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1 RESUMEN

Durante el periparto, el ganado es mas susceptible a infecciones (Mastitis). Este periodo
se caracteriza por cambios en los niveles de hormonas sexuales, como el 173-estradiol
(E2), el cual compromete la respuesta inmune innata (RIl) del animal. Las células de
epitelio mamario bovino (CEMB) son blanco de esta hormona, la cual regula su
proliferacion y diferenciacion a través de sus receptores de estrogenos (RE). Se ha
demostrado que el E2 presenta efectos anti inflamatorios, al revertir la respuesta
inflamatoria causada por bacterias. Esta inmunomodulacion se logra regulando distintas
rutas de sefializacion, las cuales ademas, inducen la produccion de péptidos
antimicrobianos (PA). Staphylococcus aureus (principal agente causal de mastitis) tiene la
capacidad de internalizarse en las CEMB usando el mecanismo zipper, en el cual

participan el receptor integrina a5p1 y la cinasa FAK. El objetivo del trabajo fue evaluar los

efectos del E2 sobre la RIl en las CEMB durante la internalizacion de S. aureus. Las
CEMB fueron tratadas con E2 e infectadas con S. aureus (ATCC-27543). Primeramente,
se evaluo el efecto del E2 sobre la internalizacion bacteriana (ensayos de proteccion con
gentamicina). Posteriormente, se midieron los receptores de superficie y la actividad de
las cinasas asociadas a la RIl (citometria de flujo). Seguido del estado de fosforilacion de
FAK y de los RE (Western blot). Se midi6 la expresion de genes de la Rl y la secrecion
de las proteinas por RT-PCR y ELISA, respectivamente. Finalmente se evaluo la actividad
de los factores transcripcionales asociados a la RIl, mediante un ensayo de hibridacion
con un microarreglo. Los resultados mostraron que el E2 (50 pg/ml) disminuyo la
internalizacion de S. aureus en las CEMB (~60%), lo cual se asoci6 con la reduccion de la
integrina en membrana (40%) y a la inhibicion de FAK (50%). ElI E2 mostrd efectos anti
inflamatorios, ya que favorecio la expresion del gen de IL-10 (2 veces). Adicionalmente, la
hormona presentd efectos antibacterianos, al inducir la expresion de PA como la DEFB1
(2.5 veces), BNBD5 (2 veces) y S100A7 (3 veces), lo cual se vincul6 con la disminucién
de la viabilidad bacteriana presente en el medio (50%). Los efectos inmunomoduladores
del E2 se asociaron a la inhibicion de MAPKs cinasas p38 y ERK (~80% y ~90%), ademas
a la activacion de la cinasa Akt (2 veces); todo esto, teniendo como resultado la activacion
de factores transcripcionales, tales como, AP1y STAT1. En conclusion, el E2 regula rutas
de sefializaciéon de la RIl, induciendo efectos antimicrobianos y anti inflamatorios en las
CEMB, resultando en una mejor defensa contra S. aureus.

Palabras Clave: Estradiol, S. aureus, Internalizacion, Inflamacién y Antimicrobiano.
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2 ABSTRACT

During the peripartum, cattle are more susceptible to infectious diseases (i.e. Mastitis).
This period is characterized by changes in the concentrations of sexual hormones, such as
17pB-estradiol (E2), which compromises the innate immune response (llR) of the animal.

Bovine mammary epithelial cells (bMECs) are target tissue for this hormone, which
regulates their proliferation and differentiation through estrogen receptors (ERS). In
addition, E2 has shown anti-inflammatory effects because reverts the inflammatory
response after the stimulation with bacterial components. This hormone mediates
signaling pathways by inducing the production of antimicrobial peptides (AP).
Staphylococcus aureus (principal mastitis pathogen) is able to internalize into bMECs
using the “zipper” mechanism associated to a5p1 integrin/FAK. The aim of this work was
to evaluate the effects of E2 on elements of the IIR of bMECs during S. aureus
internalization. bMECs were treated with E2 (24 h) and infected with S. aureus (ATCC-
27543). We evaluated bacterial internalization by gentamicin protection assays. To
measure surface receptors and kinase activity we used flow cytometry. Using Western
Blot, we analyzed the phosphorylation state of FAK and ERs. The expression of lIR genes
and protein secretion were analyzed by RT-gPCR and ELISA, respectively. We evaluated
the activated IIR transcriptional factors using a microarray (Panomics). The results indicate
that E2 (50 pg/ml) decreased S. aureus internalization (~60%), which was associated with
the integrin surface reduction (~40%) and FAK inhibition (~50%). E2 showed anti-
inflammatory effects in bMECs, since up-regulated IL-10 (2 fold) and IL-8 (4 fold) gene
expression. In addition, E2 showed antibacterial activity because induced the gene
expression of the AP DEFB1 (2.5 fold), BNBD5 (2 fold) and S100A7 (3 fold), which was
related to the antibacterial effect against non-internalized S. aureus (reduction of ~50% of
viability) in the conditioned medium from E2-treated bMECs. These effects were
associated to the inhibition of p38 (~80%) and ERK (~90%) MAPKSs, and with the up-
regulation of the activity of the kinase AKT (2 fold), resulting in the activation of the
transcriptional factors: AP1, and STAT1. In conclusion, E2 modulates IIR signaling
pathways to induce antimicrobial and anti-inflammatory response in bMECs, while
reducing S. aureus internalization.

Key Words: Estradiol, S. aureus, Internalization, Inflammation and Antimicrobial.
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3 INTRODUCCION

3.1 MASTITIS BOVINA

La mastitis bovina (MB), tanto en México como en todo el mundo, genera pérdidas
econOmicas, estimadas en un gasto anual/vaca de 200 dolares (Dsteras, 2000). Esta
enfermedad se caracteriza por la inflamacion de la glandula mamaria, y se puede
presentar de manera subclinica y clinica. La forma clinica se caracteriza por una
inflamacion evidente de la glandula mamaria, dolor a la palpacion, grumos en la leche y
secreciones que pueden ser desde purulentas hasta sanguinolentas. En contraste, la
mastitis subclinica se presenta en ausencia de signos, a excepcion de la disminucion en
la produccién de leche, por lo que su tratamiento es mas complicado y su diagndstico sélo
se logra con el conteo de células sométicas en la leche. Este tipo de MB se asocia
principalmente al desbalance de la respuesta inmune innata (RIl), que puede estar dado
por cambios drasticos en las concentraciones de hormonas lactogénicas y sexuales
durante el periodo del periparto; hormonas tales como el estradiol (E2) (Lamote et al,
2006). Los principales agentes causales de la MB son microorganismos infecciosos, los
cuales atacan los diversos tejidos de la glandula mamatria, incluyendo al epitelio mamario
(Wanasinghe, 1981). El principal microorganismo causante de MB es Staphylococcus
aureus. Este se aisla en mas del 70% de los casos de MB subclinica (Escherichia coli es
el principal patdbgeno asociado a mastitis clinica) y tiene la capacidad de infectar células
de epitelio mamario bovino (CEMB), tanto in vivo como in vitro (Kerro-Dego et al,
2002).Algunas cepas de S. aureus, pueden internalizarse en las CEMB, no solo
evadiendo asi la respuesta inmune y antimicrobiana de los organismos, sino también
logrando multiplicarse en el interior de las células. Esta caracteristica de la bacteria se ve
reflejada en la presentacion de infecciones cronicas y recurrentes (Sinha y Hermann,
2002).

Existen reportes de la participacion de distintas hormonas y su asociacion con la MB. Al
respecto, en nuestro grupo de trabajo se ha reportado que la hormona prolactina, a una
concentracion de 5 ng/ml, estimula la internalizacion de S. aureus en las CEMB y en
conjunto con la bacteria, regula elementos de la respuesta inmune innata en estas

células, como la expresion de citocinas pro-inflamatorias (Gutiérrez-Barroso, 2007).
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3.2 RESPUESTA INMMUNE INNATA DE LA GLANDULA MAMARIA: EL PAPEL
DEL EPITELIO MAMARIO BOVINO

La RIl es la primera linea de defensa y reparacién ante un dafio al organismo, esta se
caracteriza por la produccién temprana de mediadores de la inflamacion. En las vacas
lecheras la principal enfermedad infecciosa es la mastitis subclinica, la cual disminuye la
produccion y la calidad de la leche, ya que al verse comprometida la glandula mamaria,
ésta destinard energia para tratar de eliminar la infeccion y reparar el dafio en el tejido,
dejando en segundo plano la produccion de leche. La glandula mamaria esta conformada
por distintos tipos celulares, tales como, fibroblastos (tejido conectivo), mioepitelio (facilita
las contracciones) y epitelio mamario bovino (productor de los componentes de la leche),
este epitelio al igual que los demas, sirve como primera linea de defensa (barrera fisica)
ante patdgenos potenciales. Cuando un patdégeno logra atravesar el esfinter del pezon,
este llega hasta la cisterna e incluso al lumen alveolar; el epitelio a través de sus
receptores membranales, reconoceal patdgeno e induce diversas respuestas celulares,
las cuales promoveran la produccion de mediadores de la inflamacion y la llegada de
células especializadas, como fagocitos profesionales (Tomasinsig et al, 2010). Tras la
activacion de la RIl, en la mayoria de los casos se logra eliminar la infeccion y reparar el
dafio tisular sin que el animal muestre signos de la enfermedad. Pero en ocasiones la Rl
de la glandula mamaria no es tan efectiva o es evadida por el patdbgeno, es entonces,
cuando se manifiestan signos de la enfermedad y el microorganismo logra invadir,

colonizar y persistir en la glandula mamaria (Tuchscherr et al, 2010).

La severidad de la infeccion depende del tipo de patdgeno que invade al epitelio mamario,
ya que en funcion de esto sera el grado de respuesta inmunoldgica. Escherichia coli es la
principal bacteria Gram negativa aislada de casos de mastitis clinica, que se caracteriza
por una respuesta inflamatoria exacerbada y signos muy visibles de la enfermedad (dolor,
secreciones purulentas, etc.). S. aureus es el principal agente causal de la mastitis
subclinica, esta bacteria tiene la capacidad de internalizarse en las CEMB. En esta forma
de mastitis la respuesta inflamatoria esta disminuida y los signos de la enfermedad son
inapreciables (a diferencia de la mastitis clinica), haciendo mas dificil su diagndstico y
tratamiento ya que, en su mayoria las terapias antimicrobianasno van dirigidas contra

bacteria intracelulares (Yunhe et al, 2013).
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Las CEMB son las encargadas de la produccién y secrecion de los componentes de la
leche, tales como la k-caseina. Cuando S. aureusinfecta el epitelio disminuyen la
produccion y secrecion de estos elementos, lo que se traduce en la reduccién de la
calidad y cantidad de leche. La capacidad del epitelio mamario para responder ante una
infeccion depende en gran medida del estado inmunoldgico del animal, existen elementos
propios del animal, como las hormonas, las cuales juegan un papel muy importante en la
susceptibilidad a presentar o no infecciones intramamarias, estos elementos estan
intimamente relacionados con la modulaciéon de la RIl en los epitelios (Lamote et al,
2007).

El epitelio mamario se encarga de censar lo que es patégeno de lo que no. Para ello, se
expresan en la superficie de las células epiteliales mamarias patrones de reconocimiento
de patdgenos (PRRs) los cuales interactian con los patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMPS). Los receptores tipo Toll (TLRs) forman parte de los PRRs, este tipo
de receptores de superficie se identificaron primeramente en la mosca de la fruta
(Drosophila), donde inicialmente se les asociaba a vias de sefializacién en el desarrollo
embrionario y posteriormente en la defensa contra hongos. Actualmente, se han descrito
estos TLRs en plantas, vertebrados e invertebrados, donde desempefian funciones de
reconocimiento de patdgenos y activacion de rutas de sefializacion asociadas a la Rl
(Fisher et al, 2001). Existen dos vias de sefializacién de los TLRs, la dependiente de la
proteina adaptadora MyD88 y la independiente de esta, por ambas vias se reclutan
cinasas de la familia IRAK, las cuales interactian con TRAK, permitiendo la fosforilacion
de MAPK cinasas 0 de otras cinasas como Akt, e inclusive elementos de respuesta a
interferén. Estas rutas pueden inducir la fosforilacién del inhibidor del factor nuclear kappa
B (IKKb), promoviendo su disociacion del factor nuclear kappa B (NF-kB), lo cual
promueve la translocacion al ndcleo de NF-kB pudiendo asi, inducir la expresion de
mediadores de la inflamacion (principalmente citocinas pro inflamatorias), ademas de este
factor de transcripcion, se pueden activar otros, tales como, AP-1, SP1, CREB, etc. los

cuales también estan asociados con la RIl.

