones ant iinflam atorias, ant icancerígenas y 

ant ineurodegenerat ivas de la aspir ina. El SAL no inhibe 

directam ente a COX-1 y COX-2, ya que no cuenta con el grupo 

 27



 

acet ilo requerido para esta acción. Sin em bargo, inhibir ía por algún 

ot ro m ecanism o aún desconocido la síntesis de prostaglandinas 

(134) . Estudios recientes han dem ost rado que el SAL t iene diversas 

act ividades celulares y m oleculares incluyendo el cont rol de la 

expresión génica. Al respecto, el SAL inhibe la act ivación del factor 

de t ranscripción nuclear κB (NFκB) y de c-Jun ( reguladores de la 

expresión de genes proinflam atorios y de genes involucrados en 

ot ros procesos celulares com o crecim iento, diferenciación y 

apoptosis)  a concent raciones suprafarm acológicas (0,01 – 5 m M) , 

m ient ras que a concent raciones farm acológicas (m ayor a 5 m M)  

suprim e la t ranscripción de COX-2 inducible (24, 68) . Por ot ro lado, 

la expresión de I CAM-1 es inducida por la est im ulación de 

receptores celulares por parte de m ediadores inflam atorios, 

incluyendo lipopolisacárido y citoquinas y es regulada por NF-κB 

(14, 120) . Al respecto, células endoteliales de vena de cordón 

um bilical hum ano (HUVEC)  est im uladas con LPS y t ratadas con 

salicilato de sodio a dist intas concent raciones (ent re 2 y 20 m M)  

presentaron una expresión dism inuida de NF-κB y de I CAM-1 (136) . 

El SAL, adem ás de afectar a las células eucariotas, tam bién es 

capaz de ejercer su acción sobre bacterias. En cuanto al rol de este 

com puesto en la virulencia bacter iana, se dem ost ró que el SAL 

afectó la fisiología de Pseudom onas aeruginosa y atenuó su 

virulencia m odificando la expresión de 331 genes (109) . Por ot ro 

lado, la conform ación en biopelícula de la cepa 8325 de S. aureus y 

su adherencia a la raíz de Arabidopsis thaliana fue dism inuida por 

bajas concent raciones de SAL (108) . Asim ism o, un estudio 

realizado ut ilizando un m odelo de endocardit is en conejo dem ost ró 

que el t ratam iento con SAL dism inuyó la expresión de Hla y FnBP 

en S. aureus (72, 73) . Riordan et  al. (112)  observaron un fenot ipo 

m enos adherente luego del t ratam iento de S. aureus con SAL 

resultando en la atenuación de la virulencia. Adem ás, el crecim iento 

en presencia de SAL de Klebsiella pneum oniae produjo una síntesis 
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dism inuida de su gruesa cápsula (22, 23) . Tam bién se dem ost ró 

que los efectos del SAL incluyen la act ivación del operon sigB, el 

cual posee un rol im portante en la m odulación de la expresión de 

reguladores globales de S. aureus (72, 97) . Asim ism o, el 

crecim iento de S. aureus en presencia de SAL redujo la 

suscept ibilidad a m últ iples ant ibiót icos (44, 105-107) . 

El conjunto de observaciones respecto del com ponente act ivo 

de la aspir ina y las m odificaciones que éste provoca en la virulencia 

bacteriana abre nuevos interrogantes sobre este fárm aco 

am pliam ente ut ilizado y conocido desde hace m ás de 100 años. 
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Hipótesis  

 

S. aureus coloniza asintom át icam ente las narinas de hum anos 

pero tam bién es capaz de causar sim ples infecciones en la piel a 

severas infecciones que pueden llevar a la m uerte. Para generar 

estas enferm edades S. aureus debe adaptarse a los diferentes 

am bientes del huésped. Es por ello que este patógeno expresa 

diferencialm ente sus factores de virulencia de acuerdo a la acción de 

los sistem as que los regulan. Por cierto, la producción de los factores 

de virulencia secretados, adhesinas y PC puede ser m odificada por 

diversos est ím ulos am bientales que actúan com o señales de los 

sistem as regulator ios de S. aureus.  En part icular, el SAL es 

am pliam ente ut ilizado en el m undo bajo la form a de aspir ina. Este 

com puesto m odifica la expresión de diversas m oléculas en las células 

eucariotas, así com o tam bién en algunos patógenos bacterianos.  

 

Por lo tanto, este t rabajo postula que el SAL al actuar com o 

una señal am biental podría ejercer su efecto sobre la expresión de 

los factores de virulencia necesarios para la colonización e 

internalización celular de S. aureus, así com o tam bién sobre los 

sistem as regulator ios que los cont rolan. Adem ás, el SAL inducir ía 

cam bios en el huésped que afectarían su interacción con este 

patógeno. De este m odo el curso de la infección podría verse 

alterado en aquellos pacientes infectados con S. aureus que 

ingieren aspir ina regularm ente. 

 

Objet ivo genera l  

El objet ivo del presente t rabajo de invest igación fue 

caracter izar el efecto del SAL sobre la internalización celular y 

colonización de S. aureus,  así com o tam bién estudiar los cam bios 
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inducidos por el SAL en el huésped y en este patógeno que 

m odifican la interacción ent re am bos.   

 

Objet ivos específ icos  

I )  I nvest igar el efecto del SAL sobre la capacidad de internalización 

de S. aureus en células epiteliales. 

 

I I )  Evaluar el im pacto del SAL sobre la expresión t ranscripcional y 

fenot ípica de PC5 e invest igar su efecto biológico. 

 

I I I )  Estudiar si el SAL afecta la expresión de proteínas en S. aureus.  

 

I V)  Determ inar los cam bios inducidos por el SAL sobre la expresión 

de Eap a nivel t ranscripcional y fenot ípico e invest igar su efecto 

biológico. 

 

V)  Evaluar la acción del SAL sobre los reguladores globales sae y  

m grA. 

 

VI )  I nvest igar si m grA t iene alguna acción regulator ia sobre Eap. 

 

VI I )  Estudiar los efectos del SAL sobre las células endoteliales 

determ inando la capacidad de internalización bacter iana, así com o 

tam bién la expresión de TNF-α y de I CAM-1. 

 

VI I I )  Establecer la acción del SAL en la colonización de S. aureus in 

vivo.  
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1 . Cepas bacter ianas 

Las cepas bacter ianas usadas en este t rabajo se listan en la 

tabla 1. Todas las cepas se conservaron a -20º C en caldo t r ipteína 

de soja (TSB)  (Difco)  con 20%  de glicerol. S.  aureus se cult ivó a 

37°C, 200 rpm  por 18 h en caldo CYGP (casam inoácido s 10 g/ lit ro, 

ext racto de levadura 10 g/ lit ro, glucosa 5 g/ lit ro, NaCl 5.9 g/ lit ro y 

glicerofosfato 60 m M)  sin glucosa (CYGPw)  (93) . Se adicionaron 

0.36 m M o 2 m M de SAL al m edio de cult ivo cuando fue necesario. 

La cepa AH12pCXEap se cult ivó en LB y luego de 2 h de incubación 

se adicionó xilosa a una concent ración final de 0,5%  (v/ v)  para 

inducir  la expresión del plásm ido. Para los experim entos de invasión 

celular, se precipitaron las bacterias por cent r ifugación, se lavaron 

con solución fisiológica estér il y se suspendieron en m edio de 

invasión a una densidad igual a 107 UFC/ m l. 

 

2 . Anim ales 

Los experim entos in vivo se llevaron a cabo ut ilizando ratones 

m achos exocriados de la cepa CF-1 de 6 a 8 sem anas de edad. Los 

anim ales fueron provistos por el bioter io del Departam ento de 

Microbiología de la Facultad de Medicina, Universidad de Buenos 

Aires. Los ratones se m antuvieron durante los experim entos en 

condiciones estándar con una dieta de m antenim iento (Alim ento 

Balanceado Cooperación)  y agua corr iente acidificada con HCl de 

acuerdo a las norm as para el Cuidado y Uso de Anim ales de 

Laboratorio. Los anim ales se sacrificaron por asfixia con CO2.   

 

3 . Cult ivo celular   

3 .1 . Células epite lia les 

Se ut ilizó la línea establecida de células epiteliales de glándula 

m am aria bovina MAC-T (gent ilm ente cedida por Nicolas Léem e, 
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Nexia Biotechnologies I nc.) . El m edio em pleado para su crecim iento 

fue DMEM (Dulbeco´ s Modified Eagle´ s Medium )  (GI BCO)  con 10%  

de suero fetal bovino (SFB)  (GI BCO)  inact ivado por calor, 5 µg/ m l 

de insulina, 1 µg/ m l de hidrocort isona (Sigm a) , 44 m M de NaHCO3,  

100 U/ m l de gentam icina y 100 µg/ m l de sulfato de est reptom icina. 

Antes de cada experim ento, se sem braron 1.5x105 células/ pocillo 

en placas de cult ivo de 24 o 48 pocillos y se crecieron durante 24 h 

a 37º C con 5%  de CO2 (12) . 

 

3 .2 . Cé lu las endote lia les 

Se ut ilizó la línea establecida de células endoteliales hum anas 

EA.hy926. Esta línea celular es un hibr idom a inm ortalizado de 

células HUVEC y la línea celular A549 (27) . Se cult ivaron en m edio 

DMEM con 10%  de SFB inact ivado por calor, 100 U/ m l de 

gentam icina, 100 µg/ m l de sulfato de est reptom icina y 100 U/ m l de 

penicilina. Las células se incubaron durante 48 h en placas de 24 

pocillos a 37º C con 5%  de CO2.  

 

4 . Ensayo de invasión  

Las m onocapas de células epiteliales o endoteliales crecidas 

en confluencia se incubaron o no con SAL 2 m M (Sigm a)  durante 2 

h previam ente a la infección. Posteriorm ente, las células se lavaron 

con buffer salino de fosfato (PBS)  (GIBCO)  y se suspendieron en 

m edio DMEM fresco. Luego, las m onocapas celulares se infectaron 

con una suspensión de S. aureus (m oi= 40)  que contenía o no SAL 

2m M. Transcurr ida 1 h de incubación a 37º C con 5%  CO2,  se 

realizaron 4 lavados con PBS para descartar la bacteria ext racelular 

no adherida y se agregó a cada pocillo m edio DMEM con 25 µg/ m l 

de lisostafin (Sigm a)  conteniendo o no SAL 2 m M. Luego de la 

incubación a 37º C con 5%  CO2,  se descartaron a diferentes t iem pos 
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los sobrenadantes de los pocillos o se congelaron a -70º C y se 

lavaron las m onocapas con PBS. Las células se t rataron con 100 µl 

de t r ipsina 0.25% -EDTA 0.1%  (GI BCO)  durante 5 m in a 37º C y se 

lisaron por el agregado de 900 µl de Tritón X-100 0.025%  en agua 

dest ilada. Los lisados celulares se diluyeron serialm ente y se 

sem braron en placas de agar t r ipteina de soja (TSA)  para 

cuant ificar la bacter ia int racelular viable (12) . 

 

5 . ELI SA para detectar  TNF- α 
Se ut ilizó el equipo com ercial BD OptEI A I I  (BD Biosciences)  y 

se siguieron las inst rucciones del fabricante. Brevem ente, se 

adicionaron 100 μl de m uest ra o solución estándar de TNF-α a una 

placa de 96 pocillos revest ida con ant icuerpos m onoclonales ant i-

TNF-α hum ano. Se incubaron las placas a tem peratura am biente 

por 2 h. Se realizaron 5 lavados con la solución correspondiente y 

se agregaron 100 μl de la solución de ant icuerpo m onoclonal 

biot inilado ant i-TNF-α hum ano y peroxidasa conjugada a 

est reptavidina. Luego de 1 h de incubación a tem peratura 

am biente, se realizaron 7 lavados. Poster iorm ente, se adicionaron 

100 μl de 3,3',5,5'- tet ram et ilbenzidina (TMB)  y las placas se 

incubaron a tem peratura am biente durante 30 m in. Luego, se 

agregaron 50 μl de la solución com ercial para detener la reacción y 

se leyó la absorbancia a 450 nm en un lector de ELI SA (Term o 

elect ron, Mult iskan ex) . La concent ración de TNF-α se calculó 

com parando los valores de absorbancia obtenidos con la curva 

estándar.  
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Tabla 1 .  Cepas y plásm idos ut ilizados. 

Cepa/  
plásm ido 

Descr ipción Fuente 

Cepas 
Newman Aislam iento clínico (ATCC 25904) ;  PC5+  (26)  
Newmansae Mutante sae por t ransducción (saeS: : erm B)  Este t rabajo 
RN6390 Cepa de laboratorio relacionada a 8325-4 (71)  
RN6390sae Mutante sae por t ransducción (saeS: : erm B)  (121)  
JL278 Cepa Reynolds;  PC5+  (131)  
JL801 Mutante isogénica de Reynolds (PC5+ )  que no 

expresa PC5 
(131)  

AH12 Mutante eap de la cepa Newm an (eap: : ermC)  (53)  
AH12pCXEap AH12 com plem entada con pCXEap (53)  
ALC2547 Mutante m grA de la cepa Newman 

(mgrA: : ermC)  
(55)  

ALC4483 Mutante sae por deleción de la cepa Newm an (75)  
ALC4241 Newm an con pALC2335 Este t rabajo 
ALC1842 Newm an con pALC1766 (126)  
ALC5163 Newm an con pALC4991 (75)  
ALC6141 Newm an con pALC2566 (55)  
ALC3257 Newm an con pALC1484 (83)  
R11 Newm an con plásm ido conteniendo FnBP 

salvaje 
Dr. Massey 

R0 Newm an con plásm ido conteniendo FnBP 
defectuosa 

Dr. Massey 

R11eap Mutante eap de R11 Dr. Massey 
Plásm idos 
pALC1484 Derivado de pSK236 que cont iene el gen gfpuvr 

sin promotor precedido por un sit io de unión al 
r ibosoma de S. aureus 

(83)  

pALC2335 Derivado de pALC1484 que cont iene el 
promotor del gen eap r ío arr iba del gen gfpuvr

Dr. Cheung 

pALC1766 Derivado de pALC1484 que cont iene el 
promotor pr incipal del gen cap5 río arr iba del 
gen gfpuvr

(126)  

pALC4991 Derivado de pALC1484 que cont iene el 
promotor sae Pc r ío arr iba del gen gfpuvr

(75)  

pALC2566 Derivado de pALC1484 que cont iene el 
promotor mgrA río arr iba del gen gfpuvr

(56)  

pCXEap Plásm ido pCX19 inducible por xilosa 
conteniendo el gen eap 

(53)  

 

6 . Detección de I CAM- 1  por  citom et r ía  de f lu jo 

Las células EA.Hy926 se incubaron con las cepas bacter ianas 

respect ivas y se t rataron con SAL 2 m M según lo descripto en el 

punto 4 de Materiales y Métodos. Para el cont rol posit ivo de 

est im ulación de la expresión de I CAM-1 las células se incubaron con 1 

μg/ m l de LPS de la cepa de E. coli 0111: B4. La expresión de I CAM-1 
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se detectó a las 6 h post  infección. Brevem ente, las células se 

t rataron con t r ipsina 0,25% -EDTA 0,02%  y se incubaron a 4º C con 

una dilución 1/ 400 del ant icuerpo ant i-CD54 hum ano conjugado a 

peroxidasa (clon HA58, BD Pharm ingen)  durante 20 m in en 

oscuridad. A fin de detectar la unión no específica, el ant icuerpo ant i-

CD54 se reem plazó por una concent ración equivalente de I gG1 

inespecífica. Luego, las células se lavaron con PBS, se fij aron con 

paraform aldehído 1%  durante 15 m in a 4º C y se analizaron en un 

citóm et ro de flujo (citofluoróm etro FACScan, program a FCS Express 

V3) . El citóm et ro se calibró para exam inar 10000 células por 

experim ento. Los um brales para calcular el porcentaje de células 

posit ivas se determ inó m ediante el uso de cont roles de isot ipo.  

 

7 . Microscopía de f luorescencia  

Las células MAC-T se crecieron sobre cubreobjetos. Luego, se 

infectaron con la cepa ALC4241 de S. aureus (m oi: 30)  y se 

incubaron durante 1 h a 37º C en atm ósfera con 5%  de CO2.  Luego 

de la infección, las m onocapas se lavaron con PBS 1X y se t rataron 

con lisostafin 25 μg/ m l durante 1 h. Los cubreobjetos se lavaron 

con PBS 1X y se t iñeron con los colorantes fluorescentes azul de 

Evans y 4',6-diam idino-2- fenilindol (DAPI )  que t iñen el citoplasm a 

de rojo y el ADN doble cadena de azul, respect ivam ente (Merck) . 

Los cubreobjetos se visualizaron bajo un m icroscopio de 

fluorescencia (Nikon, Eclipse 600) . 

 

8 . Ext racción de ADN plasm ídico 

La ext racción de ADN plasm ídico se realizó ut ilizando el 

equipo com ercial QI Aprep Miniprep (QI AGEN)  de acuerdo a las 

inst rucciones del fabricante, previo t ratam iento de la bacter ia con 

lisozim a (10 m g/ m l)  (Sigm a)  y lisostafin (5 m g/ m l) . Los productos 

 36



 

de la ext racción se cuant ificaron por elect roforesis en gel de 

agarosa al 0,8%  en buffer TBE 1X (Tris-Borato EDTA)  por 

com paración con un m arcador de peso m olecular y concent ración 

(Precision Mass)  (Bio-Rad) . 

 

9 . Preparación de células com petentes 

Se realizó un cult ivo en 3 m l de caldo LB a part ir  de una 

colonia aislada de S. aureus y se incubó durante 18 h a 37º C y 200 

rpm  en un incubador orbital. Luego, se realizó una dilución 1/ 10 del 

cult ivo en caldo LB y se incubó a 37º C con agitación hasta DO650:  

0,5. El cult ivo se colocó en hielo durante 15 m in para detener el 

crecim iento bacter iano. Se cosecharon las células por cent r ifugación 

a 4º C, 12000 rpm , 15 m in y se realizaron 3 lavados con agua 

dest ilada estér il y un lavado con glicerol al 10% . El precipitado así 

obtenido se suspendió en 15 m l de glicerol al 10%  y se incubó a 

tem peratura am biente durante 15 m in. Las células se cent r ifugaron, 

se suspendieron en glicerol al 10% , se alicuotaron y se conservaron 

a -70º C. 

 

1 0 . Elect roporación de cepas bacter ianas 

Las células com petentes de la cepa Newm an de S. aureus se 

incubó con el plásm ido a incorporar (pALC2335)  (Tabla 1)  durante 

20 m in a tem peratura am biente y luego 10 m in en hielo. La 

elect roporación se realizó a 2,3 Kv;  100 Ohm s;  25μF e 

inm ediatam ente se agregaron 900 μl de caldo TSB. Luego de 

incubar las bacterias elect roporadas durante 1 h a 37º C en baño de 

agua, se sem braron en placas de TSA con 10 μg/ m l de 

cloram fenicol (Cm ) . 
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1 1 . Transducción de cepas bacter ianas 

Se indujo el ciclo lít ico del fago φ-11 lisógeno de la cepa de S. 

aureus 8325-4 ut ilizando 1 µg/ m l de m itom icina C. Las 

t ransducciones se realizaron en m edio sólido conteniendo Cl2Ca a 

una m oi ent re 0,5 y 1. El lisado obtenido a part ir  de la cepa 

RN6390sae (Tabla 1)  se ut ilizó para infectar la cepa Newm an de S. 

aureus.  Las cepas t ransductantes así obtenidas se seleccionaron en 

m edio TSA con 10 μg/ m l de erit rom icina (Em ) . 

 

1 2 . Estudios de fusión t ranscr ipcional  

Se realizaron diluciones 1/ 100 de los cult ivos de S. aureus y 

se incubaron a 37º C con agitación en caldo CYGPw con el agregado 

de 50 µg/ m l (0,36 m M) de SAL cuando fue necesario. Se 

t ransfir ieron las alícuotas tom adas a cada hora a m icroplacas de 96 

pocillos y se m idieron la densidad ópt ica (DO650)  y la fluorescencia 

(F485/ 516)  durante 9 h en un fluoróm etro FL600 (BioTek 

I nst rum ents) . La act ividad de los prom otores se graficó com o la 

m edia de la relación F/ DO para m inim izar las variaciones por 

cam bios en la densidad ópt ica ent re experim entos. Se ut ilizaron los 

valores m edios de t res lecturas para realizar la estadíst ica.  

 

1 3 . Ext racción de ARN 

El ARN bacter iano se ext rajo ut ilizando Trizol (Gibco BRL)  y 

esferas de silica de 0.1 m m  de diám et ro en un agitador de alta 

velocidad (Biospec)  de acuerdo con las inst rucciones del fabricante 

a part ir  de cult ivos en DO650: 1,3. El ácido nucleico ext raído se t rató 

con ADNasa usando el equipo com ercial TURBO DNAfreeTM 

(Am bion)  siguiendo el protocolo del fabricante. La cuant ificación del 

ARN ext raído se realizó espect rofotom ét r icam ente m ediante lectura 

de la absorbancia a 260 nm . 
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1 4 . Reacción en cadena de la  polim erasa de 

t ranscr ipción reversa en t iem po rea l ( qRT- PCR)  

La síntesis del ADNc se realizó con el equipo com ercial 

Transcriptor First  St rand cDNA Synthesis (Roche)  ut ilizando 

cebadores al azar. La PCR en t iem po real se llevó a cabo usando los 

equipos LightCycler FastStart  DNA Master SYBR Green I  (Roche)  y 

los siguientes pares de cebadores:  cap5H- f 5´ -CCA GTG AAT TGT 

TTG CAA CG-3´ ;  cap5H-r 5´ -CAT TTT CCC AAT AAA TGT TGA AAG-

3´ ;  m grA- f 5'-GGG ATG AAT CTC CTG TAA AC-3';  m grA-r 5'-GCT 

GAA GCG ACT TTG TCA GA-3';  saeRS- f 5´ -ATG CTA ATA CCG TGA 

ATG TCC A-3´ ;  saeRS-r 5´ -TGG CCG TTA AAC CAC ATT AAA-3´  

(am plifican los t ranscriptos sae de 3,1;  2,4;  y 2,0 Kb) ;  gyrB- f 5´ -

GGT GCT GGG CAA ATA CAA GT-3´ ;  y gyrB-r 5´ -TGG GAT ACC ACG 

TCC GTT AT-3´ . La síntesis del t ranscripto gyrB se ut ilizó com o 

calibrador y com o cont rol interno para norm alizar los datos. Las 

condiciones de ciclado fueron 95º C por 10 m in seguidos por 45 

ciclos de 95º C por 10 s, 55º C por 10 s y 72º C por 15 s, y 1 ciclo de 

40º C por 30 s. El núm ero de copias de cada m uest ra se determ inó 

con el program a LightCycler. Se estableció el análisis con unidades 

arbit rar ias tom ando com o 1 al nivel de t ranscriptos de la cepa sin 

t ratar norm alizada al t ranscripto gyrB. Adem ás, se realizó el análisis 

según Lyvak et  al.  (76)  en el cual, el valor -ΔΔCT representa la 

diferencia del ciclo um bral (CT)  ent re el blanco y el cont rol (gyrB)  

t ratados con SAL m enos la diferencia en CT ent re el gen blanco y 

cont rol no t ratados.  

 

1 5 . RT- PCR 

El ADNc se sintet izó com o se describió previam ente. A part ir  

del ADNc se realizó una RT-PCR ut ilizando los siguientes cebadores 

específicos:  eap- f 5’-TAG AGG TAT CGG GGA ACG TG-3’;  eap- r  5’ 

TTG GTG TTG ATG TGC CAT TT-3’;  gyrB- f 5´ -GGT GCT GGG CAA 

 39



 

ATA CAA GT-3´ ;  y gyrB-r 5´ -TGG GAT ACC ACG TCC GTT AT-3´ . 

Las condiciones de ciclado fueron:  94º C por 5 m in seguido de 20 

ciclos de 94º C por 30 s, 58º C por 30 s y 72º C por 30 s, y 1 ciclo de 

72º C por 7 m in. Los t ranscriptos am plificados se visualizaron a 

t ravés de elect roforesis en geles de agarosa teñidos con BrEt . 

 

1 6 . Preparación de ext racto s de ant ígenos capsulares 

S. aureus se cult ivó por 24 h a 37º C en agar Colum bia (Difco)  

suplem entado con 2%  de NaCl para favorecer la producción de PC y 

conteniendo 0.36 o 2m M de SAL cuando fue necesario. Los 

cont roles se cult ivaron en el m ism o m edio, pero sin el agregado de 

SAL. Se cosecharon todas las colonias de una placa en 1 m l de PBS 

10 m M (NaCl 0.15 M, pH 7.2)  y las suspensiones bacterianas se 

autoclavaron por 1 h a 121º C. Las bacter ias se precipitaron por 

cent r ifugación a 10000 x g y los sobrenadantes se filt raron con 

filt ros de 0,45 nm . Los ext ractos capsulares se conservaron a -

20º C. Las cepas Reynolds PC5+  y PC-  se ut ilizaron com o cont roles 

posit ivo y negat ivo de expresión capsular, respect ivam ente (123) . 

 

1 7 . Expresión de PC po r  inm unoprecipitación 

Sobre un portaobjetos se preparó un gel delgado de agarosa 

al 1%  y se realizaron ocho orificios circulares alrededor de un 

or ificio cent ral. En el or ificio cent ral se adicionaron 30 μl de 

ant isuero capsular t ipo 5 absorbido y sobre los dem ás orificios se 

agregaron 30 μl de diluciones seriadas al m edio de los ext ractos 

bacter ianos, incluyendo los cont roles posit ivo y negat ivo (65) . El 

portaobjetos se colocó en una cám ara húm eda a tem peratura 

am biente para perm it ir  la inm unodifusión de los ant ígenos 

capsulares y del ant isuero. Luego de 24 h las líneas de precipitación 
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se fij aron por sucesivos lavados con NaCl 0,3 y 0,15 M y se 

visualizaron m ediante t inción con azul de Coom assie. 