En el caso de los bovinos, se han reportado 10 TLRs, sin embargo, en las CEMB el
receptor TLR2 es al que se le ha asociado en el reconocimiento de S. aureus (principal
causante de MB subclinica) el cual reconoce a dicha bacteria a través del acido

lipoteicoico presente en su membrana. Tras este reconocimiento, TLR2 puede formar
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homo o heterodimeros con otros TLRs (TLR1, TLR6, etc.,) y asi desencadenar rutas de
sefalizacion las cuales modularan la expresion y secrecion de diversos componentes de
la RIl, como péptidos antimicrobianos, 6xido nitrico, citocinas pro y antiinflamatorias, asi
como quimiocinas (Rainard y Riollet, 2006; Schukken et al, 2011). La modulacién de la RII
esta mediada en gran parte por la interacciébn que se genera entre el patdégeno y el
hospedero; sin embargo, existen elementos que también pueden estar influyendo en la Rl
de la célula (Kerro-Dego, 2002).

Ademas de esta interaccién entre S. aureus y TLR2, la bacteria puede unirse de manera
indirecta con otro grupo de receptores membranales, como las integrinas. Las integrinas
estan conformadas por dos subunidades, una alfa (se conocen 16 cadenas a) y una beta
(se conocen 8 cadenas b), estas glicoproteinas tienen principalmente ligandos presentes
en la matriz extracelular, como la vimentina, colagena, fibronectina, etc. y sus funciones
estan centradas en la adherencia a la matriz extracelular, para dar soporte a los tejidos,
participan en la migracion, diferenciacion y proliferacion de diversos tipos celulares,
ademds de estar asociados a rutas de la RIl'y en procesos infecciosos. S. aureus logra
persistir en el interior del EMB ya que se internaliza a través del mecanismo de
internalizacion tipo zipper (Figura 2) el cual involucra a las proteinas de unién a
fibronectina presentes en la superficie de la bacteria que se unen a la fibronectina, la cual
es un componente de la matriz extracelular y es el ligando natural de la integrina o5p1
presente en la membrana de las CEMB. Este puente molecular conlleva a la activacion de
la cinasa de adhesién focal (FAK), la cual participa en la sefalizacion para el re-arreglo
del citoesqueleto de actina y la posterior formacion del endosoma, donde la bacteria
puede persistir y diseminarse causando infecciones crénicas y recurrentes (Alva-Murillo et
al, 2014; Medina-Estrada et al, 2015). Este trafico de integrinas, el cual esta mediado
principalmente por la cinasa FAK, se da de manera constante, ya que las integrinas sufren
un ciclo endoexocitico, donde pueden estar en vesiculas a manera de reservorio y tras un
estimulo, llegar a la superficie y posteriormente volverse a internalizar, por lo cual S.

aureus aprovecha esta facultad para lograr internalizarse.
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3.2.1 RELEVANCIA DE LOS EPITELIOS EN LA RESPUESTA INMUNE INNATA

Los epitelios de todos los tejidos juegan un papel importante en la RIl contra
microorganismos, ya que pueden “discriminar’ a microorganismos patégenos de los no
patdgenos y montar una respuesta inflamatoria ante los primeros. Los microorganismos
expresan moléculas que pueden ser reconocidas por el sistema inmune innato, dichos
elementos son denominados patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS).
Estos elementos pueden ser reconocidos por receptores transmembranales vy
citoplasmaticos expresados por las células epiteliales (todas las células sométicas los
expresan). Estos receptores son conocidos como receptores de reconocimiento de
patdogenos (PRRs), de los cuales podemos mencionar a los receptores tipo Toll(TLRS),
receptores tipo NOD (NLRs), CD14, CD36, entre otros (Alva-Murillo et al, 2015). No
obstante, las células de defensa "clasicas" o fagocitos profesionales, como los
macrofagos, neutrdfilos y células dendriticas tienen una gran cantidad y variabilidad de
este tipo de receptores, las células epiteliales, consideradas fagocitos no profesionales,
también poseen este tipo de receptores y son muy efectivas para responder ante
infecciones. En el caso de las CEMB, se han reportado 10 TLR y los ligandos de estos
receptores son muy variados; pueden ser moléculas de la superficie de bacterias u
hongos, moléculas bacterianas, que son inyectadas al hospedero a través de sistemas de
secrecion especializados o material genético de patégenos. El reconocimiento de dichos
ligandos produce la activacién de rutas de sefializaciéon, que llevan a la activacion de
factores transcripcionales y la expresion de genes especificos, con la consecuente
sintesis y secrecion de proteinas asociadas a la RIl, con el objetivo de eliminar al
patdgeno y reparar el dafio ocasionado por éste (Figura 1). Algunos de los elementos
clasicos de dicha RIl son las citocinas pro y antiinflamatorias, quimiocinas, péptidos
antimicrobianos y especies reactivas de nitrdgeno y oxigeno, entre otros (Bannerman et
al, 2004; Prossnitz et al, 2007).
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Produccion de mediadores de la inflamacion:
Oxido nitrico
Citocinas
Quimiocinas
Péptidos antimicrobianos

Fig. 1. Interaccion del epitelio con el ambiente extracelular. Los epitelios estan en constante
interaccion con microorganismos, por lo cual expresan en su superficie receptores de
reconocimiento de patrones (TLRs, por ejemplo) para detectar potenciales patégenos. Una vez
activados dichos receptores, se activaran rutas de sefializaciéon para la produccion de mediadores

de la inflamacién y asi poder eliminar al patégeno. Modificada de Alva-Murillo (2016).

3.3 Staphylococcus aureus

S. aureus es uno de los principales patdgenos asociados a infecciones nosocomiales,
ademas de ser el agente causal de infecciones cronicas en diversos tejidos. Por lo cual es
una de las bacterias mas relevantes tanto en la medicina humana, como en la medicina
veterinaria. Desde inicios de los 40°s, se describié su alta tasa de virulencia, a partir de
pacientes con bacteriemias en un hospital de la ciudad de Boston, Massachusetts
(Velazquez et al, 2005).

Es una bacteria Grampositivamide aproximadamente 1 pum de diametro, no movil,

coagulasa positiva, fermenta glucosa y se le considera aerobio facultativo, ademas de
facultativo intracelular, puede formar parte de la flora de diversos tejidos, sin embargo
cuando el sistema inmune del hospedero se ve comprometido, la bacteria aprovecha para
proliferar, llegando a causar infecciones crénicas. Para lograr esto, S. aureus cuenta con
una amplia variedad de factores de virulencia, tales como adhesinas, invasinas, toxinas y

modulinas, las cuales se expresan diferencialmente y de acuerdo con la fase de
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crecimiento en que se encuentre la bacteria. Las proteinas de adhesion principalmente se
expresan durante la etapa de crecimiento exponencial, para garantizar el establecimiento
y permanencia de la bacteria en el tejido, mientras de las moléculas de secrecion se
incrementan durante la fase estacionaria (Lara-Zarate, 2008), y son responsables del
dafo al tejido, asi como de la futura diseminacién de la bacteria.
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Fig.2. Mecanismo deinternalizacidon y reconocimiento de S. aureusa las células de epitelio
mamario bovino. TLR2 es el principal receptor de reconocimiento de patrones que interactiia con
el &cido lipoteicoico de S. aureus, posterior a esta interaccion se activan diferentes rutas de
sefializacién, como son las rutas dependientes de Akt, de elementos de respuesta a interferén
(IRFs), la ruta del factor nuclear kappaB (NF-xB)/cinasa inhibidora de kappaB (IKK) y las MAPKs
cinasas (Lara-Zarate et al, 2007). Cada ruta activa diferentes elementos de la RIl. Ademas, el
mecanismo de internalizacion tipo zipper es el mejor descrito para S. aureus en las CEMB. Este
mecanismo inwlucra elementos tanto de la bacteria, como de la célula hospedera, que daran
como resultado la activacion de la cinasa de adhesion focal (FAK) para inducir un andamiaje
proteico el cual inducira el rearreglo del citoesqueleto de actina, para la formacién del endosoma y

la internalizacion de la bacteria, la cual podra persistir y replicarse en el interior de la célula.
Modificado de Alanko e Ivaska (2016).
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Las diversas proteinas expresadas por S. aureus, ya sea durante su fase exponencial o
estacionaria, le confieren la capacidad de evadir la RIl del hospedero y persistir de
manera exitosa, esto ha generado que dicha bacteria sea muy complicada de erradicar.
En la tabla 1 se muestran los factores de virulencia mas relevantes de S. aureus, de
acuerdo a su ubicacién y origen sin embargo, la clasificacion puede variar dependiendo

los autores consultados, ya que algunos se basan en la actividad o funcion del factor de

virulencia.
Tabla 1.
Componentes Membranales Toxinas y enzimas extracelulares
Polisacarido capsular Toxinas con actividad sobre membranas:
Hemolisinas a y
Leucocidina
Polisacarido extracelular Toxinas con actividad de superantigenos:
Enterotoxinas
Toxina del sindrome de choque téxico
Toxinas epidermoliticas
Proteinas de superficie: Enzimas extracelulares:
Proteina de union a colageno Estafiloquinasa
Proteina de unién a fibronectina Coagulasa
Proteina de union a fibrinbgeno Hialuronidasa
Proteina A Lipasas
Proteasas
ADNasa termoestable
Catalasa

Modificado de Garza-Velasco (2013).

Los factores de virulencia (Figura 3) expresados por esta bacteria, estan asociados con
una alta mortalidad en pacientes con septicemias adquiridas en hospitales (se estima que
cerca del 70% estan dadas por S. aureus). Cuando el sistema inmunologico esta
comprometido, la bacteria logra proliferar rapidamente y diseminarse en el organismo,
causando enfermedades ya sea de naturaleza aguda o crénica. Las principales

afecciones en humanos ocasionadas por S. aureus comprenden el sindrome de choque
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toxico, la endocarditis, neumonias y artritis mientras que, en animales, se le asocia

principalmente con piodermas, neumonias, metritis y mastitis.

Proteinas de superficie Proteinas de secrecion
(fase exponencial) (fase estacionaria)
Coagulasa Enterotoxina B
Proteina A @ TSST-1
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Fig. 3. Factores de virulencia y patogenicidad de Staphylococcus aureus. S. aureus presenta
una amplia gama de elementos que le permiten persistir y colonizar diversos tipos de tejidos, lo
cual le ha conferido un gran éxito como bacteria oportunista, causando enfermedades crénicas y
recurrentes tanto en la medicina veterinaria, como en la humana. Para internalizarse en las CEMB,
la bacteria utiliza principalmente las proteinas de unidon a fibronectina, las cuales se expresan
mayoritariamente durante la fase de crecimiento exponencial, lo cual incrementa la probabilidad de
invasion. Mientras que, el acido lipoteicoico es el que interactia con los receptores tipo Toll,
mediante los cuales la célula hospedera puede reconocer y activar una respuesta inmunolégica.

3.4 ESTROGENOS

Los estrégenos son un grupo de hormonas cuya estructura quimica se caracteriza por la
presencia de cuatro anillos: un grupo fendlico (anillo A), 2 ciclohexanos y un anillo
ciclopentano (anillo D). Los estrogenospresentan distinta configuracion; la estrona (E1)
tiene su grupo carbonilo en la posicion C17, el estradiol (E2) presenta su grupo hidroxilo
en C17 y el estriol (E3) posee 2 grupos alcohol en los C16 y C17, respectivamente (Adeel
et al, 2017). Estas son hormonas sexuales de origen esteroideo, las cuales se sintetizan a

partir de la ruta del colesterol, usando las vias delta 5/4, donde se derivan los andrégenos
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como la testosterona, esta Ultima es convertida por la aromatasa (P450aro=CYP19) la
cual elimina un carbono y se aromatiza el anillo A, para originar el estradiol (Figura 4).
Otra via de sintesis es mediante la conversion (por la aromatasa) de androstenediona a
estrona y ésta puede convertirse enzimaticamente en E2 y a su vez en estriol. Los
procesos de aromatizacion se llevan a cabo en el tejido diana de la hormona por ejemplo,

en las células de la granulosa del foliculo ovarico (Nishida et al, 2013).
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Fig. 4. Sintesis de estrégenos. La biosintesis de estas hormonas se da a partir del colesterol, el
cual es el precursor de todos los esteroides.Los cuales en lacara interna de la membrana
mitocondrial (STAR y TSPO) se convierte en pregnenolona. La pregnenolona libremente se difunde
fuera de la mitocondria y se utiliza para la biosintesis de androstenediona, la cudl es el precursor
de la testosterona y por consecuencia de los estrogenos (p.j. estradiol) (Simpson et al, 2015).