 

1 8 . Ext racción de proteína s de pared con lisosta f in 

Un cult ivo de 30 m l de S. aureus incubado durante 20 h en 

CYGPw se cent r ifugó 15 m in a 3600 x g. El sobrenadante  se 

reservó para preparar las exoproteínas (ver punto 19) . El 

precipitado se suspendió en 0,6 m l de buffer de digest ión (sacarosa 

30%  en 0,05 M Tris pH 7.5 con NaCl 0.145 M)  conteniendo 100 μg 

de lisostafin. La solución de sacarosa se ut ilizó com o m edio 

hipertónico para estabilizar los protoplastos que se form aron 

durante la digest ión con lisostafin. Se adicionó fenilm et ilsulfonil 

fluorado (PMSF)  1m M para cont rolar la act ividad proteolít ica de las 

enzim as liberadas durante la lisis celular. La m ezcla celular se 

incubó durante 1 h a 37º C con rotación a 24 rpm . Los protoplastos 

se rem ovieron por cent r ifugación a 8000 x g por 10 m in, y el 

sobrenadante se volvió a cent r ifugar en las m ism as condiciones. El 

sobrenadante conteniendo los ant ígenos de pared celular se 

alicuotó y se conservó a -70°C (20) . 

 

1 9 . Preparación de exoproteínas 

Las exoproteínas contenidas en el sobrenadante por 

cent r ifugación en el punto 18, se precipitaron adicionando 3 m l de 

ácido t r icloroacét ico al 100%  (Sigm a) . Luego de la incubación 

durante 18 h a 4º C, el precipitado se cent r ifugó 70 m in a 8500 x g 

y a 4º C. Finalm ente se efectuaron t res lavados con etanol helado al 

70% . Las proteínas se secaron al aire durante 30 m in. Los ext ractos 

se disolvieron en 0,5 m l de Tris 0,1 M conteniendo PMSF 2m M y las 

alícuotas se conservaron a -70º C (5) . 
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2 0 . Solubilización de proteínas de super f icie  

Se cult ivaron las bacterias en CYGPw a 37º C, 200 rpm  hasta 

DO600: 1,3 y se cent r ifugaron 5 m in a 6000 x g. El precipitado se 

suspendió en 0,5 m l de duodecil sulfato de sodio (SDS)  2%  

(Sigm a) , se calentó a 95º C por 5 m in, y se cent r ifugó durante 5 

m in a 10000 x g.  El sobrenadante se alicuotó y se conservó a -70º C 

(53) . 

 

2 1 . Elect roforesis en gel de  poliacr ilam ida con duodecil 

sulfa to de sodio ( SDS- PAGE)  

Todas las m uest ras proteicas se separaron en un gel de 

poliacr ilam ida al 12% . El gel separador al 12%  se com puso de 4 m l 

de acrilam ida 30%  /  bisacrilam ida 8% ;  2,5 m l de Tris HCl 1,5 M pH 

8,8;  3,3 m l de agua dest ilada;  0,1 m l de SDS 10% ;  0,1 m l de 

persulfato de am onio 10% ;  4 μl de tet ram et ilet ilendiam ina 

(TEMED) . El gel concent rador al 4%  se com puso de 1,3 m l de 

acrilam ida 30%  /  bisacrilam ida 8% ;  2,5 m l de Tris HCl 0,5 M pH 

6,8;  6,1 m l de agua dest ilada;  0,1 m l de SDS 10% ;  50 μl de 

persulfato de am onio 10% ;  10 μl de TEMED. Las m uest ras se 

suspendieron en buffer de Laem mli 5X (SDS 10% ;  glicerol 50% ;  

azul de brom ofenol 0,3% ;  Tris-HCl 50m M;  β-m ercaptoetanol 5% ) , 

se hirvieron durante 3 m in y se sem braron en los pocillos del gel. El 

gel se sum ergió en buffer de corr ida 1X y se corr ió a 40V durante 

30 m in y a 110V por 2 h. Luego, los geles se t iñieron con azul de 

Coom assie 0,25%  durante 15 m in y se decoloraron con 3 cam bios 

de solución de dest inción (m etanol 30% , ácido acét ico 10%  y agua 

dest ilada 60% ) . 
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2 2 . Modelo m ur ino de colonización nasal 

Grupos de 10 ratones m achos se inocularon con 150 μl de 

SAL 100 m M o con PBS 1X por vía int raperitoneal. Luego de 30 m in, 

am bos grupos de ratones se inocularon por vía int ranasal ( ina)  con 

10 μl de una suspensión bacter iana de 1x107 UFC en solución 

fisiológica. A las 4 h los ratones se sacrificaron, las narinas se 

ext irparon y se realizaron hom ogenatos en 400 μl de TSB. Alícuotas 

de las m uest ras así obtenidas se sem braron en placas de TSA para 

determ inar el núm ero de UFC/ m l. Luego de 24 h a 37º C se 

contaron las colonias.  

 

2 3 . Análisis estadíst ico 

Los datos no param étr icos se analizaron con el test  Mann-

Whitney ut ilizando el program a GraphPad (PRI SM, version 4.0) . Se 

consideraron significat ivos los valores de P m enores a 0,05. Los 

datos provenientes de los ensayos de ELI SA se analizaron con el 

test  Kruskal-Wallis. Los datos provenientes de las qRT-PCR se 

analizaron según lo propuesto por Livak et  al (76) . 
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1 . Efecto del SAL sobre la  capacidad de interna liza ción 

de S. aureus en cé lulas epite lia les 

Trabajos previos dem ost raron una dism inución en la 

capacidad de adherencia de S. aureus a células endoteliales cuando 

las bacter ias fueron expuestas al SAL (7, 72) . A fin de determ inar el 

efecto del SAL sobre la internalización de S. aureus se ut ilizó la 

línea establecida de células epiteliales MAC-T. Los ensayos de 

invasión se llevaron a cabo ut ilizando dos cepas de laborator io con 

bagajes genét icos diferentes, la cepa Newm an y la cepa RN6390. 

En base a lo reportado por ot ros autores se ut ilizó una 

concent ración de SAL (0,36 m M) , que representa los niveles 

alcanzados en suero hum ano luego de la ingest ión de aspir ina en 

bajas dosis (72, 90, 99) . En experim entos prelim inares se 

determ inó que la concent ración de SAL ut ilizada no afectó el 

crecim iento de S. aureus.  
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Figura 1 . Efecto del SAL sobre la  interna lización de S. aureus. Se infectó 
una monocapa de células MAC-T en confluencia con los inóculos bacterianos 
previam ente t ratados o no con SAL. Cada barra representa la mediana de las 
UFC/ m l internalizadas de un experimento representat ivo de al menos 3 
experim entos independientes. Newm an:  8,5x104 vs NewmanSAL:  1,1x105 UFC/ m l, 
* p< 0,01;  Newm an vs RN6390, * p< 0,01, Mann-Whitney test . 

 

Para realizar los ensayos de invasión las m onocapas celulares 

se infectaron con una suspensión de S. aureus previam ente t ratada 

o no con SAL. Transcurr ida 1 h de incubación a 37º C en atm ósfera 
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de 5%  de CO2,  se agregó lisostafin para elim inar a las bacter ias no 

adheridas. Luego de 2 h de incubación, las células se lisaron y se 

realizaron los recuentos del núm ero de bacterias int racelulares. En 

la figura 1 se observa que el t ratam iento con SAL produjo un 

increm ento significat ivo en la internalización de la cepa Newm an. 

Sin em bargo, el t ratam iento con SAL no afectó la capacidad de 

invasión celular de la cepa RN6390. En concordancia con lo 

reportado por Pohlm ann-Dietze et  al.  (101)  en células endoteliales, 

la cepa RN6390 se internalizó en m ayor m edida que la cepa 

Newm an en células MAC-T. Cabe destacar que la cepa Newm an 

expresa PC5, m ient ras que la cepa RN6390 no expresa PC debido a 

que posee una m utación puntual en el gen esencial capE5 (130) . 

Por lo tanto, el efecto del SAL sobre la capacidad de internalización 

de S. aureus podría ser dependiente de la cepa.  

 

2 . Rol de la  cápsula  en la  interna lización 

Otros autores observaron que la ausencia de cápsula genera 

una capacidad de adhesión aum entada de S. aureus a las células 

endoteliales (101) . Al respecto, se estableció que la cepa Newm an 

(PC5+ )  se internalizó en m enor m edida que la cepa RN6390 (PC5- )  

(Fig. 1) . La diferencia hallada, sin em bargo, no puede ser at r ibuida 

sólo a la presencia o no de PC, ya que am bas cepas poseen bagajes 

genét icos diferentes. Adem ás, los resultados obtenidos en la figura 

1 sugieren que el SAL podría estar afectando la producción de PC y 

de esta form a m odificar la capacidad de invasión de S. aureus.  

Consecuentem ente, se realizaron ensayos de invasión ut ilizando la 

cepa Reynolds (PC5+ )  y su m utante isogénica acapsular (PC5- )  en 

presencia o no de SAL, a fin de determ inar el efecto de este 

com puesto sobre la internalización de cepas capsuladas. Los 

resultados dem ost raron que la cepa Reynolds capsulada posee una 

m enor capacidad de internalización com parada con la m utante PC5-  

 45



 

(Fig. 2) . Más aún, la cepa Reynolds PC5+  t ratada con SAL m ost ró 

una capacidad de internalización significat ivam ente m ayor respecto 

de la no t ratada. Cabe destacar que no se observaron diferencias 

significat ivas ent re el grado de invasión de la cepa PC5+  t ratada 

con SAL y su m utante acapsular no t ratada (Fig. 2) . 
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Figura 2 . Efecto del SAL sobre la  invasión de cepas Reynolds de S. 
aureus. Monocapas de células MAC-T se infectaron con los inóculos bacterianos 
previam ente t ratados o no con SAL. Se m uest ra el porcentaje de internalización 
de S. aureus relat ivo a la cepa PC5-  de un experimento representat ivo de al 
m enos 3 experim entos independientes. Cepas Reynolds, PC5+ :  16,3%  vs 
PC5+ SAL:  79% , * * p< 0,01;  PC5- :  100%  vs PC5+ :  16,3% , * p< 0,01;  Mann-
Whitney test . 

 

Estos resultados indican que las cepas capsuladas de S. 

aureus t ratadas con SAL exhiben una capacidad increm entada para 

invadir células epiteliales MAC-T, probablem ente debido a la 

expresión dism inuida del PC. 

 

3 . Efecto del SAL sobre la  expresión del polisacár i do 

capsular  serot ipo 5  

Con el fin de confirm ar un descenso en la producción de PC5 

provocado por la acción del SAL, se realizaron ensayos de act ividad 

t ranscripcional. Estudios previos m ost raron que la expresión del 

operón cap está m anejada pr incipalm ente por el prom otor 

localizado al pr incipio del operón (96, 115) .  
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Figura 3 . Act ividad del prom otor  cap  ba jo la  acción del SAL . A. La act ividad 
del promotor se determ inó por fusión con gfp y medición de la fluorescencia en 
relación con la densidad ópt ica (F405/ 516/ DO600)  en función del t iem po. Se m uest ra 
un experim ento representat ivo de al menos 3 experim entos independientes. 
Cont rol:  cepa Newm an t ransform ada con plásm ido pALC1484 conteniendo el gen 
gfp sin prom otor. Tiempo 6h, Newm an:  43887 F/ DO vs NewmanSAL:  18461 F/ DO, 
* p< 0,0001;  Mann-Whitney test . B.  Crecim iento bacteriano (DO600)  en función del 
t iem po.   

 

Por lo tanto, la expresión del prom otor cap5 fue m onitoreada 

con la fusión del prom otor pr inicipal cap5 al gen gfp m idiendo la 

em isión de fluorescencia. I nicialm ente, la cepa Newm an 

t ransform ada con el plásm ido que cont iene la fusión Pcap-gfp 

(Tabla 1)  se incubó en presencia o ausencia de SAL. A cada hora se 

tom aron alícuotas del cult ivo y se m idieron la F485/ 516 para detectar 
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la fluorescencia em it ida por la gfp y la DO600 para m edir el 

crecim iento bacter iano. Los resultados obtenidos se analizaron 

graficando F485/ 516/ DO600 a fin de independizarse de las diferencias 

en el crecim iento bacter iano que pudieran presentar las cepas.  

Los valores de DO600 dem uest ran que el t ratam iento de la 

cepa Newm an con SAL no afectó su crecim iento (Fig. 3B) . En la 

figura 3A se observa que el prom otor del cluster cap fue influido 

negat ivam ente por el SAL a lo largo del t iem po. 