En humanos y animales estas hormonas son producidas por la corteza adrenal, los

testiculos, ovarios, la placenta y el tejido adiposo, principalmente. La androstenediona es
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el intermediario clave para la sintesis de los estrégenos. Cada uno juega una funcion
importante en el desarrollo y crecimiento de las hembras, especialmente en la etapa
reproductiva. Sin embargo, el estradiol (E2) es la hormona sexual por excelencia y el mas
potente de los estrégenos, es también el mas abundante durante la etapa reproductiva de

las hembras mamfiferas (Lamote et al, 2006).

La mayoria de las hormonas regulan su propia tasa de secrecion mediante un mecanismo
de retroalimentacién. En el caso del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Génadas (HHG, el cual
regula la secrecion de estrogenos), las neuronas del hipotdlamo producen como
consecuencia a estimulos del sistema nervioso central y del control hormonal interno, a la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), la cual es transportada a través del
sistema porta hipotalamo-hipofisiario al I6bulo anterior de la hipdfisis, donde se estimula la
secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH) y de la hormona luteinizante (LH) por
las células gonadotrépicas de la hipdfisis. La FSH estimula el desarrollo de los foliculos
ovaricos y por otra parte la LH estimula la sintesis de androstenediona a partir del
colesterol, y bajo influencia de FSH se da la produccion y secrecion del E2 en las células
de la granulosa de los ovarios (Frank et al, 2014).

3.4.1 ESTRADIOL (E2)

El 17B-estradiol o E2 es una hormona de 18 carbonos de naturaleza hidrofébica y

presenta una estructura basica de ciclopentanoperhidrofenantreno. Esta hormona tiene
como blanco principal a los 6rganos sexuales femeninos (ovarios, uUtero, glandula
mamaria, etc.), pero a nivel de tipos celulares, el E2 actia en una amplia gama de
poblaciones celulares, principalmente en los epitelios, donde modula la diferenciacion,
proliferacion y apoptosis, fendmenos intimamente asociados al ciclo reproductivo,
desarrollo y crecimiento de las hembras (Nishida et al, 2013).

La produccion del E2 se puede dar a distintos niveles, los principales 6rganos secretores
de esta hormona son los ovarios, la corteza adrenal, testiculos, placenta y el tejido
adiposo. En su actividad enddcrina el E2 es secretado a la circulacion, donde se une a
proteinas como la albumina y la globulina, las cuales fungen como transportadores hasta
llegar a la célula diana. La disociacion de la hormona de sus transportadores se presenta

una vez que ésta interactud con sus receptores. La via de degradacion y eliminacién del
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E2 comienza en el higado a través de la enzima 16a-hidroxilasa, que convierte el E2 en
E3, esta reaccion es irreversible (a diferencia de la conversion de E2 a E1). Las sulfatasas
y glucoronidasas comienzan la degradacién del E2 (atacando los carbonos 3 y 16
principalmente), lo cual resulta en la conversion a derivados solubles que en parte son
reabsorbidos por la circulacion entero-hepética y finalmente son eliminados por la via
renal (orina). Los otros derivados solubles que no son reabsorbidos son secretados en las
heces. A pesar de que el E2 sufre su degradacion, se logra encontrar activo en las heces
y como estrona en la orina (Lamote et al, 2003; Yart et al, 2012).

Las funciones predominantes del E2 estan mediadas por la interaccion con sus receptores
y su posterior unién a elementos de respuesta a estrogenos (ERE) en el ADN, asi como la
consecuente iniciacion de la transcripcion génica.Ademas, puede presentar respuestas no
gendmicas, como produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, asi como flujo
de calcio, entre otras. Las funciones biologicas del E2, mediadas por sus receptores, son
muy diversas (Wira et al, 2015).

1. Es un inductor de la migracion celular ya que, a través de sus receptores, induce la
activacion (fosforilacion) de SRC y de la cinasa de adhesion focal (FAK), elementos
importantes para llevar a cabo cambios morfolégicos en la membrana celular estimulando
la migracion de las células, con la finalidad de modular la respuesta inflamatoria
(quimiotaxis), favorecer la reparacién de tejido o regular la acumulacion de células en una
determinada zona (neoplasias). 2. Estd implicado en el metabolismo de las grasas
(distribucién de grasa corporal), ya que en el higado modula la expresion de genes
involucrados en la sintesis y metabolismo de lipidos. 3. El E2 también favorece el cierre
de la epffisis (factor importante para la mineralizaciéon de los huesos y el crecimiento). 4.
En tejido vascular, el E2 activa receptores acoplados a proteinas G (GPRs) para inducir la
actividad de la sintasa de oOxido nitrico, ademas de favorecer la proliferacion del endotelio
a través de la produccién del factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF), por lo
cual tiene efectos en la hemodindmica, regulando el tono vascular y la angiogénesis. 5.
Dentro de las funciones reproductivas, el E2 esta implicado en la maduracion del foliculo y
posterior liberacion del 6vulo (ovulacion), crecimiento uterino, en la libido de las hembras
(induccidn del estro), en el desarrollo de caracteres sexuales primarios y secundarios, en
modular la respuesta inmune para evitar el rechazo del producto implantado y en el

crecimiento e involucion de la glandula mamaria para promover la lactancia (Connor et al,
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2007; Frank et al, 2014; Yung-Cheng et al, 2017). Como queda evidenciado en parrafos
anteriores, las funciones del E2 son muy diversas y dependen del érgano en el que se
produzca o ejerza el efecto, asi como de la etapa reproductiva, de su concentracion y de
la presencia de sus receptores.

3.4.2 RECEPTORES DE ESTROGENOS

Los efectos del E2 estan mediados por receptores estrogénicos (RE), existiendo los tipos
REa (565 aa) y REB (530 aa). Estos fueron caracterizados por primera vez en 1973 en el
Utero de rata (Prossnitz et al, 2007). Pertenecen a la superfamilia de receptores
nucleares, los cuales funcionan como factores de transcripcion, e interactdan con
elementos de respuesta a estrégenos (ERE) o asociandose con otros factores de
transcripcion para inducir la expresion de diversos tipos de genes. Existe un tercer RE,
gue pertenece a la familia de los receptores acoplados a proteinas G (GPR30) y se
localiza en el reticulo endoplasmico (Figura 5). Est4 asociado principalmente a respuestas
no genémicas (modificaciones en el flujo de calcio, liberacién de especies reactivas de

nitrdgeno y oxigeno) (Connor et al, 2007).

Los RE a y B se mantienen inactivos mediante un complejo de proteinas de choque

térmico (Hsp70 y Hsp90). Tras la unién con su ligando (E2, por ejemplo), se da un cambio
conformacional que induce la disociacion del RE del complejo inactivo (RE-Hsp) y su
fosforilacion, lo cual se traduce en su activacion y translocacion al nucleo. Los REs no
necesariamente son producto de la sintesis de NOVO, en ciertas regiones de la
membrana plasmatica, se encuentran ubicadas las caveolas (invaginaciones de la
membrada citoplasmatica), en las cuales se encuentran, a manera de reservorio. La
sefalizacion mediada por E2/RE puede desencadenar la activacion de elementos
asociados al crecimiento y proliferacion celular; elementos tales como el receptor IGF1, el
de EGF, p21 y Raf. La sefalizacion derivada de los E2 también puede inducir la
produccion de oxido nitrico, la secrecion de prolactina y modular el flujo de los canales de
calcio. Adicionalmente, la actividad de estos RE activa rutas de sefializacion asociadas a
la RIl, como las MAPK cinasas, AKT y PKC (Song et al, 2007). Esta asociacion del E2 con
las rutas de la RIl depende del tipo celular y del RE involucrado. Esencialmente se asocia
al REa con la interacciéon de las MAPK cinasas, incrementando la proliferacion celular.

Ademas, esta interaccion favorece la fosforilacion de co-activadores como SRC3, RIP140,
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p300 y CREB1, promoviendo el relajamiento de la cromatina y la interaccion con los ERE
(Simpson y Santen, 2015), lo cual favorece la transcripcion de genes. Sin embargo, en los
modelos de interaccién patdgeno-hospedero, la interaccion del E2/RE con las rutas de
sefalizacion asociadas a la RIl ha sido poco estudiada.

H H
@5' @5:‘5
HO i

Respuesta no genomica
Oxido nitrico
Flujo de calcio

citoplasma

Fig. 5. Receptores de estrégenos. Por su naturaleza lipidica, el estradiol puede atravesar la
membrana citoplasmética, dentro de la célula interactia con sus receptores, los cuales activan
respuestas rapidas (no genémicas) y respuestas en las que estan implicadas rutas de sefializacion
(respuestas genomicas), las cuales inducen la activacion de factores transcripcionales para la
expresion de diversos genes asociados a las funciones de los estrdgenos. La respuesta depende
de los niveles hormonales, y del tipo celular estimulado por la hormona (Prossnitz et al, 2007;

Heldring et al, 2007).

17



M.C. Ricardo Ivan Medina Estrada PIDCB-UMSNH

3.5 EL ESTRADIOL COMO INMUNOMODULADOR

La actividad de los estrégenos y sus receptores se ha asociado a patologias como el
cancer, siendo el cancer de mama el principal padecimiento donde se involucran
directamente a los RE (Nadkarni y McArthur, 2013). Sin embargo, los estrégenos también
se han visto asociados con sindromes reproductivos, enfermedades autoinmunes
(esclerosis multiple) y procesos infecciosos, en donde la RIl se ve modificada. Los efectos
de esta hormona como inmunomodulador estdn ampliamente distribuidos; al respecto se
sabe que en musculo liso de ratas y en hepatocitos de raton, el E2 revierte el efecto
estimulador de la IL-1p sobre la produccién de 6xido nitrico, ademas de que incrementa la

expresion y sintesis del inhibidor del factor transcripcional NF-xB (IkB). Este incremento

evita la activacion de dicho factor de transcripcién y por lo tanto la actividad anti-
inflamatoria de los estrogenos (Xing et al, 2012). En macrofagos de utero humano, el E2
inhibe la expresion a nivel de proteina del receptor de IL-1p. Dichos efectos del E2 sobre

la regulacion de la expresion de genes de la Rl se presentan mediante la co-activacion de

factores de transcripcion como SP-1, STAT y AP-1.

E2 puede también modular elementos clave de las rutas de sefializacién involucradas en
la RIl, en distintos puntos. Por ejemplo, altos niveles de E2 reducen la abundancia de los
TLRs (receptores tipo Toll), en epitelio endometrial humano. Dicha reduccién afecta
directamente la interaccion patdégeno-hospedero (Kovats, 2015). Rio abajo de la
sefalizacion del TLR2, en epitelio endometrial de roedores se demostré6 que el E2
disminuye la secrecion de IL-6, al inhibir la activacion de las cinasas ERK y P38, que se
encuentran en una de las rutas de sefializacion de las MAPK (Breithaupt et al, 2013). El
E2 también actua a nivel de factores de transcripcion, por ejemplo, evita la activacion de
NF-kB al inhibir su disociacion de kB, en un modelo de epitelio uterino de rata (Kowsar et
al, 2013). Asimismo, el E2 puede estar modulando la activacion de otros factores
transcripcionales tales como AP-1, SP1, STAT, NF-kB, VDR, entre otros, los cuales
también participan en la RIl. Al respecto, se ha descrito que el E2 evita la fosforilacion de
STAT y promueve la activaciéon del receptor de la vitamina D (VDR), modulando la ruta de
sefalizacion de las MAPK (Luthje et al, 2014).
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3.5.1 EL ESTRADIOL EN LARESPUESTA INMUNE INNATA DE LOS
EPITELIOS

En los apartados anteriores se ha hecho alusion a los efectos inmunomoduladores del E2
en diversos tejidos y tipos celulares. Sin embargo, los modelos mas comunmente
estudiados de la relacion del E2 con la RIl, los constituyen los epitelios del tracto
reproductivo de las hembras, uno de los principales blancos de esta hormona, por sus
funciones intimamente asociadas a la reproduccién, asi como otros epitelios, por la
relevancia que representan en la defensa del hospedero (Yakimchuk et al, 2013).Se ha
demostrado que el E2 tiene efectos antiinflamatorios, al revertir la produccion de
elementos de la respuesta inflamatoria tras su estimulacion por algin componente
bacteriano o con el patégeno en su totalidad; por ejemplo, en endometrio humano revierte
los efectos causados por el PAMP Poly I:.C (Lesmeister et al, 2005). En Utero de rata el
lipopolisacéarido (LPS) de E. coli y la IL-1B inducen una respuesta inflamatoria, que se
disminuye tras la adicién de E2; en oviducto bovino el estimulo con LPS incrementa la
secrecion de IL-1B y TNFa, ademas de inducir la expresion de TLR2 y TLR4; sin
embargo, el E2 revierte el efecto inflamatorio (Fahey et al, 2008; Kowsar et al, 2013). En
epitelio intestinal de rata, el E2 ayuda a revertir los efectos pro-inflamatorios
(disminuyendo la produccion de 6xido nitrico) asociados a un dafio mecanico o el inducido
por el LPS de E. coli (Breithaupt et al, 2013). En la mayoria de los modelos epiteliales
donde se ha evaluado la actividad inmunoreguladora del E2, se concluye que tiene
efectos anti inflamatorios. Aunado al efecto anti inflamatorio del E2, en algunos modelos
se ha reportado su actividad antimicrobiana contra distintos patégenos, mediante la

produccion de péptidos antimicrobianos (Fahey et al, 2004; Schaefer et at, 2005).