Por ot ro lado, se realizó una qRT-PCR con el fin de determ inar 

los niveles del t ranscripto cap5H alcanzados luego del t ratam iento 

de la cepa Newm an con SAL. Para ello, las suspensiones 

bacter ianas t ratadas o no con SAL se cult ivaron hasta DO600: 1,3 y 

se procesaron para ext raer el ARN y realizar la qRT-PCR ut ilizando 

los cebadores específicos según lo descripto en Materiales y 

Métodos. La figura 4 m uest ra una dism inución de los t ranscriptos 

correspondientes al gen cap5H de la cepa Newm an luego del 

t ratam iento con SAL. Adem ás, los resultados se analizaron según 

Livak et  al.  (76)  el cual establece que un valor de 2 -ΔΔCT m enor a 1 

corresponde a una dism inución en la expresión del t ranscripto de 

interés luego del t ratam iento, m ient ras que un índice m ayor a 1 

indica un aum ento en la expresión. El valor 2 -ΔΔCT para el t ranscripto 

cap fue de 0,5. 
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Figura 4 . Efecto del SAL sobre la  t ranscr ipción del gen cap5 H. El estudio 
t ranscripcional se llevó a cabo por RT-PCR en t iempo real a part ir  de ARN 
ext raído de la cepa Newman previamente t ratada o no con SAL. Cada barra 
representa la expresión del ARNm cap5H norm alizada a la expresión del 
t ranscripto gyrB de 3 experim entos independientes expresada en unidades 
arbit rar ias ±  DS. 

 

Con el objet ivo de analizar la expresión del PC a nivel 

fenot ípico se realizaron ensayos de inm unoprecipitación doble con 

ant isuero ant i-PC5 específico. Para ello, diluciones seriadas al m edio 

de los ext ractos capsulares de la cepa Newm an t ratada o no con 

SAL, se depositaron sobre los orificios de un gel delgado de 

agarosa. En el or ificio cent ral se colocó la solución de ant isuero 

ant i-PC5. Luego de 24 h de incubación en una cám ara húm eda para 

perm it ir  la inm unodifusión, se observaron las líneas de 

precipitación. En la figura 5 se observa un t ítulo de expresión de PC 

igual a 4 para la cepa Newm an sin t ratar. Cuando la cepa Newm an 

se t rató con SAL a dosis bajas (0,36 m M)  el t ítulo de expresión de 

PC descendió a 2. Más aún, el aum ento en la concent ración de SAL 

(2 m M)  evidenció este descenso en la expresión de PC, ya que el 

t ítulo alcanzado fue igual a 1. La concent ración 2 m M de SAL 

ut ilizada no afectó el crecim iento bacter iano. Estos resultados 

dem uest ran que el SAL provocó una dism inución de la expresión de 

PC5 a nivel fenot ípico. Adem ás, este efecto es m ayor cuanto m ayor 

es la dosis de SAL ut ilizada. 
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Figura 5 .  Efecto del SAL sobre la  expresión fenot ípica de PC5 . La expresión 
de cápsula se ensayó mediante inmunoprecipitación doble con diluciones seriadas 
al m edio de los ext ractos capsulares de la cepa Newm an previam ente incubada o 
no con 0,36 mM o 2 mM de SAL. C+ :  Ext racto capsular de la cepa Reynolds 
PC5+ ;  C- :  Ext racto capsular de la cepa Reynolds PC5- . 

 

El conjunto de los resultados obtenidos indican que el SAL 

afectó negat ivam ente la expresión del PC de S. aureus tanto a nivel 

t ranscripcional com o a nivel fenot ípico. Este efecto fue dosis 

dependiente y sería el responsable del increm ento de la capacidad 

de internalización de S. aureus en células epiteliales. 

 

4 . Efecto del SAL sobre la  expresión de proteínas 

Paralelam ente se analizó si el aum ento en la internalización 

alcanzado por la cepa Newm an pret ratada con SAL también podía 

deberse a una expresión diferencial de adhesinas. Para ello, se 

realizaron ext racciones de las diferentes fracciones proteicas 

(exoproteínas, proteínas de pared y de superficie)  de la cepa 

Newm an t ratada o no con SAL. Los ext ractos se visualizaron a 

t ravés de SDS-PAGEs teñidos con azul de Coom assie. Según indican 

las flechas se observaron algunos cam bios en el perfil de 

exoproteínas (Fig. 6A)  y de proteínas de pared (Fig. 6B)  de la cepa 

Newm an luego del t ratam iento con SAL. 
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Figura 6 . Expresión de proteínas de S. aureus ba jo la  acción del SAL .  
SDS-PAGEs de exoproteínas (A) , proteínas de pared (B)  y proteínas de superficie 
(C)  de la cepa Newman de S. aureus.  Las bandas proteicas se visualizaron por 
t inción con azul de Coom assie. M:  Marcador de peso molecular.  Las flechas 
indican las bandas con cam bios debido al t ratam iento con SAL. 

 

Con respecto al perfil de proteínas de superficie (Fig. 6C)  se 

observó una banda m ayoritar ia de aproxim adam ente 60 KDa que se 

increm entó cuando la cepa Newm an fue t ratada con SAL. 

Considerando el peso m olecular y la fracción proteica de la banda 

aum entada, se presum ió que esta banda podría corresponder a la 

proteína Eap, la cual posee un peso m olecular de 62 KDa y se 

encuent ra adherida a la superficie bacter iana. De estos resultados 

se desprende que el SAL afectó la expresión de proteínas de S. 

aureus.  

 

5 . Efecto del SAL so bre la  proteína Eap 

Con el fin de confirm ar si la banda de ~  60 KDa observada en 

la fracción de proteínas de superficie correspondía a la proteína 

Eap, se llevaron a cabo SDS-PAGEs de la fracción de proteínas de 
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superficie de la cepa Newm an, de su m utante isogénica eap (AH12)  

y de la cepa AH12 com plem entada (Tabla 1) . En la figura 7 se 

observa que la banda de ~ 60 KDa estuvo ausente en la calle 

correspondiente a la m utante AH12, m ient ras que esta banda se 

observó en la cepa com plem entada. Por lo tanto, se puede concluir  

que el t ratam iento con SAL provocó un aum ento en la expresión de 

la banda de ~ 60 KDa correspondiente a la proteína Eap. 
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Figura 7 . Perf il de proteínas de superf icie  de S. aureus. SDS-PAGE de las 
proteínas de superficie de la cepa Newman t ratada o no con SAL, de su m utante 
Eap (AH12)  y de la m utante com plem entada (AH12pCXEap)  de S. aureus.  Las 
bandas proteicas se visualizaron por t inción con azul de Coom assie. M:  Marcador 
de peso molecular. 

 

Poster iorm ente se realizaron experim entos de fusión 

t ranscripcional con el fin de evaluar el efecto del SAL sobre la 

t ranscripción del gen eap.  El t ratam iento con SAL de la cepa 

Newm an t ransform ada con el plásm ido Peap-gfp provocó un 

aum ento en la act ividad del prom otor eap (Tabla 1)  (Fig. 8A) . 
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Figura 8 .  Act ividad del prom otor  e ap  ba jo la  acción del SAL . A. La act ividad 
del promotor se determ inó por fusión con gfp y medición de la fluorescencia en 
relación con la densidad ópt ica (F405/ 516/ DO600)  en función del t iem po. Se m uest ra 
un experim ento representat ivo de al menos 3 experim entos independientes. 
Cont rol:  cepa Newm an t ransform ada con plásm ido conteniendo el gen gfp sin 
prom otor. Tiem po 6h, Newm an:  94698 F/ DO vs NewmanSAL:  164723 F/ DO, 
* p= 0,01;  Mann-Whitney test . B.  Crecim iento bacteriano (DO600)  en función del 
t iem po.  

 

Por ot ro lado, se realizó una qRT-PCR a part ir  del ARN de la 

cepa Newm an t ratada o no con SAL ut ilizando cebadores específicos 

para el t ranscripto eap.  El resultado hallado confirm ó el aum ento de 

los niveles de t ranscriptos del gen eap en la cepa Newm an luego del 
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t ratam iento con SAL (Fig. 9) . El valor 2 -ΔΔCT para el t ranscripto eap 

luego del t ratam iento con SAL fue igual a 2.  
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Figura 9 . Efecto del SAL sobre la  t ranscr ipción de eap . El análisis de la 
expresión se llevó a cabo por RT-PCR en t iem po real a part ir  del ARN ext raído de 
la cepa Newman previamente t ratada o no con SAL. Cada barra representa la 
expresión del ARNm eap normalizada a la expresión del t ranscripto gyrB 
expresada en unidades arbit rar ias ±  DS.  

 

Con el objeto de evaluar si el aum ento en la expresión de Eap 

por acción del SAL tenía algún efecto sobre la internalización 

celular, se realizaron ensayos de invasión con las cepas Newm an y 

su m utante AH12 t ratadas o no con SAL. En la figura 10 se observa 

que la m utante AH12 presentó una capacidad significat ivam ente 

m enor de internalización com parada con la cepa Newm an. Por lo 

tanto, Eap es im portante para el proceso de internalización de S. 

aureus en las células MAC-T. Por ot ra parte, cuando la cepa AH12 

se t rató con SAL se observó un aum ento significat ivo en su 

capacidad de invasión, indicando que en ausencia de Eap, el SAL 

actuaría sobre ot ro/ s factor/ es de virulencia que estarían 

involucrados en el proceso de internalización celular.  
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Figura 1 0 . I nterna lización de la  m utante eap  de S. aureus y e fectos del 
t ra tam iento con SAL . Se infectaron células MAC-T en m onocapa con inóculos 
bacterianos previamente t ratados o no con SAL. Se m uest ra las m edianas de las 
UFC/ m l internalizadas de un experimento representat ivo de al menos 3 
experimentos independientes. Newman:  2x105 vs AH12:  4x104 UFC/ m l, 
* p= 0,001;  AH12 vs AH12SAL:  1,3x105 UFC/ m l, * * p< 0,0001, Mann-Whitney test . 

 

Con el fin de establecer la im portancia del aum ento en la 

expresión de Eap por acción del SAL para la internalización en 

células epiteliales, se realizaron ensayos de invasión celular con la 

cepa Newm an t ransform ada con el plásm ido Peap-gfp (Tabla 1)  

cult ivada previam ente o no con SAL. Una vez realizado el ensayo de 

invasión sobre las células MAC-T adheridas a cubreobjetos, las 

células se incubaron con azul de Evans ( rojo)  y DAPI  (azul) , para 

visualizar el citoesqueleto y el núcleo de las células eucariotas, 

respect ivam ente. Los cubreobjetos se observaron bajo el 

m icroscopio de fluorescencia a 40X. Luego, para cada condición 

ensayada se contabilizaron las bacter ias que presentaron act ividad 

del prom otor eap (verde)  en 30 cam pos y se calculó el prom edio de 

bacter ias adheridas e internalizadas. Para la cepa Newm an Peap-gfp 

se contó un prom edio de 34 bacter ias totales, m ient ras que para la 

m ism a cepa t ratada con SAL se contabilizó una m edia de 70 

bacterias en los 30 cam pos estudiados. Los resultados indican que 

la cepa Newm an t ratada con SAL se adhir ió a las células MAC-T en 

m ayor núm ero que la no t ratada y esto podría ser consecuencia de 

una m ayor expresión de Eap por acción del SAL (Fig. 11) .  
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Figura 1 1 . Adhesión de la  cepa New m an a las células epite lia le s MAC- T . 
A.  Células infectadas con Newm an Peap-gfp,  40X;  B.  Células infectadas con cepa 
Newm an Peap-gfp previam ente t ratada con SAL, 40X;  C. Células infectadas con 
Newm an Peap-gfp t ratada con SAL, 100X. En todos los casos se m uest ra un 
campo representat ivo de 30 campos observados. Las flechas señalan las 
bacterias adheridas que expresan gfp (verde) . Se observa el citoplasma en color  
rojo y el ADN eucariota en color azul. 

 

En conjunto, los resultados dem uest ran que el SAL provocó 

un aum ento de la t ranscripción del gen eap,  así com o tam bién de la 

expresión de la proteína Eap, lo que se t radujo en un aum ento en la 

internalización celular de S. aureus. Adem ás se estableció la 

im portancia de Eap para la adhesión y poster ior internalización de 

la cepa Newm an de S. aureus en las células MAC-T. 

 

6 . Efecto del SAL sobre regu ladores de los factores de 

viru lencia  

6 .1 . Sistem a regulador  sae  

El locus sae es uno de los reguladores globales m ás 

im portantes de S. aureus.  Este sistem a de dos com ponentes es el 

pr incipal m odulador posit ivo de la t ranscripción de eap,  m ient ras 
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que regula negat ivam ente la t ranscripción de cap (49, 82) . 