3.5.2 EL ESTRADIOL EN EL EPITELIO MAMARIO BOVINO

El epitelio mamario es de vital importancia para los mamiferos, ya que participa en la
produccion y almacenamiento de la leche. Las células epiteliales de la glandula mamaria
son blanco de hormonas lactogénicas y sexuales, las cuales tienen la finalidad de
promover la diferenciacién y proliferacion de este 6rgano durante la gestacion,
posteriormente dichas hormonas participan en la produccion y secrecion de la leche y en
el mantenimiento de la lactancia, para finalmente promover la involuciéon de la glandula

mamaria induciendo la apoptosis del epitelio mamario (Schams et al, 2003).
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En los mamiferos, la glandula mamaria sufre modificaciones durante la pubertad y

después durante la gestacion y en la lactancia.

En las vacas lecheras durante el parto y el inicio de la lactancia se observa cierta
susceptibilidad de presentar alteraciones inflamatorias en la glandula mamaria (Figura 6) y
en el utero. La mastitis bovina (MB) es una de estas afecciones. Esta susceptibilidad se
debe en gran medida a los cambios drasticos en las concentraciones de hormonas
lactogénicas y sexuales que se presentan durante esta etapa (Gutiérrez-Barroso, 2007,
Mustafa, 2011).

El desarrollo de la glandula mamaria esta mediado principalmente por hormonas
lactogénicas y sexuales, los pulsos de hormonas como el E2 estimulan la diferenciacién y
proliferacion del epitelio mamario, y como consecuencia las estructuras de la glandula,
como los l6bulos, alveolos y los ductos alveolares. Estos eventos se modulan por el
estado hormonal del animal (Meyer et al, 2006). Las hormonas sexuales o0 mamogénicas
como el E2 estimulan la proliferacion de las CEMB, ya que se ha demostrado en ensayos
in vivo e in vitro que el E2 es esencial para el desarrollo del parénquima mamario y de la
proliferacion de las CEMB (Yart et al, 2012). Durante la gestacion, la placenta produce E2
y favorece el correcto desarrollo de los alvéolos mamarios; esta produccion es progresiva
durante la gestacion hasta el inicio del parto, donde los niveles caen abruptamente (Figura
7). En la lactancia se ha observado un papel completamente opuesto del E2 sobre la
glandula mamaria (como proliferativo), ya que se ha demostrado que en vacas inyectadas
con E2 durante la mitad de la lactancia se acelera la involucion del tejido mamario y se
modifica la composicion de la leche, ademéas de que aumenta la secrecién de la hormona
estaniocalcina en leche y plasma, la cual estd ligada directamente con la involucién

mamaria (Yart et al, 2012).
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Figura 6. Incidencia de MB. Durante el periodo de transicién de la vaca lechera (parto-lactancia),

esta presenta cierta susceptibilidad a presentar infecciones intramamarias, las cuales se han

asociado al cambio drastico en las concentraciones hormonales. Tomado de Téllez et al (2013).
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Figura 7. Niveles de E2 en vacas lecheras. Las concentraciones de E2 varian significativamente a

lo largo de la etapa reproductiva. Tomado de Lamote et al (2007).
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4 JUSTIFICACION

El E2 tiene importantes efectos inmunomoduladores, principalmente como anti
inflamatorio y con propiedades antimicrobianas indirectas. Estos efectos se han reportado
en una amplia gama de epitelios; sin embargo, en el epitelio mamario bovino se
desconocen sus efectos inmunomoduladores. El epitelio mamario bovino es el principal
blanco del E2, ya que participa en el desarrollo de la glandula mamaria y en la involucion
de ésta, fendbmenos intimamente asociados a la lactancia del animal. Ademas, este tejido
es susceptible de presentar infecciones principalmente de origen bacteriano, causando la
mastitis bovina. Esta enfermedad se caracteriza por una inflamacién aguda (mastitis
clinica) o croénica (subclinica), y es el padecimiento que méas pérdidas econdmicas causa
en la ganaderia lechera a nivel mundial, puesto que la disminucion en la produccion y
calidad de la leche estan asociadas a dicha patologia.

S. aureus es el principal agente causal de la mastitis subclinica, ya que esta bacteria tiene
la capacidad de internalizarse tanto en células fagocitas profesionales (macréfagos) como
en no profesionales, como es el caso del epitelio mamario bovino. En las CEMB, S.
aureus se internaliza y asi logra evadir la respuesta inmune del hospedero logrando
persistir y causar infecciones cronicas y recurrentes. Estas infecciones suelen presentarse
con mayor frecuencia durante el parto y el inicio de la lactancia, etapas caracterizadas por
cambios drasticos en las concentraciones de hormonas lactogénicas (prolactina) y
sexuales como el E2. Lamote y col. (2007), indican que en las vacas la presentacion de
enfermedades infecciosas puede verse alterada por la inmunomodulacion que ejercen las

hormonas en las distintas etapas del ciclo productivo.

Sin embargo, hace falta conocer a detalle cual es el papel de estas hormonas en la
modulacién de la RIl en las CEMB durante su interaccion con bacterias como S. aureus,
para asi demostrar cuales hormonas pueden estar favoreciendo la defensa del hospedero
y cuales tiene un efecto opuesto en el animal, y con este conocimiento poder generar
eventualmente mejores estrategias de control. De acuerdo con lo reportado en otros
modelos que exploran la modulacion de la RIl por el E2, se le han atribuido efectos
antiinflamatorios y antimicrobianos, ya que revierte y previene la respuesta inflamatoria
exacerbada, ademas de que es un inductor de la respuesta antimicrobiana, al favorecer la
expresion y secrecion de péptidos antimicrobianos. Sin embargo, en las CEMB infectadas
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con S. aureus, se desconoce el efecto que pudiera tener el E2, pero al ser un modelo
epitelial se puede postular que tendra un efecto inmunomodulador similar a los modelos
anteriormente mencionados, incidiendo directamente sobre la internalizacion de la

bacteria.
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5 HIPOTESIS

El E2 estimula la respuesta antiinflamatoria y antimicrobiana de las células epiteliales
mamarias bovinas disminuyendo la internalizacion de Staphylococcus aureus.

6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del E2 sobre la Rl de las células epiteliales mamarias bovinas y sus

implicaciones en la internalizacién de Staphylococcus aureus.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar el efecto del E2 sobre la internalizacion de S. aureus en las CEMB.

2.- Analizar los efectos antimicrobianos del E2 en las CEMB infectadas con S. aureus.

3.- Determinar la participacion y abundancia de los receptores TLR2, integrina o581, y

REs en las CEMB en presencia del E2 y S. aureus.

4.- Establecer el estado de activacion de las cinasas (MAPKs, Akt y FAK) asociadas a las
rutas de sefializacion dependientes de los receptores TLR2 e integrina a5p1 presentes en

la membrana plasmatica.

5.- Evaluar el estado de activacion de factores transcripcionales involucrados en la Rl de

las CEMB en presencia de E2 y S. aureus.

6.- Analizar la expresion y secrecion de elementos representativos de la RIl en las CEMB

tratadas con E2 y S. aureus.
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7 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Fig. 6. Estrategia experimental. 1) Se determind el efecto del E2 sobre la internalizacion de S.
aureus en las CEMB mediante ensayos de proteccion con gentamicina. 2) Se ewalud la
participacion de los receptores TLR2 e integrina o5B1, ambos inwlucrados en el reconocimiento e
internalizacion de S. aureus; para esto se realizaron ensayos de invasién bloqueando a los
receptores y analisis por citometria de flujo, para determinar la abundancia en membrana, asi como
su expresion génica. 3) La activacion de cinasas participantes en las rutas de sefializaciéon de los
receptores inwlucrados se analiz6 mediante citometria de flujo y western blot. 4) Se mididla
activacién de los factores transcripcionales (FT) asociados a la RIl, mediante ensayos de
hibridacidn; la expresion y secrecion de elementos representativos de la RIl en presencia del E2 se
realiz6 mediante RT-gPCR y ELISA respectivamente. 5) El efecto antimicrobiano del E2 sobre S.

aureus extracelular se analiz6 mediante ensayos de viabilidad por citometria de flujo.
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8 RESULTADOS

1)

2)

3)

4)

El capitulo | corresponde al articulo de investigacion: “Anti-inflammatory and
antimicrobial effects of estradiol in bovine mammary epithelial cells during
Staphylococcus aureus internalization”. Mediators of Inflammation. 2016;
2016:6120509. Doi 10.1155/2016/6120509. Epub 2016 Mar 1. Factor de Impacto
3.232 (2016 JCR Science Edition).

El capitulo II comprende los resultados del manuscrito titulado: “Innate immune
response signaling pathway associate to E2 during Staphylococcus aureus

internalization into bovine mammary epithelial cells”.

En el capitulo Il se presenta el articulo de divulgacion: “Las hormonas:
¢mensajeros reguladores de nuestras defensas?”. Saber Mas-Revista de
divulgacion de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. 30. ISSN-
2007-7041.https://www.sabermas.umich.mx/archivo/articulos.html

El capitulo IV corresponde al articulo de divulgacion: “Las hormonas, mensajeros
qguimicos y reguladores de nuestra salud”. Cuadernos de Divulgacion Cientifica y
Tecnologica de la Secretaria de Innovacion, Ciencia y Desarrollo Tecnologico de
Michoacén. Serie 2016, cuaderno numero 1. Primera Edicion: Diciembre 2016.
ISBN: En tramite.
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8.1 CAPITULOI

Anti-inflammatory and antimicrobial effects of estradiol in bovine mammary

epithelial cells during Staphylococcus aureus internalization
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17 -Estradiol (E2), the predominant sexual hormone in females, is associated with the modulation of the innate immune response
(IIR), and changes in its levels at parturition are related to intramammary infections, such as mastitis. In bovine mammary epithelial
cells (bMECs), E2 regulates differentiation and proliferation, but its immunomodulatory functions have not been explored.
Staphylococcus aureus is the predominant pathogen causing mastitis, which can persist intracellularly in bMECs. The aim of this
work was to analyze whether E2 modulates the IIR of bMECs during S. aureus internalization. bMECs treated with E2 (50 pg/mL,
24h) reduced bacteria internalization (~50%). The host receptors o531 and TLR2 do not participate in this reduction. However,
E2 activates ERx and modulates the IIR reducing the S. aureus induced-mRNA expression of TNF-« (~50%) and IL-183 (90%). E2
also decreased the secretion of these cytokines as well as IL-6 production; however, in infected bMECs, E2 induced the secretion
of IL-1f3. Furthermore, E2 upregulates the expression of the antimicrobial peptides DEFBI, BNBD5, and psoriasin SI00A7 (~5-, 3-,
and 6-fold, resp.). In addition, E2 induced the production of antimicrobial compounds in bMEC culture medium, which, together

with the modulation of the IIR, could be related to the reduction of S. aureus internalization.

1. Introduction

Estrogens play crucial roles in the development and main-
tenance of normal sexual and reproductive function. 17f-
Estradiol (E2) is the predominant and most potent sexual
hormone during the reproductive stage in females [1]. Its
main functions are associated with reproduction, although
it is also involved with different pathologies, such as cancer,
autoimmune diseases, and infectious processes, in which the
innate immune response plays a key function [2]. In bovines,
during the period around parturition, cows experience an
increased susceptibility to inflammatory disorders in the
mammary gland and uterus, for example, mastitis [3].
This increased susceptibility has been correlated with the
decreased functionality of the components of the innate
immune response and with abrupt changes in the levels of
sex steroids. Parturition and the onset of lactation comprise

extensive alterations in the sex steroid hormones. E2 levels
rise abruptly in the last week before parturition, peak in the
last 3 days before delivery, and fall rapidly after calving and
regain basal values [3, 4]. These changes may be related to
the incidence of intramammary infections such as mastitis.
Accordingly, Lavon et al. [5] reported that cows with subclin-
ical mastitis (without apparent signs) exhibit low circulating
E2 levels. In addition, the immunomodulatory effects of E2 in
cows with mastitis are associated with a reduction of neu-
trophil migration [6].

Most of the genomic actions of estrogens, including E2,
are mediated by two estrogen receptors (ERs), ERa and
ERpB, and bovine mammary epithelial cells express both
[7]. However, there is little information concerning the
immunomodulatory effects of E2 on epithelial cells from
the bovine mammary gland. It is well known that E2 is
required for mammary epithelial cell proliferation and ductal



development in the growing animal [7]. Bovine mammary
epithelial cells (bMECs) play a relevant role during intra-
mammary infections because they are in intimate contact
with the pathogens responsible for mastitis and are a target
for intracellular bacteria causing chronic and subclinical
infections, such as Staphylococcus aureus [8, 9]. This pathogen
can persist for long periods of time in cows and is internalized
by a zipper-type mechanism depending on the presence
of fibronectin-binding proteins (FnBPs) on the bacterial
surface, as well as the interaction of fibronectin and the host-
cell «5f1 integrin, in which integrin is taken up together
with its ligands [9]. This mechanism is employed during
the internalization process of S. aureus by bMECs [10]. In
addition, bMECs participate in the innate immune response
of the bovine mammary gland producing pro- and anti-
inflammatory mediators, as well as antimicrobial peptides,
nitric oxide, and so forth [11, 12], but the role of E2
on this response has not been explored. Considering the
immunomodulatory effects of E2 in different tissues and that
one of its targets is the mammary epithelium, the aim of
this work was to analyze whether this hormone modulates
the innate immune response of bMECs and its implications
during S. aureus internalization.

2. Materials and Methods

2.1. Reagents and Antibodies. 173-Estradiol was acquired
from Sigma, and working solutions were dissolved in 1%
ethanol (1-500 pg/mL). For all of the experiments, 1% ethanol
(vehicle) was used as a control. The LIVE/DEAD BacLight
bacterial viability kit (Thermo Scientific) was obtained from
Molecular Probes. The monoclonal blocking antibodies anti-
a5f1 integrin (MAB2514) and anti-TLR2 (TLR2.1) were
obtained from Millipore and Abcam, respectively. The anti-
phospho-ER« (25118, Serl18) was obtained from Cell Signal-
ing and the anti-ER (517700) was acquired from Life Tech-
nologies. The FITC-conjugated secondary antibodies against
mouse and rat IgGs were purchased from Invitrogen and
Thermo Scientific, respectively.

2.2. Staphylococcus aureus Strain. The S. aureus subsp. aureus
(ATCC 27543) strain was used. This strain was isolated from a
case of bovine clinical mastitis and has the capacity to invade
bMEC:s [13]. S. aureus were grown at 37°C overnight in Luria-
Bertani broth (LB Bioxon), and the CFUs were adjusted by
measuring the optical density at 600 nm (OD 0.2 = 9.2 x
10" CFU/mL).

2.3. Primary Culture of Bovine Mammary Epithelial Cells
(bMECs). bMECs were isolated from the alveolar tissue of
the udders of healthy lactating cows as previously described
[13]. Cells from passages 2-8 were used in all of the experi-
ments. The bMECs were cultured in growth medium (GM)
that was composed of a DMEM medium/nutrient mixture
F12 Ham (DMEM/FI2K, Sigma) supplemented with 10% fetal
calf serum (Equitech Bio), 10 ug/mL insulin (Sigma), 5 ug/mL
hydrocortisone (Sigma), 100 U/mL penicillin, 100 yg/mL
streptomycin, and 1 ug/mL amphotericin B (Invitrogen). The
cells were grown in a 5% CO, atmosphere at 37°C. To perform
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the E2 and/or S. aureus challenge, polarized monolayers of
bMECs (dishes covered with 6-10 pg/cm? rat-tail type I colla-
gen, Sigma) were cultured in serum-free DMEM/F12K with-
out phenol red (Sigma) and antibiotics (incomplete medium)
for 24h, and then they were treated with the hormone
and/or infected with the bacteria.

2.4. Invasion Assays. For the invasion assays, bMEC polar-
ized monolayers were used (~10,000 cells were cultured onto
96-well flat-bottom dishes (Corning)), which were incubated
with different concentrations of E2 (1, 5, 10, 50, 150, 300,
and 500 pg/mL) in DMEM/FI2K (Sigma) without antibiotics,
serum, and phenol red (incomplete medium) for 24 h and
then were infected with S. aureus (MOI 30:1 bacteria per
cell). For this, the bMECs were inoculated with bacterial sus-
pensions from a broth of 9.2 x 10" CFU/mL and incubated for
2hin5% CO, at 37°C. Then, the cells were washed three times
with PBS (pH 7.4) and incubated with incomplete medium
that was supplemented with 80 ug/mL gentamicin for 1h at
37°C to eliminate extracellular bacteria. Finally, the bMEC
monolayers were detached with trypsin- (0.05%) EDTA
(0.02%) (Sigma) and lysed with 250 uL of sterile distilled
water. The bMEC lysates were diluted 100-fold, plated on
LB agar in triplicate, and incubated overnight at 37°C. The
number of CFUs was determined by the standard colony
counting technique. The number of bMECs cultured in each
well plate was calculated for each invasion assay using an
automated cellular counter (BIO-RAD, TC20). The data are
presented as the ratio of the CFU recovered per bMEC.

For the invasion assays in the presence of the blocking
antibodies, one hour previous to the addition of S. aureus
to the bMECs, the blocking antibodies anti-a5f1 integrin or
anti-TLR2 were added separately (10 and 5 ug/mL, resp.) to
triplicate wells. Rat IgGs (purified from normal rat serum
with protein A-sepharose beads (Sigma)) or mouse IgGs
(purified from normal mouse serum and acquired from
Pierce) were used as the negative controls. The invasion
assays were performed using gentamicin protection assays as
previously described [13].

2.5. bMEC Viability and S. aureus Growth Assays. To deter-
mine the effect of E2 on bMEC viability, 10,000 cells were
incubated with different concentrations of the hormone
in incomplete medium for 24h at 37°C in 96-well plates.
Then, 10 uL of a 5 mg/mL of 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT, Sigma) solution in
PBS was added to each well and incubated for 4h at 37°C.
Finally, 100 uL of acid isopropanol (95% isopropanol and 5%
1N HCI) were added to dissolve the formazan crystals. The
optical density was measured with a microplate reader (BIO-
RAD) at 595 nm.

The bMEC viability was also tested using the trypan blue
exclusion assay and the cells were counted in an automated
cell counter (BIO-RAD, TC20).

To analyze the effect of E2 on S. aureus growth, 9.2 x
10" CFU/mL were cultured at 37°C in LB broth. The bacterial
suspensions were treated with different concentrations of the
hormone (1, 5, 10, 50, 150, 300, and 500 pg/mL) and growth
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was monitored turbidimetrically (600 nm) over 24h (mea-
suring the absorbance at 2, 4, 6, 8, 12, and 24 h). To evaluate
the S. aureus viability in the presence of E2, bacteria were
grown (as previously described) in LB broth and were treated
with E2 for 24 h at 37°C overnight. Later, the bacteria were
plated on LB agar in triplicate and were incubated overnight
at 37°C. The number of CFUs was determined by standard
colony counting.

Bacterial viability was also analyzed in the supernatants
of the infection assays. To do this, the bMECs were treated
with E2 and infected with S. aureus as described above. After
2h of infection, the media were recovered and the bacteria
pellet was obtained by centrifugation at 10,000 rpm for 10 min
at 4°C and was washed three times with PBS. The S. aureus
viability was measured using a LIVE/DEAD BacLight Bacte-
rial viability kit (Thermo Scientific). The pellet was incubated
with equal volumes (1.5mL) of component A (SYTO 9 dye,
live indicator) and component B (propidium iodide, dead
indicator) at room temperature in the dark for 15 min. After
staining the bacteria, the pellet was washed three times with
PBS. The fluorescent signals of 10,000 events were measured
and evaluated using a BD Accuri™ C6 cytometer. In addition,
S. aureus growth was also analyzed using the E2-treated
bMEC conditioned media. To do this, the bacteria were
grown at 37°C overnight, and a S. aureus suspension contain-
ing 9.2 x 10’ CFU/mL (OD 0.2 at 600 nm) was incubated at
37°C for 2 h with the conditioned media. Then, the bacteria
were plated on LB agar in triplicate and were incubated
overnight at 37°C. The number of CFUs was determined as
described previously.

2.6. Analysis of Receptors by Flow Cytometry. The bMEC
polarized monolayers were cultured in 24-well dishes (Corn-
ing) and were treated with E2 (50 pg/mL) for 24 h and/or S.
aureus as described above. This concentration was selected
considering the highest inhibitory effect on bacterial inter-
nalization into bMECs. After the treatment, the cells were
washed three times with PBS, detached with trypsin- (0.05%)
EDTA (0.02%) (Sigma), centrifuged at 2,500 rpm for 10 min
at 4°C, and washed with PBS. The bMEC pellet was blocked
with normal goat serum (5% in PBS, Pierce) for 30 min at
4°C with shaking, and then the cells were centrifuged and the
pellet was incubated with the primary antibodies anti-TLR2
or anti-integrin separately. To analyze the presence of the ERs
(ERa or ERf3), nuclei from the bMECs were obtained using
the ProteoJet kit (Fermentas), and the procedure continued as
described above. To measure the TLR2 membrane abundance
(MA) or the nuclear presence of the ERs, the cells were incu-
bated with the antibody at a dilution of 1: 50 (PBS containing
BSA 0.1%) for 1h at 4°C with shaking. For the determination
of integrin MA, invasion assays were performed using dif-
ferent infection times: 30, 60, and 120 min in control bMECs
or E2-treated (50 pg/mL, during 24 h) bMECs. The invasion
assay was completed as described previously. The cells were
incubated with the anti-a5p1 integrin at a concentration of
10 pg/mL for 2h at 4°C with shaking. In all cases, after the
primary antibody incubation, the bMECs were washed three
times with PBS and incubated with the respective secondary
antibody (diluted 1:50) (FITC-conjugated anti-mouse IgGs
for TLR2 and ER« and FITC-conjugated anti-rat IgGs for

ERBand «5f1 integrin) for 1 h at 4°C with shaking in the dark.
The pellet was recovered by centrifugation, washed, and fixed
with paraformaldehyde (4%) for 10 min at 4°C and finally
washed three times with PBS. The cells were then suspended
in 100 uL of PBS. The fluorescent signals of 10,000 events were
measured and evaluated using the BD Accuri C6 cytometer.

2.7. Role of MAP Kinases in S. aureus Internalization into
bMECs. The polarized bMEC monolayers were cultivated in
96-well flat-bottom plates that were coated (Corning-Costar)
with 6-10 pg/cm? rat-tail type I collagen (Sigma). The bMECs
were incubated with E2 (50 pg/mL for 24 h). Prior to the
invasion assay (30 min, 1 or 2h), pharmacological inhibitors
of p38 (5 uM, SB203580), JNK (20 uM, SP600125), or ERK1/2
(2.5uM, U0126) were added separately to the bMECs. The
infection assays were performed with the gentamicin protec-
tion assays as described above. The cells lysates were plated
on LB agar in triplicate and incubated overnight at 37°C.
The CFU numbers were determined with the standard colony
counting technique or S. aureus viability was measured using
the LIVE/DEAD BacLight Bacterial viability kit as described
above. 0.1% DMSO (vehicle) was used as a control.

To evaluate the MAP kinase activation levels by flow
cytometry, the bMECs were treated with E2 (50 pg/mL), S.
aureus, or both, and the samples (30 ug of protein) were
prepared according to the manufacturer’s protocol for adher-
ent cells (Becton Dickinson, Germany). pp38 (T180/Y182),
pJNK1/2 (T183/185), and pERK1/2 (T202/Y204) were quan-
titatively determined using antibodies from a Flex Set Cyto-
metric Bead Array (Becton Dickinson) according to the
manufacturer’s protocol. The flow cytometric analyses were
performed using the BD Accuri C6 and the CBA analysis
FCAP software (Becton Dickinson). A total of 3,000 events
were acquired following the supplied protocol. The minimum
detection levels for each phosphoprotein were 0.38 U/mL for
pJNK and 0.64 U/mL for pp38 and pERK.

2.8. RNA Isolation and RT-qPCR Analysis. Monolayers of
bMECs were cultured in 6-well dishes (~5 x 10°) and
then were incubated with 50 pg/mL of E2 (24 h) and/or S.
aureus (MOI 30:1) for 2h, as described above. The RNA
was extracted with Trizol reagent (Invitrogen) according to
the manufacturer’s instructions. DNA contaminations were
removed from RNA samples with DNase I treatment (Invit-
rogen). The RNA was used to synthesize cDNA as described
previously [10]. The RT-qPCR assay was performed using the
comparative Ct method (AACt) with a StepOne Plus Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) according to the
manufacturer’s instructions. The reactions were carried out
with a SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems).
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was
used as the internal control. The specific primer pairs were
obtained from Invitrogen; their sequences and PCR condi-
tions used to amplify the different bovine mRNAs are detailed
in Table 1.