Teniendo en cuenta que el SAL provocó un aum ento en la expresión 

de eap y una dism inución en la expresión de cap,  se invest igó la 

acción del SAL sobre el sistem a regulator io sae m ediante diferentes 

ensayos. En prim er térm ino, se estudió el efecto del SAL sobre el 

nivel de internalización de las m utantes sae deficientes de las cepas 

Newm an y RN6390. Para ello, a part ir  de la m utante RN6390sae se 

obtuvo la m utante Newm ansae m ediante t ransducción con el fago 

φ-11 (Tabla 1) . Luego, se realizaron ensayos de invasión infectando 

m onocapas de células MAC-T con las suspensiones bacter ianas 

previam ente incubadas o no con SAL. 
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Figura 1 2 . Efecto del SAL sobre la  interna lización de S. aureus y sus  
m utantes sae . Se infectaron células MAC-T en m onocapa con inóculos 
bacterianos previamente t ratados o no con SAL. Se muest ra la mediana de las 
UFC/ m l internalizadas de un experimento representat ivo de al menos 3 
experimentos independientes. Cepa Newm an:  8.5x104 vs Newmansae:  1,5x104,  
* p< 0,01;  Newm ansae vs NewmansaeSAL:  3,4x104 UFC/ m l, * * p< 0,01, Mann-
Whitney test . Cepa RN6390:  5x105 vs RN6390sae:  4,7x104,  * p< 0,01;  Mann-
Whitney test . RN6390sae vs RN6390saeSAL:  4,9x104 UFC/ m l p> 0,05 

 

En la figura 12 se observa que la inact ivación del locus sae 

provocó una dism inución significat iva en la internalización de am bas 

m utantes com parada con las cepas parentales Newm an y RN6390. 

El resultado obtenido perm ite sugerir  que los factores regulados por 

sae estarían involucrados en el proceso de invasión celular. Cabe 

destacar que cuando se t rató a las m utantes sae con SAL, sólo en el 

bagaje Newm an se observó un aum ento significat ivo en la 
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internalización. Por lo tanto, en esta cepa, ot ros reguladores 

dist intos de sae estarían siendo afectados por el SAL.  

Poster iorm ente, se analizó la act ividad del prom otor pr incipal 

(Pc)  del locus sae fusionado al gen reportero gfp en presencia o 

ausencia de SAL. En la figura 13A se m uest ra que la act ividad del 

prom otor pr incipal del sistem a sae en presencia de SAL fue sim ilar 

a la observada en ausencia de t ratam iento. 
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Figura 1 3 . Act iv idad del prom otor  pr incipa l sae  ba jo la  acción del SAL . A.  
La act ividad del promotor pr incipal sae se determ inó por fusión con gfp y 
medición de la f luorescencia en relación con la densidad ópt ica (F/ DO)  en función 
del t iem po. Se m uest ra un experim ento representat ivo de al menos 3 
experim entos independientes. Cont rol:  cepa Newm an t ransformada con el 
plásm ido conteniendo el gen gfp sin prom otor. Tiem po 6h, Newm an:  72382 F/ DO 
vs Newm anSAL:  70841 F/ DO.  B.  Crecim iento bacteriano (DO600)  en función del 
t iem po.  
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Adem ás, se estudió el efecto del SAL sobre el nivel de 

expresión de los t ranscriptos sae ut ilizando cebadores específicos 

que abarcaron saeR y saeS ( t ranscriptos A, B y C)  m ediante qRT-

PCR. Los resultados dem ost raron que efect ivam ente el SAL provocó 

un aum ento en la cant idad de t ranscriptos sae (Fig. 14) . El valor de 

2 -ΔΔCT fue de 1,6.  
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Figura 1 4 . I m pacto del SAL sobre la  expresión de sae . El análisis de la 
expresión se llevó a cabo por RT-PCR en t iem po real a part ir  de ARN ext raído de 
la cepa Newman previamente t ratada o no con SAL. Cada barra representa la 
expresión de sae normalizada a la expresión de gyrB de 3 experimentos 
independientes expresada en unidades arbit rar ias ±  DS. 

 

Por ot ro lado, se realizaron experim entos de 

inm unoprecipitación doble con ant isuero específico para PC5 

ut ilizando los ext ractos capsulares de la m utante Newm ansae.  En la 

figura 15 se observa que el t ítulo para la m utante sin t ratam iento 

fue de 4, al igual que el obtenido para la cepa Newm an (ver Fig. 5) . 

Sin em bargo, el t ítulo se increm entó al doble ( t ítulo:  8)  cuando la 

m utante Newm ansae se t rató con altas dosis de SAL (Fig. 15) . 

Estos resultados sugieren que en ausencia del locus sae, el SAL 

podría afectar a ot ro/ s regulador/ es provocando un aum ento en la 

expresión de PC. 
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Figura 1 5 . Efecto del SAL sobre la  expresión de PC en la  m utan te sae. La 
expresión de PC5 se determ inó m ediante inmunoprecipitación doble de diluciones 
seriadas de los ext ractos capsulares de la cepa Newmansae previamente 
incubada o no con 2 m M de SAL. El ant isuero se sem bró en el pocillo cent ral. C+ :  
Ext racto capsular de la cepa Reynolds PC5+ ;  C- :  Ext racto capsular de la cepa 
Reynolds PC5- . 

 

Con el objet ivo de evaluar el efecto del SAL sobre la expresión 

de la proteína Eap en la m utante Newm ansae, se realizaron SDS-

PAGEs de las proteínas de superficie ext raídas de los cult ivos 

bacter ianos pret ratados o no con SAL.  
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Figura 1 6 . Efecto del SAL sobre la  expr esión de Eap en la  m utante sae . 
SDS-PAGE de las proteínas de superficie de la cepa Newman de S. aureus,  su 
mutante sae y su m utante eap (AH12)  previam ente t ratadas o no con SAL. Las 
bandas proteicas se visualizaron por t inción con azul de Coom assie. M:  Marcador 
de peso molecular. 
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En la figura 16 se observa la banda correspondiente a la 

proteína Eap en los perfiles de proteínas de superficie de la cepa 

Newm an t ratada o no con SAL. Cont rar iam ente, en las calles 

correspondientes a la m utante sae,  no se observó esta banda, 

independientem ente del t ratam iento con SAL. La ausencia de la 

proteína Eap tam bién se evidenció en la m utante AH12 (cont rol) .  

Por lo tanto, estos resultados corroboran que el sistem a regulator io 

sae es esencial para la expresión de Eap.  

El conjunto de los resultados obtenidos perm iten concluir que 

el aum ento de Eap y la dism inución de PC podría deberse en parte 

a la acción posit iva del SAL sobre el sistem a regulator io sae.  

 

6 .2 . Regulador  m grA  

Otro regulador im portante que cont rola la expresión de m ás 

de 350 genes de S. aureus es m grA (78) . Este factor de 

t ranscripción regula posit ivam ente la expresión de cap,  sin em bargo 

se desconoce la acción de MgrA sobre la regulación de eap (81) .  

Con el fin de determ inar el efecto del SAL sobre la 

internalización de la cepa Newm an y su m utante m grA, se 

realizaron ensayos de invasión en células MAC-T. Los resultados 

obtenidos indican que la ausencia del gen m grA provocó un 

increm ento significat ivo en la capacidad de invasión de S. aureus en 

células epiteliales (Fig. 17) . Por lo tanto, algunos de los factores de 

virulencia regulados por m grA estarían im plicados en el proceso de 

internalización de S. aureus.  Adem ás, cuando se t rató a la m utante 

m grA con SAL se observó un aum ento significat ivo en su grado de 

invasión (Fig. 17) , lo cual sugiere que ot ros reguladores podrían 

tam bién ser afectados por este com puesto. 
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Figura 1 7 . Efecto del SAL sobre la  interna lización de la  cepa New m an de 
S. aureus y su m utante m grA.  Se infectaron células MAC-T en m onocapa con 
inóculos bacterianos previam ente t ratados o no con SAL. Se m uest ra el 
porcentaje de internalización de un experimento representat ivo de al menos 3 
experim entos independientes. Newm an:  5,4x104 vs NewmanSAL:  1,8x105,  
* p< 0,01;  Newm an vs Newm anm gr :  1,4x105 * p< 0,01;  Newmanm gr  vs 
Newmanm gr  SAL:  2x105 UFC/ m l, * * p< 0,01, Mann-Whitney test .  

 

Con el fin de invest igar la acción del SAL sobre m grA a nivel 

t ranscripcional, se llevaron a cabo experim entos de fluorescencia 

con el prom otor del gen mgrA fusionado al gen gfp.  Los resultados 

dem ost raron que el t ratam iento con SAL produjo en la cepa 

Newm an una dism inución significat iva en la act ividad del prom otor 

m grA com parado con lo observado en la m ism a cepa sin 

t ratam iento (Fig. 18) . 

Mediante qRT-PCRs se estableció que la cepa Newm an t ratada 

con SAL expresó una cant idad m enor de t ranscriptos de m grA 

com parado con los niveles obtenidos para la cepa Newm an no 

t ratada (Fig. 19) . El valor de 2 -ΔΔCT fue igual a 0,7. 
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B.  

Figura 1 8 . Efecto del SAL sobre la  act iv idad del prom otor  m grA. A. La 
act ividad del promotor m grA se determ inó por fusión con gfp y medición de la 
fluorescencia en relación con la densidad ópt ica (F/ DO)  en función del t iempo. Se 
muest ra un experimento representat ivo de al m enos 3 experim entos 
independientes. Cont rol:  cepa Newman t ransformada con el plásm ido 
conteniendo el gen gfp sin promotor. Tiem po th, Newm an:  22378 F/ DO vs 
NewmanSAL:  12724 F/ DO, * p= 0,01, Mann-Whitney test . B.  Crecim iento 
bacteriano (DO600)  en función del t iem po.  
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Figura 1 9 . Efecto del SAL sobre la  expresión de m grA. El análisis de la 
expresión se llevó a cabo por RT-PCR en t iem po real a part ir  de ARN ext raído de 
la cepa Newman previamente t ratada o no con SAL. Cada barra representa la 
expresión de mgrA normalizada a la expresión de gyrB de 3 experimentos 
independientes expresada en unidades arbit rar ias ±  DS. 

 

Adem ás, se realizaron experim entos de inm unoprecipitación 

con ant isuero específico para PC5 en la m utante Newm anm gr  

t ratada o no con SAL. La figura 20 m uest ra que la ausencia de 

m grA afectó negat ivam ente la expresión de PC. Este resultado 

dem uest ra que m grA es indispensable para la expresión de cap.  

 Newman mgr Newman mgrSAL

(2 mM)
Newman mgr Newman mgrSAL

(2 mM)
 

 

 

 

 

Figura 2 0 . Expresión de PC en la  m utante m grA t ratada o no con SAL . La 
expresión de PC5 se ensayó mediante inmunoprecipitación de diluciones seriadas 
de ext ractos capsulares de la cepa Newm anmgr previam ente incubada o no con 2 
m M de SAL. C+ :  Reynolds PC5+ ;  C- :  Reynolds PC5- . 

 

Por lo tanto, la dism inución en la expresión de PC5 podría 

deberse en parte a la acción negat iva del SAL sobre m grA, uno de 

sus reguladores. 

 64



 

7 . Acción regulator ia  de m grA sobre Eap 

Trabajos previos han dem ost rado que m grA es capaz de 

regular la expresión de proteínas ext racelulares, tales com o Hla y 

Spa (55, 78, 81) . Con el fin de invest igar si m grA cont rola la 

expresión de Eap, se realizaron experim entos para m edir la 

act ividad t ranscripcional del prom otor eap fusionado a gfp en la 

cepa salvaje Newm an y en su m utante m grA.  

En la figura 21 se m uest ra que en la m utante m grA, la 

act ividad del prom otor eap dism inuyó significat ivam ente com parada 

con la cepa salvaje. Por lo tanto, m grA podría actuar regulando 

posit ivam ente la expresión de eap a nivel t ranscripcional. Sin 

em bargo, cuando la cepa m utante mgrA fue t ratada con SAL, la 

act ividad del prom otor eap aum entó, sugir iendo que el SAL estaría 

actuando posit ivam ente sobre ot ro regulador, probablem ente sae.   

Adem ás, m ediante RT-PCR para el t ranscripto eap,  se 

corroboró la dism inución de los niveles del t ranscripto eap en la 

m utante m grA com parado con el valor determ inado para la cepa 

parental. Asim ism o, el t ratam iento con SAL provocó un increm ento 

en la expresión de ARNm  de eap en la cepa Newm an.  (Fig. 22) .  