2.9. Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA). For
the measurement of the TNF-«, IL-15, IL-6, and bovine
p-defensin 1 (DEFBI) concentrations in the medium, the
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TaBLE 1: Oligonucleotides used in this study.

Gene (bovine)” Primer Sequence (5' -3 Fragment size (bp) Tm (°C) References
TAP F GCGCTCCTCTTCCTGGTCCTG 216 57 [14]
R GCACGTTCTGACTGGGCATTGA
LAP F GCCAGCATGAGGCTCCATC 194 54 [14]
R CTCCTGCAGCATTTTACTTGGGCT
DEEBL F CCATCACCTGCTCCTCACA 185 54 [14]
R ACCTCCACCTGCAGCATT
BNDB4 F GCCAGCATGAGGCTCCATC 278 54 This study
R CGTTTAAATTTAGACGGTGT
BNBD5 F GCCAGCTGAGGCTCCATC 143 55 [14]
R TTGCCAGGGCACGAGATCG
BNBDIO F GCTCCATCACCTGCTCCTC 152 54 [14]
R AGGTGCCAATCTGTCTCATGA
GAPDH F TCAACGGGAAGCTCACTGG 237 57 [14]
R CCCCAGCATCGAAGGTAGA
«5 integrin F TGCAGTGTGAGGCCGTGTATGAAG 230 58 [10]
R CGGGAGGGAGCGTTTGAAGAAT
Bl integrin F TGCGAGTGTGGTTGCCTGTAAGT 123 60 [10]
R ATTGAAGGCTCGGCACTGAACA
TLR2 F CGACTGGCCCGATGACTACC 146 58.5 15]
R TGAGCAGGAGCAACAGGAAGAG
TNF-oc F CCCCTGGAGATAACCTCCCA 101 56 [15]
R CAGACGGGAGACAGGAGAGC
IL-18 F GCAGAAGGGAAGGGAAGAATGTAG 198 5 [15]
R CAGGCTGGCTTTGAGTGAGTAGAA
IL-6 F AACCACTCCAGCCACAAACACT 179 57 15]
R GAATGCCCAGGAACTACCACAA
-8 F TTCCACACCTTTCCACCCCAA 149 535 15]
R GCACAACCTTCTGCACCCACTT
IL-10 F GATGCGAGCACCCTGTCTGA 129 59 [15]
R GCTGTGCAGTTGGTCCTTCATT
S1I00A7 (psoriasin) F GCAGCTCTCAGCTTGAGCAG 221 54 [14]
R CCAGCAAGGACAGGAACTCAG
FRa F TTCGGAAGTGCTATGAGGTTG 139 55 This study
R GATATTCTTTGTGTTGGAGTTTTA
ERB F GACCCTACCAGACCTTTCAGTG 153 60 This study

R TGCTCCATGCCTTTGTTGC

*TAP: Tracheal Antimicrobial Peptide; LAP: Lingual Antimicrobial Peptide; DEFBI: Defensin Beta 1; BNBD4: Bovine Neutrophil Beta Defensin 4; BNBD5:
Bovine Neutrophil Beta Defensin 5; BNDB10: Bovine Neutrophil Beta Defensin 10; GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; TLR2: Toll-Like
Receptor 2; TNF-a:: Tumor Necrosis Factor-a; IL-18: Interleukin 1-f3; IL-6: Interleukin-6; IL-8: Interleukin-8; IL-10: Interleukin-10; SI00A7: S100 Calcium-

binding protein A7; ERa: Estrogen Receptor a; ERf3: Estrogen Receptor f3.

conditioned media from bMECs treated with E2 (50 pg/mL)
and/or S. aureus were collected. The concentrations of TNF-
« were measured using the Duoset ELISA development kit
(R&D Systems) to quantify the bovine TNF-« levels accord-
ing to the manufacturer’s instructions, and the concentrations
of IL-1f and IL-6 were assessed using the bovine IL-1§ and
IL-6 screening kits, respectively (Thermo Scientific). The

measurement of bovine DEFB1 in bMECs culture medium
was analyzed using the ELISA kit for DEFB1 (MyBiosource).

2.10. Nitric Oxide Production Assay. The nitric oxide (NO)
secreted by bMECs into culture medium was evaluated
by measuring the nitrite concentration (NO*") in cell-free
media using the Griess reaction [16]. After the invasion
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assays, the medium was filtered through 0.22 yM membranes
(Millipore) to eliminate bacteria.

2.11. Data Analysis. The data were obtained from three inde-
pendent experiments, each of which was performed in tripli-
cate (except for the ELISA of DEFBI, which was performed in
duplicate) and compared by analysis of variance (ANOVA).
The results are reported as the means + the standard errors
(SE) and the significance level was set at P < 0.05, except
for RT-qPCR analysis where standard deviations are shown
and fold-change values greater than 2 or less than 0.5 were
considered as significantly differentially expressed mRNAs
according to Morey et al. [17]. The results from internalization
assays, gene expression analyses, and receptor membrane
abundance experiments are shown normalized to the cells
treated with vehicle (1% ethanol).

3. Results

3.1. Estradiol Does Not Affect Bacterial Growth and bMEC
Viability. To evaluate the effect of E2 on S. aureus growth
and bMEC viability, we incubated bacteria or bMECs in
the presence of different concentrations of this hormone (1-
500 pg/mL). Bacterial viability was analyzed by counting the
CFUs and by the MTT assay. The results showed that E2 did
not have effect on bMEC viability after 24 h of culture (Figures
1(a) and 1(b)), which was determined by a trypan blue exclu-
sion analysis and the MT T assays. In the same way, we showed
that E2 did not affect the bacterial viability and growth
(Figures 1(c) and 1(d)).

3.2. Estradiol Reduces S. aureus Internalization into the
bMECs. To determine the effect of E2 on S. aureus internal-
ization into the bMECs, we carried out gentamicin protection
assays. To achieve this, PMECs were treated with different
concentrations of the hormone (1-500 pg/mL) 24 h before the
challenge with the bacteria. According to the number of CFUs
recovered, a concentration of 50 pg/mL of E2 significantly
inhibited S. aureus internalization into the bMECs by 50%
(Figure 2). The concentrations of 1, 10, and 300 pg/mL also
reduced internalization by 20%. The other concentrations did
not affect the internalization rate of S. aureus into the bMECs.
Considering these results, in the following experiments
related to the regulation of the innate immune response
of bMECs by E2, we analyzed only the concentration of
50 pg/mL.

3.3. a5P1 Integrin Membrane Abundance Is Not Required for
the Internalization of S. aureus Inhibited by E2. Because o531
integrin is one of the main extracellular receptors of epithelial
cells employed during S. aureus internalization, we wondered
whether the specific functional blocking of a5p1 integrin
would modify the number of bacteria internalized into the
bMECs. To test this, primary cultures of bMECs treated
for 24h with E2 were incubated with a specific antibody
against a5f1 integrin (Figure 3(a)). E2 treatment (50 pg/mL)
reduced the number of CFUs internalized into the bMECs,
but the blockade of a5f1 integrin slightly reduced this
number (~20%). In addition, the bMECs treated with vehicle

reduced ~60% of the S. aureus internalization when «a5f1
integrin was blocked. This finding suggests that, during the
internalization of S. aureus into the E2-treated bMECs,
integrin «51 does not participate.

To determine whether this effect is correlated with a501
integrin gene expression, we evaluated the gene expression of
both subunits by RT-qPCR. S. aureus induced the expression
of the a5 subunit (~8-fold), and E2 upregulated the expres-
sion of both subunits. However, the effect of both treatments
was similar to the effect of S. aureus (Figure 3(b)). To analyze
whether this effect is correlated with the a5f1 integrin MA
in the bMECs, we performed a flow cytometry analysis. The
mean fluorescence intensity was used as an indicator of the
level of integrin expression per cell in the population. This
analysis is shown in Figure 3(c). E2 significantly reduces the
level of «5f1 integrin MA (~40%); however, after 2h of
challenge with S. aureus, the level of a5f1 integrin MA was
reduced in a similar manner as that of the E2-treated cells. A
similar effect was also observed when the E2-treated bMECs
were infected, indicating that integrin is taken up together
with bacteria. Typical population profiles from the flow
cytometry analysis are also shown in Figure 3(c). We addi-
tionally evaluated the level of a5f1 integrin MA at different
times of challenge with S. aureus in the E2-treated bMECs.
The results from this evaluation are shown in Figure 3(d). The
presence of a5f1 integrin at the membrane of the bMECs
was reduced starting from 30 min of S. aureus challenge,
showing a similar behavior both in the control and E2-treated
cells. Despite the data showing that E2 reduces integrin MA
(24 h treatment), these results suggest that bacteria are able to
induce integrin trafficking. Thus, «5f1 integrin MA does not
contribute to the reduction in internalization detected in the
E2-treated bMECs (Figure 2).

3.4. Regulation of TLR2 Expression by E2 in the bMECs. To
explore whether TLR2 participates in the reduction of S.
aureus internalization into the bMECs induced by E2, we
investigated whether the blockade of this receptor with a spe-
cific antibody would modify bacterial endocytosis. As shown
in Figure 4(a), the blockade of TLR2 results in a significant
reduction in the amount of S. aureus internalized (~50%);
however, a slight reduction was detected in the E2-treated
cells (~15%). Surprisingly, E2 induces TLR2 gene expression
(~6-fold) (Figure 4(b)). As we previously reported [10], S.
aureus induces TLR2 mRNA expression (~3-fold); however,
the effect of both treatments was similar to the effect of S.
aureus alone. The analysis of the mean fluorescence intensity
(Figure 4(c)) shows that only S. aureus (~1.4-fold) increased
the TLR2 MA, but there is no difference in the TLR2 MA in
the presence of E2 and bacteria compared with that obtained
with infection alone. Thus, TLR2 could not be involved in S.
aureus internalization, and it is probably inactivated in E2-
treated bMECs.

3.5. Activation of TLR2 Signaling Pathways by E2 and S.
aureus. Next, we evaluated whether E2 (50 pg/mL) induces
the activation of MAPKs (p38, JNK, or ERK1/2), which are
activated by TLR2. Initially, we investigated whether these
kinases participate in S. aureus internalization into bMECs
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FIGURE 1: Bovine mammary epithelial cell viability and S. aureus growth in the presence of E2. (a) bMECs were cultured with E2 and viability
was determined by MTT assay at 24 h. (b) bMECs were cultured with the hormone and viability was calculated by a trypan blue exclusion
assay. The number of viable bMECs/mL is shown. In all cases, concentrations evaluated were 1, 5, 10, 50, 150, 300, and 500 pg/mL. (¢c) S. aureus
was cultured in the presence of E2 at different times during 24 h and bacteria viability was analyzed by MTT assay. (d) Bacterial growth was
determined counting the CFUs of S. aureus treated with different concentrations of E2 during 24 h. Each point in (a), (b), (c), and (d) shows
the mean of triplicates + SE of three independent experiments. The vehicle corresponds to bMECs treated with 1% ethanol. Different letters
indicate significant changes among the different incubation times (P < 0.05).

using pharmacological inhibitors prior to bacterial invasion.
bMECs that were incubated (for 30 min or 1 or 2h) with
pharmacological inhibitors of p38 (5uM, SB203580), JNK
(20 uM, SP600125), or ERK1/2 (2.5uM, U0126) showed a
considerable reduction in S. aureus internalization (~50-
60% reduction), indicating that these kinases are involved
in this process (Figure 5(a)). S. aureus internalization was
also analyzed by CFU counting and flow cytometry, which
obtained similar results (Figure 5(b)). Interestingly, these
kinases do not participate in the reduction of bacterial
internalization induced by E2 because in the presence of
inhibitors this reduction persists.

Furthermore, we evaluated p38, JNK, and ERK1/2 phos-
phorylation to relate their activation states with the E2-
mediated reduction of S. aureus internalization into bMECs.
When the bMECs were S. aureus-challenged (2h), the
basal activation of p38 was not modified, phosphorylated
JNK1/2 was augmented, and ERK1/2 activation was reduced
(Figure 5(c)), as we previously reported [18]. The vehicle
employed for the MAPK dilutions was 0.1% DMSO, which
did not have an effect on internalization assays (data not
showed), as was previously reported [18]. Interestingly, the
bMECs that were treated with E2 demonstrated reduced
p38 phosphorylation (~5-fold), and the ERK1/2 activation
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and then were challenged with S. aureus during 2h. Data are
showed as the percentage of CFU recovered after bMEC lysis. Values
were determined considering the control (bMECs cultured with the
vehicle 1% ethanol) as 100% internalization. Each bar shows the
mean of triplicates + SE of three independent experiments. Different
letters indicate significant changes among treatments (P < 0.05).

levels were also reduced by ~1-fold, but JNKI/2 remained
unchanged in relation to the control cells. When the E2-
treated cells were S. aureus-challenged, the p38 activation
level was augmented; however, the JNK1/2 and ERK1/2
activation levels were essentially not changed. The MAPK
results indicated that E2, prior to bacterial invasion, inhibits
the bMEC inflammatory response via p38 and ERK1/2 inac-
tivation.