Con el fin de invest igar el efecto del SAL sobre la expresión de 

la proteína Eap en la m utante m grA,  se realizaron SDS-PAGEs a 

part ir  de las proteínas de superficie de la cepa Newm anmgr  t ratada 

o no con SAL.  
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Figura 2 1 . Act iv idad del prom otor  eap  en la  m utante m grA. A. La act ividad 
del promotor se determ inó por fusión con gfp y medición de la fluorescencia en 
relación con la densidad ópt ica (F/ DO)  en función del t iempo. Se muest ra un 
experimento representat ivo de al menos 3 experimentos independientes. Cont rol:  
cepa Newm an t ransform ada con el plásm ido conteniendo el gen gfp sin promotor. 
Tiempo 6h, Newman:  8545 F/ DO vs NewmanmgrA:  4611 F/ DO, * p< 0,01;  
Newm anm grA vs. NewmanmgrASAL:  7617 F/ DO, * p< 0,01. Mann-Whitney test . B.  
Crecim iento bacteriano (DO600)  en función del t iem po. 
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Figura 2 2 . Expresión del t ranscr ipto eap  en la  m utante m grA. Se realizó 
una RT-PCR con cebadores específicos para el t ranscripto eap a part ir  de ARN 
obtenido de la cepa Newman t ratada previam ente con SAL o no y de la cepa 
Newmanm gr .  Los productos de PCR se corr ieron en geles de agarosa teñidos con 
BrEt  y se visualizaron bajo luz UV. La foto del gel se acom paña con la 
densitometría realizada con el programa Scion I mage para sem icuant ificar el 
nivel de t ranscriptos. 
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Figura 2 3 . Expresión de Eap en la  m utante m grA. SDS-PAGE de las 
proteínas de superficie de la cepa Newman de S. aureus,  su mutante m grA y su 
mutante eap (AH12) . Las bandas proteicas se visualizaron por t inción con azul de 
Coomassie. 

 

En la figura 23 se m uest ra que la banda correspondiente a la 

proteína Eap no difir ió ent re la cepa salvaje Newm an y su m utante 

m grA sin t ratam iento.  En ausencia del gen m grA, el t ratam iento con 

 67



 

SAL provocó un aum ento en la expresión de la proteína Eap, lo cual 

concuerda con los resultados obtenidos por fusión t ranscripcional.  

En conjunto, los resultados sugieren que m grA actuaría com o 

un regulador posit ivo de Eap a nivel t ranscripcional, sin em bargo 

esto no se t raducir ía en un cam bio a nivel de proteína. Adem ás, en 

ausencia de m grA, el SAL afectaría a ot ro/ s regulador/ es 

provocando un aum ento de la proteína Eap. 

 

8 . I nterna lización de S. aureus en células endote lia les 

t ra tadas con SAL 

Estudios previos dem ost raron que el SAL presenta diversas 

act ividades sobre las células eucariotas incluyendo el cont rol de la 

expresión génica (14, 24, 68, 136) . Con el objet ivo de estudiar el 

efecto del SAL sobre las células endoteliales y sus consecuencias en 

la interacción de estas células con S. aureus,  se realizaron ensayos 

de invasión ut ilizando la línea celular EA.Hy926. En ensayos 

prelim inares, las células eucariotas se t rataron con SAL 2m M 

durante 2 h. Luego, las células se infectaron durante 1 h con la 

suspensión bacteriana de la cepa Newm an o de su m utante AH12 y, 

t ranscurr idas 2, 6 y 24 h post  infección se contabilizaron las UFC/ m l 

internalizadas y los sobrenadantes se ensayaron para detectar TNF-

α m ediante ELI SA. Sorprendentem ente, ni la cepa Newm an ni su 

m utante eap lograron internalizarse en este t ipo celular. Com o 

cont rol se ut ilizó la cepa R0 (Newm an t ransform ada con un 

plásm ido que porta la FnBP-A defectuosa)  (Tabla 1)  que com o se 

esperaba, presentó niveles de internalización tan bajos com o los de 

la cepa Newm an (Fig. 24) . Por lo tanto, se decidió ut ilizar la cepa 

R11 (Newm an t ransform ada con un plásm ido que porta la FnBP-A 

salvaje)  y su m utante R11eap (Tabla 1) . En los ensayos de invasión 

prelim inares ut ilizando dichas cepas se determ inó que el m ejor 

t iem po post  infección para detectar TNF-α  en el sobrenadante fue 
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de 6 h. Por lo tanto, t ranscurr idas 6 h luego del agregado de 

lisostafin se guardaron los sobrenadantes para detectar TNF-α y se 

lisaron las células para contabilizar las UFC/ m l.  
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Figura 2 4 . I nterna lización de S. aureus en cé lulas endote lia les t ra tadas 
con SAL.  Monocapas de células EA.Hy926 t ratadas o no con SAL 2 mM se 
infectaron con las suspensiones bacterianas. Se muest ran las medianas de las 
UFC/ m l internalizadas de un experimento representat ivo de al menos 3 
experimentos independientes luego de 6 h post infección. Barras rayadas:  células 
endoteliales t ratadas con SAL. Barras lisas:  células endoteliales no t ratadas. R11, 
-SAL:  7,7x104 vs + SAL:  1,9x104 * p< 0,01;  R11 -SAL:  7,7x104 vs R11eap -SAL:  
2,6x104 * p< 0,01;  Mann-Whitney test . 

 

En la figura 24 se observa que la acción del SAL sobre las 

células endoteliales provocó una dism inución en la internalización 

de la cepa R11 com parada con la invasión de la m isma cepa en las 

células no t ratadas. Por ot ra parte, la m utante R11eap m ost ró una 

m enor capacidad de invasión com parada con la cepa salvaje. La 

acción del SAL sobre las células endoteliales no afectó 

significat ivam ente la invasión de la m utante R11eap.   

 

Estos resultados sugieren que Eap es im portante para la 

internalización de S. aureus en células endoteliales y que el SAL 

estaría afectando algún/ os receptor/ es de m em brana de este t ipo 

celular provocando una dism inución significat iva en la invasión de la 

bacter ia salvaje. Más aún, Eap podría interactuar con uno de los 
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receptores, ya que el t ratam iento de las células con SAL no provocó 

diferencias en la invasión de la m utante eap.  

 

9 . Expresión de I CAM- 1  en cé lulas endote lia les t ra tadas 

con SAL e infectadas con S. aureus 

Un estudio previo dem ost ró que la proteína Eap purificada es 

capaz de unirse a la proteína de m em brana ICAM-1 (16) . Por ot ro 

lado, se estableció que el salicilato de sodio afectó la expresión de 

I CAM-1 en células HUVEC est im uladas con LPS (136) . Con el fin de 

establecer el efecto del SAL sobre la expresión de I CAM-1 en las 

células endoteliales, se realizaron ensayos de invasión ut ilizando las 

células EA.Hy926 t ratadas o no con SAL e infectadas con la cepa 

R11 y su m utante R11eap.  Luego, m ediante citom et ría de flujo se 

determ inó la cant idad de células posit ivas para I CAM-1.  
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Figura 2 5 . Expresión de I CAM- 1  en células endote lia les t ra tada s con SAL 
e infectadas con S. aureus. Las células EA.Hy926 en confluencia t ratadas o no 
con SAL 2 m M se infectaron (m oi:  200)  con las suspensiones bacterianas. Se 
muest ran las medias ±  DS del porcentaje de células posit ivas para I CAM-1 de un 
experimento representat ivo de 2 experim entos independientes luego de 6 h 
post infección. Los ensayos se realizaron por duplicado. Barras rayadas:  células 
endoteliales t ratadas con SAL. Barras lisas:  células endoteliales no t ratadas. 
Cont rol - :  Células sin infectar. Cont rol + :  Células t ratadas con 1 μg/ m l de LPS. 
p> 0,05;  Kruskal-Wallis test . 

 

En la figura 25 se observa un bajo nivel de expresión de 

I CAM-1 en las células endoteliales infectadas tanto con la cepa R11 
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com o con su m utante R11eap.  Por ot ra parte, el t ratam iento de las 

células con SAL no provocó cam bios en la expresión de I CAM-1 en 

ninguno de los casos estudiados. 

 

1 0 . Producción de TNF- α en respuesta a  la  infección con 

S. aureus y a l t ra tam iento con SAL 

Los sobrenadantes de cult ivo provenientes de los ensayos de 

invasión de las células endoteliales luego de 6 h post  infección se 

ensayaron m ediante ELI SA para detectar los niveles de TNF-α.   

La figura 26 m uest ra que la m utante R11eap produjo un 

aum ento significat ivo de la síntesis de TNF-α com parado con los 

niveles alcanzados por las células infectadas con la cepa salvaje. 

Por cierto, el t ratam iento de las células endoteliales con SAL 2 m M 

no produjo diferencias significat ivas en la síntesis de TNF-α.  
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Figura 2 6 . Efecto del SAL sobre la  síntesis de TNF- α por  par te de células 
endote lia les infectadas con S. aureus. Niveles de TNF-α detectados en los 
sobrenandantes provenientes de los ensayos de invasión de las células EA.Hy926 
t ratadas o no con SAL 2 m M. Se m uest ran las medias ±  DS de la concent ración 
de TNF-α en pg/ m l. Barras rayadas:  células endoteliales t ratadas con SAL. Barras 
lisas:  células endoteliales no t ratadas. R11 -SAL:  0,51 pg/ m l vs R11eap -SAL:  
32,83 * p< 0,001;  Kruskal-Wallis test . 
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Por lo tanto, la presencia de la proteína Eap inhibir ía la 

síntesis de TNF-α en células endoteliales hum anas. 

 

1 1 . Efecto del SAL sobre la  colonización int ranasal  de S. 

aureus in vivo 

Con el fin de estudiar el efecto del SAL in vivo,  se realizaron 

experim entos de colonización nasal ut ilizando las cepas Newm an y 

su m utante AH12. Para ello, grupos de ratones CF-1 se inyectaron 

con SAL 100 m M o con PBS 1X por vía int raperitoneal, al cabo de 

30 m in los ratones se inocularon por vía int ranasal con las 

suspensiones bacterianas correspondientes. Luego de 4 h, las 

narinas de los anim ales se ext irparon y se procesaron para 

contabilizar las UFC/ m l de los hom ogenatos. 
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Figura 2 7 . Efecto del SAL sobre la  colonización int ranasal de S. aureus.  
Se muest ran los porcentajes de las medianas de un experim ento representat ivo 
de 3 experim entos independientes relat ivos a la cepa Newm an sin t ratam iento 
(100% ). Barras rayadas:  ratones previam ente t ratados con SAL. Barras lisas:  
ratones previam ente t ratados con PBS. Newman, PBS:  100% , SAL:  34% ;  AH12, 
PBS:  16% , SAL:  8% . 

 

La figura 27 m uest ra que la m utante AH12 posee una 

capacidad m enor de colonización que la cepa Newm an. Asim ism o, 

el SAL inyectado por vía int raperitoneal provocó una dism inución de 

la colonización int ranasal tanto de la cepa Newm an com o de su 
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m utante AH12 com parado con los valores de colonización obtenidos 

cuando se inyectó PBS previam ente a los anim ales. 

Los resultados obtenidos sugieren que la proteína Eap es un 

factor im portante para la colonización de S.aureus in vivo y que el 

SAL actuaría en el huésped provocando una dism inución en la 

colonización nasal de S. aureus.  
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S. aureus es una bacteria patógena capaz de causar 

enferm edades de leves a severas en el huésped infectado que 

pueden causar incluso la m uerte. La capacidad de S. aureus para 

generar estas infecciones está dada por la expresión coordinada de 

un arsenal de factores de virulencia, los cuales están m odulados por 

im portantes reguladores globales. El SAL, com ponente pr incipal de 

la aspir ina, interfiere en la expresión de los factores de virulencia 

de algunos géneros bacter ianos.  

En este t rabajo se dem ost ró, en pr im er lugar, que el 

t ratam iento con SAL de la cepa Newm an de S. aureus provocó un 

aum ento significat ivo en la capacidad de internalización en las 

células epiteliales MAC-T. Los experim entos del presente t rabajo se 

realizaron en m edio sin glucosa para evitar la represión de la 

producción de factores de virulencia, com o por ejemplo PC (115) . 

Asim ism o, la concent ración de SAL ut ilizada de 0,36 m M 

correspondió a la concent ración ant iplaquetaria alcanzada en el 

plasm a hum ano (30) , m ient ras que la concent ración de SAL de 2 

m M está dent ro del rango terapéut ico alcanzado en suero hum ano 

en pacientes t ratados para enfermedades crónicas inflam atorias. 

Los niveles terapéut icos en suero de salicilato en pacientes t ratados 

para enferm edades reum át icas están ent re 150 y 300 μg/ m l, lo cual 

es equivalente a 1-2 m M de SAL (66) . Recientem ente, se estableció 

que la cepa 8325-4 de S. aureus (no capsulada)  cult ivada en 

presencia de SAL m ost ró una adherencia reducida a células 

endoteliales um bilicales hum anas (99) . En los experim entos 

realizados en este t rabajo con la cepa RN6390 de S. aureus 

(derivada de la 8325-4) , no se pudieron corroborar esos resultados. 

Esta discrepancia podría ser explicada por las diferentes líneas 

celulares, o quizás sean de m ayor im portancia las diferencias en el 

diseño experim ental y las condiciones de crecim iento bacter iano 

ut ilizadas. 
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La internalización de S. aureus en células de m am ífero 

depende del puente de Fn form ado ent re las FnBPs de la bacter ia y 

la integrina α5β1 del huésped (119) . Kupferwasser et  al.  (72)  

describieron que el t ratam iento con SAL de dist intas cepas de S. 

aureus provocó una dism inución en la adhesión a proteínas de la 

m at r iz ext racelular, tales com o Fn y Fg. En tal estudio la 

dism inución de la expresión de proteínas que se unen a la m at riz 

sobre la superficie de la bacter ia, se representó com o el conjunto 

de datos derivados de las cepas de S. aureus RN6390, COL, 

Newm an e I SP479C, adem ás de varios aislam ientos clínicos de S. 

aureus m et icilino resistentes. Por ot ro lado, los genes fnbA y fnbB 

de la cepa Newm an cont ienen una m utación puntual que resulta en 

un codón stop, lo que genera FnBPs t runcadas al final del dom inio C 

(43) . Consecuentem ente, esto provoca una adherencia deficiente 

de la cepa Newm an com parada con ot ras cepas de S. aureus que 

cont ienen FnBPs salvajes. Los resultados de esta tesis confirm aron 

que la cepa Newm an se internalizó en m enor grado en las células 

MAC-T com parada con la cepa RN6390. Sin em bargo, cuando 

am bas cepas se t rataron con SAL, sólo la capacidad de 

internalización de la cepa Newm an se vio increm entada.  

Es im portante destacar que las cepas Newm an y RN6390 de 

S. aureus poseen diferencias en lo que respecta a su bagaje 

genét ico. Adem ás de lo m encionado anteriorm ente respecto de las 

FnBPs, existen ot ras diferencias relevantes. La cepa Newm an 

produce el serot ipo capsular 5, por el cont rar io la cepa RN6390 

posee una m utación puntual en el gen cap5E que la convierte en no 

capsulada (130) . Por ot ra parte, la cepa RN6390 es una m utante 

natural sigB, m ient ras que la cepa Newm an posee un sigB salvaje 

(71) . Adem ás, la cepa Newm an posee una m utación puntual en el 

locus saeS,  que genera una sobreproducción de Coa, FnBP-A y Eap, 

m ient ras que no afecta la expresión de Hla, Hlb y PC com parado 

con ot ras cepas que poseen un saeS salvaje (1, 35, 82) . Por lo 
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expuesto, los cam bios observados en el grado de invasión de las 

cepas Newm an y RN6390 de S. aureus no pueden ser at r ibuidos 

sólo a la expresión diferencial del PC5. Pholm ann-Dietze et  al.  (101)  

observaron que la presencia de la cápsula podría interfer ir  con la 

adherencia de S. aureus a los tej idos del huésped. Ciertam ente, 

cuando se t rató con SAL a la cepa Reynolds PC5+  de S. aureus se 

observó una capacidad aum entada en la internalización respecto de 

esta cepa y de su m utante isogénica acapsular no t ratadas. En vista 

de los resultados obtenidos se sugiere que el PC5 podría estar 

enm ascarando a las m oléculas de adhesión que posee S. aureus en 

su superficie. Más aún, el t ratam iento con SAL estaría afectando 

negat ivam ente la producción de PC5.   

La expresión in vit ro del PC de S. aureus es altam ente 

sensible a diversas señales am bientales (95) . Al respecto, en este 

t rabajo se dem ost ró que la act ividad del prom otor pr incipal del 

locus cap5,  al igual que el nivel de los t ranscriptos cap5H, 

dism inuyeron luego de t ratar a la bacter ia con SAL. Por ot ro lado, 

Blickwede et  al.  (7)  observaron que la expresión de cap5A 

dism inuyó en la cepa Newm an luego del t ratam iento con 

concent raciones subinhibitor ias de florfenicol (ant ibiót ico ut ilizado 

en m edicina veter inaria) , indicando que la expresión de cap puede 

ser afectada por diferentes agentes farm acológicos. Por cierto,  

cuando se evaluó la expresión fenot ípica del PC5 por 

inm unoprecipitación ut ilizando ant isuero específico para PC5, se 

observó una reducción de la producción de cápsula dosis 

dependiente luego del t ratam iento con SAL de la cepa Newm an. 

Asim ism o, el crecim iento en presencia de SAL de un 

m icroorganism o Gram  negat ivo y con una cápsula gruesa, com o 

Klebsiella pneum oniae,  resultó en una síntesis dism inuida del PC 

(22, 23) . En part icular, el PC fue reducido un 60%  a una 

concent ración de SAL de 0,21 m M. En am bos casos, el SAL provocó 

este efecto sobre la producción de cápsula a concent raciones 
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norm alm ente alcanzadas en plasm a luego de la ingest ión de 

aspir ina dent ro del rango terapéut ico.  

Ciertam ente, la internalización increm entada en las células 

epiteliales de la cepa Newm an de S. aureus luego del t ratam iento 

con SAL podría deberse no sólo a la dism inución de la producción 

de PC5 sino tam bién a cam bios en la expresión de sus adhesinas. 

Trabajos previos determ inaron que el SAL interfir ió con la expresión 

de varias proteínas de S. aureus,  incluyendo FnBP-A y Hla (72, 73) . 

En este t rabajo, cuando se analizaron los perfiles de proteínas de la 

cepa Newm an se observó que el t ratam iento con SAL afectó la 

expresión de unas pocas exoproteínas y proteínas de pared. 

Adem ás, un aum ento im portante de una banda de ~ 60 KDa se 

observó en la fracción de proteínas de superficie cuando se t rató a 

la bacter ia con SAL. La proteína que se encuent ra en esa fracción 

proteica y que posee un peso m olecular sem ejante al de la banda 

observada correspondió a la caracterizada por Palm a et  al.  (98)  

quienes la denom inaron Eap (8) . Su ident ificación fue confirm ada 

m ediante ensayos con la m utante Newm aneap (AH12) .  En 

conclusión, el t ratam iento con SAL provocó un increm ento en la 

expresión de Eap en la cepa de S. aureus Newm an. Este efecto 

tam bién se observó a nivel t ranscripcional. Harraghy et  al.  (49)  

establecieron que la glucosa al 0,5%  reprim e la expresión de eap 

probablem ente por su acción negat iva sobre el sistem a regulador 

sae.  Por esta razón, los experim entos realizados se llevaron a cabo 

en ausencia de glucosa. Adem ás, la producción de Eap es reprim ida 

a altas concent raciones de hierro (60) . Por lo tanto, la expresión de 

Eap es sensible a la acción de diferentes com puestos, a los que se 

sum a el SAL.  

Por ot ro lado, en el presente t rabajo se estableció que la 

ausencia de expresión de Eap provocó una dism inución en la 

internalización de S. aureus tanto en células epiteliales com o 
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endoteliales. En concordancia con estos resultados, Haggar et  al.  

(45)  observaron una capacidad dism inuida en la adhesión de la 

m utante AH12 a los fibroblastos y querat inocitos com parada con la 

cepa Newm an. En este t rabajo de tesis, se determ inó en el m odelo 

m urino de portación nasal una m enor colonización de la m utante 

AH12 con respecto a la cepa salvaje a las 4 hs post  infección. Por lo 

tanto, Eap es un factor im portante que cont r ibuye a la adhesión de 

S. aureus y posterior colonización del vest íbulo nasal. Por el 

cont rar io, en un m odelo m urino de herida superficial no se 

encont raron diferencias en el diám et ro de los abscesos ni en la 

cant idad de bacter ias de la cepa Newm an y su m utante AH12 (16) . 

Los m ism os autores ut ilizando un m odelo m urino de sepsis tam poco 

encont raron diferencias significat ivas en el núm ero de bacter ias 

encont radas en r iñón luego de 5 días. La discrepancia ent re los 

resultados obtenidos en este t rabajo y los reportados por Chavakis 

et  al.  (16)  puede explicarse por los diferentes m odelos anim ales, 

com o así tam bién por los dist intos t iem pos post  infección ut ilizados. 

Por lo tanto, la proteína Eap en la cepa Newm an que posee sus 

FnBPs t runcadas, juega un rol im portante en la internalización 

celular y adherencia in vivo.  

Estudios previos establecieron que el locus sae cont rola en 

concierto con ot ros reguladores globales la producción de Eap a 

nivel t ranscripcional (1, 49, 60, 82, 113, 117) . Se ident ificaron 

cuat ro t ranscriptos superpuestos del locus sae (1, 94, 121) . Los 

t ranscriptos saeB, C y D son fuertem ente expresados en la cepa 

Newm an com parado con la cepa de S. aureus 8325-4 (41, 82, 

121) . Por ot ro lado, el prom otor pr incipal del locus sae es Pc, el cual 

es autorregulado y tam bién reprim ido por SigB en las cepas de S. 

aureus 8325-4, I SP479R, UAMS-1 y COL (35, 75) . Este prom otor es 

act ivado por H2O2 y concent raciones subinhibitor ias de α-

defensinas, pero no responde a altas concent raciones de sales (1, 

35) . En el presente t rabajo, el t ratam iento con SAL no afectó la 
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act ividad del prom otor PC en las condiciones estudiadas. Sin 

em bargo, el nivel de los t ranscriptos saeA, B y C cont rolados por los 

prom otores PA y PC ( ver Fig. 2, I nt roducción)  se increm entaron 

luego de la exposición al SAL. Por ot ro lado, Steinhuber et  al.  (121)  

dem ost raron que la m utante sae de la cepa I SP479C de S. aureus 

tuvo una tasa de invasión dism inuida en células endoteliales 

com parada con la cepa salvaje, m ient ras que la cepa Newm an y su 

m utante sae m ost raron tasas de invasión m uy reducidas. En el 

presente t rabajo se determ inó que las m utantes Newmansae y 

RN6390sae presentaron una capacidad dism inuida de invasión en 

células epiteliales MAC-T com parada con sus respect ivas cepas 

salvajes. Adem ás, el t ratam iento con SAL indujo un aum ento 

significat ivo en la capacidad de invasión de la m utante Newm ansae 

con respecto a la m ism a cepa no t ratada. Sin em bargo, el SAL no 

provocó cam bios en la internalización de la m utante RN6390sae. 

Estos resultados podrían sugerir  que en ausencia de sae en el 

bagaje Newm an, el SAL ejercería su acción sobre algún ot ro 

regulador que provocaría los cam bios observados.  

El locus sae es un im portante regulador de m últ iples proteínas 

de S. aureus (39, 42, 49) . Al respecto, en este t rabajo de tesis se 

estableció que la m utante Newm ansae no expresó proteínas de 

superficie. Blickwede et  al.  (7)  observaron que la m utante 

Newm ansae no expresó niveles detectables de em p,  eap y fnbB. 

Adem ás, Harraghy et  al.  (49)  dem ost raron que una m utante sae de 

la cepa Newm an no expresó Eap. Teniendo en cuenta esta 

inform ación, puede concluirse que el sistem a regulator io sae es 

esencial para la expresión de esta adhesina. Recientem ente, se 

dem ost ró que la cepa Newman posee una fuerte expresión de sae y 

de eap debido a la m utación que esta cepa presenta en saeS (82) . 

La expresión const itut iva de sae sugiere que en la cepa Newm an 

este sistem a no podría ser m odulado por com puestos externos (1, 

35) . Sin em bargo, Schafer et  al.  (117)  observaron que la act ividad 
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y las funciones dependientes de sae se increm entaron por la acción 

de un biocida (Perform ® ) y de SDS, aún sobre sus niveles basales 

altos. En concordancia con estos autores, los resultados 

encont rados en este t rabajo dem uest ran que el locus sae puede ser 

act ivado por SAL en la cepa Newman y que esta act ivación resultó 

en una expresión aum entada de Eap.  

En S. aureus existen resultados cont radictor ios respecto de la 

regulación que ejerce sae sobre el operón cap.  Al respecto, el locus 

sae reprim iría los genes cap5 (82, 121) . Sin em bargo, Rogasch et  

al.  (113)  no encont raron ninguna influencia del locus sae sobre la 

t ranscripción del operón cap en la cepa Newm an ni en la cepa COL. 

El aum ento de la expresión de PC5 en la m utante Newm ansae 

t ratada con SAL sugiere que este com puesto podría estar afectando 

a ot ro regulador. La expresión aum entada del PC5 inducida por el 

SAL parecería cont radecirse con la m ayor capacidad de adhesión 

observada en la m utante Newm ansae t ratada con SAL. Sin 

em bargo, esta discrepancia podría explicarse por el hecho de que 

ot ras adhesinas estarían aum entadas por acción del SAL en la 

m utante Newm ansae. Cabe destacar que, a pesar de que Eap es la 

adhesina m ás im portante en la cepa Newm an, tanto las m utantes 

Newm aneap com o Newm ansae son capaces aún de internalizarse, 

lo que sugiere que estas cepas estarían ut ilizando ot ras adhesinas 

para dicho proceso.  

Otro regulador im portante en S. aureus es mgrA. Hasta el 

m om ento, no hay t rabajos que reporten la función de m grA en la 

internalización de S. aureus en células eucariotas. En este t rabajo 

se observó que la m utante m grA de la cepa Newm an se internalizó 

en m ayor grado en las células epiteliales que la cepa salvaje. Esto 

podría deberse a que m grA es un regulador posit ivo de cap5 y 

cap8, por lo que, cuando mgrA está ausente la dism inución de PC 

podría desenm ascarar las adhesinas, generando una m ayor tasa de 
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invasión (78) . Por ot ra parte, el t ratam iento con SAL de la m utante 

m grA provocó un aum ento de su internalización, lo que sugiere que 

ciertas adhesinas podrían estar aum entadas. Más aún el efecto 

posit ivo del SAL sobre la expresión del locus sae en ausencia de 

m grA redundaría en el aum ento de la adhesina Eap.  