3.6. E2 Induces the Activation of ERx in bMECs. Estrogens act
through the estrogen receptors ERa and ERf, which belong
to the nuclear receptor superfamily of transcription factors.
To determine whether these receptors are activated in bMECs
treated with E2 and/or infected with S. aureus, we performed
a flow cytometry analysis. We used an anti-ERa antibody,
which recognizes its phosphorylated isoform, as an indicator
of its activation. To perform these analyses, we isolated bMEC
nuclei. In Figure 6(a), we show that E2 slightly induces the
activation of ERa (~20%), which was returned to basal levels
during S. aureus infection. Regarding the expression of ER«
mRNA, we observed that E2 also induces the expression of
its gene (~5-fold), but after infection this induction is higher
(~25-fold) (Figure 6(b)).

With regard to ER5 activation, we performed flow cytom-
etry analysis on the bMEC nuclei. In Figure 6(c), we show
that only the bMECs infected with S. aureus induce the
activation of this receptor in both vehicle- or E2-treated cells.
However, E2 treatment does not induce ERf activation. In
addition, the expression of ER3 mRNA was induced both in
the E2-treated and the S. aureus-challenged bMECs (~3.5-
fold) (Figure 6(d)). The infection of the bMECs treated with
the hormone maintained the upregulated levels of ERfS (~
2.5-fold). According to these results, we hypothesized that
50 pg/mL E2 activates the bMECs via ERa.

3.7. E2 Maintains an Anti-Inflammatory Profile in the bMECs.
Next, we explored whether E2 modified the inflammatory
response of the bMECs before and during S. aureus infection.
We focused on (i) proinflammatory cytokines, such as TNF-
a, IL-1B, and IL-6; (ii) an anti-inflammatory cytokine (IL-
10); and (iii) a chemokine, IL-8 (Figure 7). Regarding the
proinflammatory cytokines, we performed RT-qPCR for
mRNA expression and ELISAs for the evaluation of cytokine
secretion. The bMECs treated with E2 (50 pg/mL, 24h)
significantly increased TNF-« and IL-18 mRNA expression
(~7- and 3-fold, resp.) (Figure 7(a)). S. aureus infection alone
also induced the expression of both cytokines (~5-fold for
TNF-« and ~3-fold for IL-1). In the presence of S. aureus,
the E2-treated bMECs reduced the expression of TNF-« and
IL-13 mRNAs. The expression of IL-6 remained unchanged in
all of the treatments. Interestingly, in the E2-treated cells the
secretion of these proinflammatory cytokines was diminished
in relation to bMECs treated with vehicle (Figure 7(c)).
Furthermore, 50 pg/mL of E2 also reduced the secretion of
TNF-« and IL-6 in the infected bMECs. Only the secretion of
IL-1p was increased when the E2-treated cells were infected
with S. aureus. In Figure 7(b), we show that E2 also induces
the expression of IL-10 and IL-8 mRNAs (~2.5 and 4.5-fold,
resp.). The infection induced the expression of IL-10 but
together with the hormone increased its expression (~8-fold).
The expression of IL-8 was not modified in the presence of
infection both in the vehicle- and E2-treated cells. Altogether,
these results point to the anti-inflammatory effects of E2 on
the bMECs infected with S. aureus.

3.8. Effects of E2 on the Expression and Secretion of Antimicro-
bial Molecules in the bMECs. To explore if some antimicro-
bial mediators are being regulated by E2, which could explain
the reduction in S. aureus internalization, we measured the
viability of S. aureus in the infection assays. In Figure 8(a),
we show the viability of S. aureus from the supernatants
obtained from the invasion assays (2h). S. aureus employed
in the invasion assays from the E2-treated bMEC cultures
showed a reduced viability rate (60% of reduction) compared
to the bacteria recovered from the supernatants of the vehicle-
treated bMECs. This result suggests that antimicrobial com-
ponents are present in the culture media from the bMECs
treated with 50 pg/mL of E2. With the purpose of reinforcing
these data, we incubated S. aureus for 2h with 1mL of
conditioned media obtained from the vehicle- or E2-treated
bMECs. According to Figure 8(b), the conditioned medium
from the E2-treated bMECs reduces the number of CFU of
S. aureus (a 60% of reduction). These results suggest that E2-
treated bMECs secrete antimicrobial components. Next, we
explored whether the gene expression of some antimicrobial
elements was induced in the E2-treated bMECs. Figure 8(c)
shows the RT-qPCR analysis of different antimicrobial pep-
tides, including several 3-defensins and 1 psoriasin (S100A7).
E2 upregulates the expression of the [-defensins bovine
defensin 31 (DEFBI, ~5-fold) and Bovine Neutrophil Beta
Defensin 5 (BNBD5, ~3-fold). In addition, E2 induces the
expression of psoriasin SI00A7 (~6.5-fold). In the presence
of infection, only psoriasin SI0O0A7 mRNA was induced (~13-
fold). The other peptides analyzed remained unchanged in
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FIGURE 3: Role of a5p1 integrin during the internalization of S. aureus into bMECs inhibited with E2. (a) Primary cultures of bMECs treated
for 24 h with E2 (50 pg/mL) were incubated with 10 ug/mL of a specific blocking antibody against «5f1 integrin for 1h and then challenged
with S. aureus (MOI 30:1 bacteria per cell). The number of internalized bacteria is represented by the ratio of CFU/bMEC recovered after
lysis of bMECs. (b) The o551 mRNA expression was analyzed by RT-qPCR and GAPDH was used as endogenous gene in all conditions.
Fold-change values greater than 2 or less than 0.5 were considered as significant differentially expressed mRNAs. Each bar shows the mean of
triplicates + SD of three independent experiments. (c) The relative fluorescence intensities of «531 membrane abundance in bMECs treated
with E2 and infected with S. aureus are shown. Fluorescence intensity was estimated from 10,000 events. An inserted histogram plot that
shows a51 staining data in vehicle-treated bMECs (black line), cells that were challenged with S. aureus (blue line), cells that were stimulated
with E2 (red line), and E2-treated bMECs infected with S. aureus (green line). The cells were fixed and stained extracellularly with an anti-
a531 antibody overnight and analyzed by flow cytometry. (d) The abundance of a5f1 integrin in the bMEC membrane determined as the
mean of the fluorescence of challenged bMEC:s at different times of infection with the same MOI (30:1 bacteria per cell). A total of 10,000
events were measured. Different letters indicate significant changes among treatments (P < 0.05), except for (b), where different letters above
the bars indicate significant changes among the four treatments within the same gene evaluated (P < 0.05). Vehicle: 1% ethanol.
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FIGURE 5: Role of MAPKSs p38, JNK, and ERK1/2 in E2-treated bMECs during S. aureus internalization. (a) Participation of MAPKs in S.
aureus internalization determined by CFU units. bMECs were incubated (30 min, 1 or 2h) with pharmacological inhibitors of p38 (5 uM,
$B203580), JNK (20 uM, SP600125), or ERK1/2 (2.5 uM, U0126) prior to infection with S. aureus (2h). Values were determined considering
the control (bMECs cultured with the vehicle 1% ethanol) as 100% internalization. (b) The same procedure was used to determine S. aureus
internalization by flow cytometry using the LIVE/DEAD BacLight Bacterial viability kit. Fluorescence intensity was estimated from 10,000
events. (c) Phosphorylation was measured in bMECs that were treated with 50 pg/mL E2 and/or challenged with S. aureus by flow cytometry.
The phosphorylated MAPK concentrations (U/mL) are represented: (a) pp38, (b) pJNK, and (c) pERK1/2. SB203580: p38 inhibitor. SP600125:
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four treatments within the same MAPK evaluated (P < 0.05). Vehicle: 1% ethanol.

relation to the control cells. A similar behavior was observed
in the cells treated with E2 and infected with S. aureus,
where the expression of psoriasin was upregulated by ~9-fold.
Considering these results, we measured the accumulation of
DEFBI in the bMEC medium by ELISA. In Figure 8(d), we
show that E2 does not induce the secretion of DEFBI in the
culture medium, which is stimulated by infection. S. aureus
infection in the E2-treated cells reduces the concentration
of DEFBI secreted in relation to infection alone. Thus, this
is not the mechanism by which bacterial internalization is

reduced in the E2-treated cells. In addition, the secretion of
NO was not modified in the presence of E2 in the bMECs
(Figure 8(e)), and thus it is not involved in the reduced
internalization detected in the E2-treated bMECs.

4. Discussion

It is well known that, during the postpartum period, dairy
cows experience an increased incidence of mammary infec-
tious diseases, such as mastitis. This augmented frequency
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FIGURE 6: Participation of ERs in E2-treated bMECs. (a) The relative fluorescence intensities of ER« activation in bMECs treated with E2
and infected with S. aureus are shown. Fluorescence intensity was estimated from 10,000 events. An inserted histogram plot that shows ER«
staining data in vehicle-treated bMECs (black line), cells that were challenged with S. aureus (blue line), cells that were stimulated with E2
(red line), and E2-treated bMECs infected with S. aureus (green line). The bMEC nuclei were fixed and stained with an anti-pER« antibody
overnight and analyzed with flow cytometry. (b) The ERoe mRNA expression was analyzed by RT-qPCR and GAPDH was used as endogenous
gene in all conditions. Fold-change values greater than 2 or less than 0.5 were considered as significant differentially expressed mRNAs. Each
bar shows the mean of triplicates + SD of three independent experiments. (c) The relative fluorescence intensities of ER3 activation in bMECs
treated with E2 and infected with S. aureus are shown. Fluorescence intensity was estimated from 10,000 events. An inserted histogram plot
that shows ERp staining data in vehicle-treated bMECs (black line), cells that were challenged with S. aureus (blue line), cells that were
stimulated with E2 (red line), and E2-treated bMECs infected with S. aureus (green line). The bMEC nuclei were fixed and stained with an
anti-ER antibody overnight and analyzed with flow cytometry. (d) The ER mRNA expression was analyzed by RT-qPCR and GAPDH
was used as endogenous gene in all conditions. Fold-change values greater than 2 or less than 0.5 were considered as significant differentially
expressed mRNAs. Each bar shows the mean of triplicates + SD of three independent experiments. Different letters indicate significant changes
among treatments (P < 0.05). Vehicle: 1% ethanol.
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FIGURE 7: Expression of pro- and anti-inflammatory genes in bMECs treated with E2 and infected with S. aureus. (a) RT-qPCR analysis
showing the mRNA expression levels of TNF-«, IL-13, and IL-6. The bMECs were treated with 0.5 pg/mL of E2 for 24 h and then challenged
with S. aureus for 2h. (b) RT-qPCR analysis showing the mRNA expression levels of IL-10 and IL-8. The bMECs were treated with 50 pg/mL
of E2 for 24 h and then challenged with S. aureus for 2 h. The data are presented as the ratio of the target gene expression compared with the
expression level of GAPDH. Each bar shows the mean of triplicates + SD of three independent experiments. Fold-change values greater
than 2 or less than 0.5 were considered as significant differentially expressed mRNAs. (c) Concentrations of TNF-a, IL-1f3, and IL-6 in
culture medium of bMECs treated with 50 pg/mL of E2 for 24 h and then challenged with S. aureus for 2h. The protein concentrations
were determined by ELISA. Different letters above the bars indicate significant changes among the four treatments within the same gene or

cytokine evaluated (P < 0.05). Vehicle: 1% ethanol.

has been correlated with a decreased functionality of the
innate immune system [3]. During this period, E2 levels rise
abruptly in the last week before parturition, peak in the last 3
days before delivery, and fall rapidly after calving and regain
basal values [3, 4]. It has been described that estrogens have
both anti-inflammatory and proinflammatory functions, and
their role in the modulation of the innate immune response of

epithelial cells during infection has been documented [19]. It
has been shown that E2 is required for mammary epithelial
cell proliferation and ductal development in the growing
animal [20]. In addition, the presence of ERs has been shown
in this tissue [20]. The goal of this work was to study the
immunomodulatory functions of E2 on bMECs during S.
aureus infection, which have not been explored to date.
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FIGURE 8: Expression and production of antimicrobial molecules in bMECs treated with E2 and infected with S. aureus. (a) S. aureus viability
from supernatants of infection assays performed in the absence of gentamicin. Noninternalized bacteria viability was analyzed by flow
cytometry using the LIVE/DEAD BacLight Bacterial viability kit. Fluorescence intensity was estimated from 10,000 events. Values were
determined considering the effect of control (bMECs cultured with the vehicle 1% ethanol) as 100% of viability. (b) Effect of conditioned
medium from bMECs treated with vehicle (1% ethanol) or E2 (50 pg/mL) for 24 h on S. aureus viability. Bacteria were incubated 2h with
conditioned media and viability was analyzed by flow cytometry using the LIVE/DEAD BacLight Bacterial viability kit. Fluorescence intensity
was estimated from 10,000 events. Values were determined considering the effect of control-conditioned medium (bMECs cultured with the
vehicle 1% ethanol) as 100% of viability. (c) RT-qPCR analysis showing the mRNA expression levels of DEFB1, BNBD4, BNBD5, BNBD10, LAP,
TAP, and S100A7. The bMECs were treated with 50 pg/mL of E2 for 24 h and then challenged with S. aureus for 2h. The data are presented
as the ratio of the target gene expression compared with the expression level of GAPDH. Each bar shows the mean of triplicates + SD of
three independent experiments. Fold-change values greater than 2 or less than 0.5 were considered as significant differentially expressed
mRNAs. (d) Concentration of DEFBI in culture medium of bMECs treated with 50 pg/mL of E2 for 24 h and then challenged with S. aureus
for 2h. The protein concentrations were determined by ELISA. Each bar shows the mean of duplicates + SD from different experiments,
nd: nondetermined. (e) Nitric oxide production in bMECs treated with 50 pg/mL of E2 for 24 h and then challenged with S. aureus for 2h,
measured as NO, concentration in culture medium. Each bar shows the mean of triplicates + SE of three independent experiments. Different
letters indicate significant changes among treatments (P < 0.05), except for (c), where different letters above the bars indicate significant
changes among the four treatments within the same gene evaluated (P < 0.05). Vehicle: 1% ethanol.