No se conocen antecedentes que determ inen la acción de 

m grA sobre la expresión de Eap. La m utante Newm anm grA 

presentó una act ividad reducida del prom otor eap com parada con la 

cepa salvaje. Adem ás, se observó un descenso en el nivel de 

t ranscriptos de eap por RT-PCR. Sin em bargo, no se observaron 

diferencias significat ivas ent re el nivel de expresión de la proteína 

Eap de la cepa Newm an y de su m utante m grA. Esto sugiere que el 

aum ento observado a nivel t ranscripcional no sería suficiente com o 

para detectar cam bios a nivel fenot ípico por la m etodología 

ut ilizada. Esto nos perm ite infer ir  que el aum ento observado en la 

proteína Eap luego del t ratam iento con SAL, se debería 

pr incipalm ente al increm ento de sae.  Por lo tanto, la dism inución de 

m grA inducida por el SAL no afectaría significat ivam ente la 

expresión final de la proteína Eap. 

Estudios previos determ inaron que la regulación del PC en S. 

aureus está afectada por diversos est ím ulos am bientales y es 

regulada a diferentes niveles (18, 51, 80) . Los genes sbcD y sbcC 

están involucrados en la represión de la producción de PC5 a t ravés 

de los reguladores arl y m grA bajo condiciones subinhibitor ias de 

ciprofloxacina o m itom icina C (18) . En el presente t rabajo, el 

t ratam iento con SAL de la cepa Newm an provocó una dism inución 

de la act ividad del prom otor de m grA. En concordancia con estos 

hallazgos, el nivel de t ranscriptos de m grA tam bién decreció luego 

de la exposición al SAL. Al respecto, Riordan et  al. (112)  

dem ost raron que el salicilato provocó una dism inución de los 

t ranscriptos m grA en las cepas de S. aureus Becker y SH1000. Por 
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ot ra parte, cuando el factor t ranscripcional MgrA estuvo ausente en 

la cepa Newm an no se observó producción de PC5 

independientem ente del t ratam iento con SAL. En conjunto los 

resultados sugieren que en ausencia de MgrA, la dism inución en la 

expresión de PC5 desenm ascararía las adhesinas de superficie 

cont r ibuyendo esto a una capacidad aum entada para invadir las 

células eucariotas. Ciertam ente, la dism inución de la expresión de 

cap observada luego del t ratam iento con SAL en la cepa salvaje, 

podría deberse en parte a un efecto negat ivo del SAL sobre m grA. 

Cabe destacar que en ausencia de m grA, la act ividad del 

prom otor eap y la expresión de la proteína Eap se ven aum entadas 

luego del t ratam iento con SAL. Estos resultados indicarían que el 

SAL, en ausencia de m grA,  actuaría sobre ot ro regulador que 

provocaría un aum ento en la expresión de eap.  Este ot ro regulador 

podría ser sae.  Estos resultados concuerdan con el aum ento de la 

capacidad de invasión observada para la m utante m grA t ratada con 

SAL con respecto a la no t ratada. 

En la cepa Newm an las FnBPs t runcadas no están ancladas a 

la pared celular y son secretadas com pletam ente al m edio de 

cult ivo (43) . Por ello, se realizaron los experim entos de invasión en 

células endoteliales con la cepa Newm an que expresa las FnBPs 

salvajes (R11)  junto a su m utante isogénica eap deficiente. En este 

caso cuando las células endoteliales se incubaron en m edio con 

SAL, se observó una dism inución en la internalización de la cepa 

R11. Sin em bargo, el m encionado t ratam iento no afectó el grado de 

invasión de la m utante R11eap.  Por lo tanto, el SAL afectaría la 

expresión de algún/ os receptor/ es celular/ es involucrado/ s en la 

interacción con la adhesina Eap. Estudios previos dem ost raron que 

la proteína Eap purificada es capaz de unirse a la m olécula de 

superficie I CAM-1 sobre las células endoteliales (16) . St r indhall et  

al.  (122)  dem ost raron que aislam ientos clínicos de S. aureus 
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provenientes de infecciones agudas fueron capaces de inducir la 

expresión de I CAM-1 en células HUVEC. En el presente t rabajo, el 

t ratam iento de las células endoteliales con SAL no indujo cam bios 

significat ivos en la expresión de I CAM-1. Adem ás, la est im ulación 

de la expresión de I CAM-1 por parte de la cepa Newman R11 y de 

su m utante R11eap no fue significat iva. Probablem ente, los posibles 

factores est im ulatorios de esta cepa de S. aureus (pept idoglicano, 

ácido araquidónico, Eap)  no fueron suficientes com o para inducir la 

expresión de I CAM-1 en este t ipo celular. Por el cont rar io, 

Katerinaki et  al.  (66)  observaron una dism inución en la expresión 

de I CAM-1 en células de m elanom a t ratadas con SAL a 

concent raciones ent re 1 y 5 m M. Asim ism o, ot ros autores 

dem ost raron la dism inución en la expresión de I CAM-1 por el ácido 

acet il salicílico en células HUVEC y ret inales est im uladas con LPS 

(15, 63, 136) . Adem ás, el salicilato de sodio dem ost ró reducir la 

expresión de I CAM-1 en las células HUVEC est im uladas con LPS 

(0,1 µg/ m l)  en el rango de concent raciones de 0,02 a 20 m M (136) . 

Por lo tanto, la discrepancia de los resultados obtenidos en el 

presente t rabajo podría deberse a las diferentes condiciones 

experim entales ut ilizadas respecto a los ot ros estudios. 

S. aureus es capaz de generar una respuesta inflam atoria a 

t ravés de diferentes factores, tales com o el pept idoglicano, 

hem olisinas y proteína A (33) . Por el cont rar io, m uchos ot ros 

factores de virulencia de esta bacter ia (Efb, CHI PS, ent re ot ros)  

poseen una acción ant iinflam atoria lo que le perm ite evadir la 

respuesta inm une del huésped (17) . En part icular, la proteína Eap 

puede actuar prom oviendo la síntesis de citoquinas proinflam atorias 

en m onocitos y m acrófagos, m ient ras que posee una acción 

ant iinflam atoria al unirse a I CAM-1 y de esta m anera bloquear la 

interacción de los leucocitos con las células endoteliales (16, 116) . 

Asim ism o, altas concent raciones de Eap (81 μg/ m l)  produjeron un 

efecto inhibitor io de la proliferación de PBMCs, m ient ras que a bajas 
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concent raciones (9 μg/ m l)  Eap est im uló la proliferación de estas 

células (46) . Recientem ente, se determ inó que Eap inhibió el 

reclutam iento de células T en un m odelo de psoriasis en ratón a 

t ravés de su interacción con I CAM-1 (129) . Asim ism o, Xie et  al.  

(135)  reportaron que Eap fue capaz de inhibir  la encefalom ielit is en 

ratón a t ravés del m ism o m ecanism o. En el presente t rabajo, se 

dem ost ró que la m utante R11eap generó un aum ento significat ivo 

en la síntesis de TNF-α en las células endoteliales com parado con la 

cepa R11. Este resultado le at r ibuir ía un rol ant iinflam atorio a la 

proteína Eap. En conjunto, se desprende que Eap podría const ituir  

un t ratam iento efect ivo cont ra enferm edades inflam atorias 

crónicas. 

Endres et  al.  (29)  dem ost raron que la adm inist ración de 

aspir ina a personas sanas durante 14 días no generó cam bios en 

los niveles de TNF-α sintet izados por los PBMCs luego de la 

est im ulación con LPS. En concordancia con estos resultados, en el 

presente t rabajo, el t ratam iento de las células endoteliales con SAL 

no produjo diferencias significat ivas en la producción de TNF-

α  luego de la infección con la cepa Newm an R11. Por ot ro lado, el 

salicilato de sodio a una concent ración de 20 m M provocó una 

dism inución en los niveles de TNF-α  en m acrófagos m urinos 

est im ulados con LPS (128) . Esta discrepancia podría ser explicada 

por las diferentes líneas celulares, est ím ulos, concent raciones y 

diferentes salicilatos ut ilizados. 

La portación nasal de S. aureus en hum anos es un factor de 

r iesgo im portante para el desarrollo de enferm edades graves (67) . 

Karabay et al. (64) observaron que los pacientes que ingir ieron aspir ina 

en bajas dosis por un t iem po prolongado tuvieron una baja 

prevalencia de portación nasal de S. aureus.  Por ot ro lado, Eisen et  

al.  (28)  dem ost raron que la adm inist ración de aspir ina a pacientes 

con endocardit is por S. aureus estaba asociada a un r iesgo m enor 
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de com plicaciones post - infección (por ej . cirugía de reem plazo de 

válvula) . Con el fin de evaluar el efecto del SAL in vivo se ut ilizó un 

m odelo m urino de colonización nasal de S. aureus.  Al respecto, se 

observó una dism inución del nivel de colonización de S. aureus a 

las 4 hs post - infección en el grupo de ratones inyectados 

previam ente con SAL com parado con el grupo cont rol. La aparente 

discrepancia de estos resultados con la m ayor capacidad de 

invasión celular de S. aureus inducida por el SAL, puede ser 

explicada por el hecho de que el SAL adm inist rado al huésped 

desencadenaría una serie de eventos que podrían prom over la 

elim inación de la bacter ia. Por ot ro lado, el t iem po de contacto 

ent re la bacteria y el SAL en este m odelo in vivo no sería suficiente 

para generar la expresión alterada de PC y Eap en la cepa Newm an 

que se observó in vit ro.  

 

La im portancia de este estudio radica en el hecho de que 

provee inform ación básica acerca de un fárm aco, el SAL, que afecta 

la expresión de los sistem as regulator ios de S. aureus lo que podría 

causar un im pacto inesperado en el curso y t ratam iento de la 

infección. Por cierto, la inform ación obtenida m ediante esta 

invest igación podrá extenderse en un futuro al estudio de nuevas 

est rategias terapéut icas dest inadas al cont rol y prevención de las 

infecciones estafilocóccicas en grupos de r iesgo. 
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En el presente t rabajo de tesis se realizaron ensayos para 

establecer el efecto del SAL sobre la virulencia de S. aureus y su 

interacción con el huésped. Los resultados descriptos perm it ieron 

concluir :  

 

1.  El t ratam iento con SAL provocó un aum ento en la capacidad de 

invasión de la cepa Newm an en las células epiteliales. 

 

2.  Las cepas no capsuladas RN6390 y Reynolds PC-  m ost raron 

una capacidad aum entada para invadir las células epiteliales con 

respecto a las capsuladas Newm an y Reynolds PC5+ , por lo tanto la 

ausencia de cápsula favoreció la internalización de S. aureus.  

 

3.  El SAL indujo una dism inución en la act ividad del prom otor 

cap,  com o así tam bién en la expresión de t ranscriptos cap y de 

PC5.  

 

4.  La expresión de proteínas de pared, exoproteínas y proteínas 

de superficie de S. aureus fue afectada por el t ratam iento con SAL. 

 

5.  El SAL indujo la act ividad del prom otor eap,  com o así tam bién 

la expresión de los t ranscriptos eap y de la proteína Eap.  

 

6.  Eap juega un rol im portante en la internalización de la cepa 

Newm an en células epiteliales y endoteliales. 

 

 86



 

7.  La act ividad del prom otor Pc del locus sae no fue afectada por 

el SAL, m ient ras que la cant idad de t ranscriptos saeB, C y D 

aum ento luego del t ratam iento con SAL.  

 

8.  El sistem a regulator io sae es esencial para la expresión de 

Eap. 

 

9.  La act ividad de sae y, por lo tanto, los factores regulados por 

este locus, son im portantes para la invasión celular de S. aureus.  

 

10.  El t ratam iento con SAL provocó una dism inución en la 

act ividad del prom otor m grA, así com o tam bién en la expresión de 

los t ranscriptos m grA.  

 

11.  El regulador m grA es esencial para la expresión de PC5. 

 

12.  m grA indujo la expresión del prom otor eap,  sin em bargo esto 

no se reflejó en un aum ento de la proteína Eap.  

 

13.  La presencia del gen m grA generó una dism inución en la 

capacidad de adhesión de S. aureus.   

 

14.  La acción del SAL sobre las células endoteliales produjo una 

m enor tasa de invasión por parte de la cepa Newm an R11 de S. 

aureus,  m ient ras que no m odificó la internalización de su m utante 

eap.  
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15.  La presencia del gen eap inhibió la síntesis de TNF-α en células 

endoteliales. 

 

16.  El t ratam iento de las células endoteliales con SAL no produjo 

cam bios significat ivos en la producción de TNF-α inducida por la 

infección de S. aureus.  

 

17.  La producción de Eap es fundam ental para la colonización 

nasal de S. aureus.  

 

18.  La colonización nasal de S. aureus dism inuyó luego del 

t ratam iento del huésped con SAL. 
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