According to previous reports showing immunomodulatory  different steroid hormones were not bactericidal for S. aureus.

functions of E2 on bovine neutrophils, we evaluated E2 in
a range of concentrations between 1 and 500 pg/mL [6].
Bacteria are capable of metabolizing sex steroid hormones,
such as estradiol [21]. Thus, it is important to analyze whether
E2 alters S. aureus viability or growth. At the incubation times
and the range of E2 concentrations analyzed we did not detect
a bacteriostatic or a bactericidal effect of E2 on S. aureus
(Figure 1). In agreement, Hosoda et al. [22] showed that

In addition, at the range of concentrations tested, E2 was
not toxic to the bovine mammary epithelial cells. Sobolewska
et al. [23] have reported that similar concentrations of E2
and progesterone exert stimulatory effects on autophagy in
bMEC:s after 48 h, which is implied during the involution of
the bovine mammary gland in the dry period. In the present
study, we cannot discard the possibility that longer incubation
times with E2 could be cytotoxic for these cells.
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In this work, we demonstrated that 50 pg/mL of E2
significantly inhibits ~50% S. aureus internalization into
the bMECs (Figure 2). Because E2 does not have antibac-
terial activity, this reduction might be the result of the
immunomodulatory effects that have been associated with
this hormone. According to our results, the effect of E2
on S. aureus internalization shows a nonmonotonic dose-
response curve. This behavior requires further investigation,
however; nonmonotonic effects of E2 have been described
on the development of mammary gland in in vivo models, as
well as in human breast cancer cells. A possible explanation
could be related to the versatility of E2 actions, which include
the classic genomic functions, as well as nongenomic or
membrane-initiated estrogen-signaling pathway [24, 25]. The
inhibitory effect of E2 on S. aureus internalization cannot be
attributable to the reduction in integrin a551 MA because
this receptor does not participate in the internalization of
S. aureus in E2-treated bMECs. In addition, although E2
reduces 561 MA, the presence of bacteria promotes its
traffic at early times of infection (Figure 3), as we reported
previously [10]. Considering this, the inhibition on S. aureus
internalization in the E2-treated bMECs could be a conse-
quence of the activation of immunomodulatory pathways. To
explore this possibility, we analyzed the participation of the
receptor TLR2 in this process. Accordingly, the results shown
in Figure 4 suggest that E2 does not induce the MA of this
receptor despite the fact that it upregulates the expression
of its gene. Mammary epithelial cells play an essential role
in the surveillance of mammary tissue during infections
because they help in immune cell recruitment and bacterial
recognition via the TLR signaling pathways [26, 27]. TLR2
is the major receptor for S. aureus detection and also medi-
ates immunomodulatory functions [28]. We have previously
demonstrated that S. aureus induces TLR2 MA and activation
in bMECs in the same way that the lactogenic hormone
prolactin stimulates S. aureus internalization in the bMECs
[10]. E2 shows differential effects on TLR2 expression and/or
activation; for example, in THP-1 cells, it increases the expres-
sion of TLR2 mRNA [29], but, in a bovine oviduct epithe-
lial cell culture, it reduces the LPS-induced TLR2 mRNA
expression [30]. Thus, the activation of the TLR2 pathways
by E2 depends on the tissue and the physiological condition
of the organism. In agreement with the absence of TLR2
activation in E2-treated bMECs, we detected that the MAPK
p38 and ERK1/2 are inactivated in these cells (Figure 5). In
addition, these kinases are not employed during the inhibi-
tion of S. aureus internalization induced by E2 (Figure 5).
We have previously reported that these three MAPKs are
required during S. aureus internalization into the bMECs
[18].

We next explored whether E2 or infection regulates ERs
activation because the direct effects of this hormone are
exerted via intracellular ERs. In Figure 6, we showed that E2
induces the intracellular activation of ER«, as well as upregu-
lating the expression of its gene. Likewise, S. aureus infection
increases ERe mRNA expression in the E2-treated bMECs,
but this induction is not related with ERea activation. In
agreement, Yart et al. [31] reported that in a cell line of bMECs
(MAC-T) the expression of ERa protein increases in response
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to E2 treatment. However, the activation of ER« by infection
has not been extensively explored to date. Accordingly, Holm
et al. [32] described that LPS from Gram-negative bacteria
reduces ERa protein in endothelial cells. The presence of ER3
in the nuclei from infected bMECs (Figure 6(c)) indicates
the participation of this receptor during S. aureus infection,
which has not been reported. Nevertheless, flow cytometry
analysis reveals that E2 does not activate ER 3. Taken together,
these results suggest that E2 activates ER« in bMECs, which
might be directly or indirectly implicated in the reduction
of S. aureus internalization. Because we did not detect the
activation of MAPKs in the E2-treated bMECs (Figure 5(c))
it is probable that E2 triggers the direct activation of ER« in
bMECs, which up- and/or downregulates the transcription of
various genes by binding to the estrogen response element of
the genes or by interacting with other transcription factors
[33]. To address this hypothesis, we analyzed some inflam-
matory genes in the E2-treated bMECs in the absence or
presence of S. aureus infection. We previously reported that,
with the exception of TNF-«, S. aureus inhibits the innate
immune response of bMECs, as it is unable to induce the gene
expression of some proinflammatory cytokines, such as IL-1§3
or IL-6 [10]. However, we also reported that, in the presence
of ethanol as vehicle (2%), S. aureus slightly induces IL-13
mRNA expression [15]. The results from this work strengthen
previous reports. Interestingly, E2 at 50 pg/mL significantly
increases proinflammatory cytokine mRNA expression such
as TNF-« and IL-18, prior to S. aureus infection. However,
upon infection, the levels of both cytokine mRNAs were
downregulated in E2-treated bMECs. The differential influ-
ence of E2 on the expression of innate immune response
genes depends on multiple factors, such as the hormone con-
centration or the physiological condition of the individuals
[34]. These results coincide with other reports using urinary
epithelial cells, where E2 reduces the LPS-induced cytokine
expression [19]. Steroids have the ability to suppress (and/or
resolve) an inflammatory response. In agreement with the
anti-inflammatory function of E2 on bMECs, we detected
a significant reduction in the secretion of proinflammatory
cytokines (Figure 7(c)) in the E2-treated cells. This effect was
maintained in the presence of S. aureus, with exception of
IL-1B, which was induced in the infected E2-treated cells.
This effect can be the consequence of the activation of
other mechanisms, such as inflammasome activation, which
requires further research [35]. Interestingly, and in agreement
with the anti-inflammatory actions of the hormone, E2 also
induces the mRNA expression of IL-10, an anti-inflammatory
cytokine, which was upregulated by the hormone in the
E2-treated cells challenged with S. aureus.

In addition to the immunomodulatory role of E2, it has
been reported that this hormone also induces the production
of antibacterial compounds in uterine epithelial cells [19];
a similar effect in the present model could explain the
reduction in the internalization of S. aureus. Our data suggest
that E2-treated bMECs produce an antibacterial compound,
which is secreted into the culture medium (Figures 8(a) and
8(b)). To determine the origin of this activity, we analyzed
the mRNA expression of different antimicrobial peptides (-
defensins and psoriasin). E2 induces the expression of DEFBI,
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BNBD?5, and psoriasin SI00A7 mRNAs. We also analyzed the
secretion of DEFBI into the culture medium, which was only
induced by bacteria and not by E2. It is necessary to analyze
the concentrations of BNBD5 or psoriasin in the culture
medium to resolve if they are implicated in the reduction of S.
aureus internalization in the E2-treated bMECs. Accordingly,
Fahey et al. [19] determined that in uterine epithelial cells E2
exerts anti-inflammatory effects and enhances the produc-
tion of antimicrobial peptides, which display direct defense
actions during the infection of this tissue. It is possible
that a similar effect could be occurring in bMECs, but
further research is necessary to corroborate this possibility.
In addition, the induction of psoriasin expression by E2 has
been demonstrated in the human mammary epithelial cell
line MCF-7 [36]. According to our results, E2 is not favoring
the production of NO as a possible antimicrobial compound.
Altogether, these results indicate that E2 at 50 pg/mL reduces
S. aureus internalization in the bMECs by modulating the
innate immune response through the activation of ERa.
Because we did not detect ERa activation in S. aureus-
challenged bMECs, we can hypothesize that 50 pg/mL of
E2 during 24 h activates ER«x in bMECs, which promotes a
slightly anti-inflammatory response that is enhanced during
infection. It is possible that during infection other mecha-
nisms (i.e., transcription factors) are participating because
the activation of ER« is turned off. In this process, the TLR2/
MAPK pathway is not activated.

5. Conclusions

E2 (50 pg/mL) induces the anti-inflammatory response of the
bMECs during S. aureus internalization through the partic-
ipation of ERa. This leads to the increased production of
antimicrobial molecules, favoring S. aureus elimination.
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Abstract

Bovine mastitis (BM) is a pathology characterized by inflammatory and infectious
processes. Staphylococcus aureus is the infectious agent primarily responsible for BM.
This bacteria can internalize into bovine mammary epithelial cells (bMECs) causing
chronic infections. The incidence of mastitis in dairy cattle is highest at the drying off
period and parturition, which are characterized by changes in the concentrations of sex
steroids hormones, such as 17B-estradiol (E2). The hormones can modulate the innate
immune response (lIR) activating different signaling pathways, such as TLRs via. TLR2
recognized S. aureus and activate different kinases (MAPK, Akt, etc.) resulting in the
transcriptional factor (TF) translocation to nucleus and gene transcription. Among them,
NF-xB is the canonic TF of the inflammatory response, but AP1 TF can induce the
expression of various IIR genes. In a previous study, we have shown that E2 inhibits
S. aureus internalization into bMECs by regulating several host IIR elements.However, the
signaling pathways of the IIR activated by E2during S. aureus infection has not been
studied.The aim of this work was to evaluate the IIR signaling pathway mediated by E2
during S. aureus internalization into bMECs.Cells were treated with E2 (24 h) and then
infected with S. aureus (ATCC-27543, 2 h). Using Western Blot we analyzed the
phosphorylation state of FAK kinase and estrogen receptors. Then, by flow cytometry we
evaluate the ao5B1 integrin membrane abundance and the AKT activation. Finally, we
evaluated the activated transcriptional factors related to the IIR using a microarray
(Panomics). The results indicate that E2 (50 pg/ml) reduce the a5B1 integrin surface
abundance (~40%) and induce the FAK inhibition (~50%). E2 showed anti-inflammatory
effects in bMECs, since up-regulated anti-inflammatory kinases. These effects are
associated to the up-regulation in the activity of the kinase AKT (2 fold), resulting in the
activation of the IIR transcriptional factors (TF), such as AP-1, E2F1, EGR, ER, MEF1,
NF1, PPAR and STAT1. AP1 is one of the most important TF associate to the IIR.For
these reasons we conclude that E2 modulates IIR signaling pathway TLR2/Akt/AP-1 in

bMECs, while reducing S. aureus internalization.

Keywords: Estradiol;S. aureusinternalization; innate immune response, bovine mammary

epithelial cells.
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1. Introduction

The innate immune response (lIR) is under hormonal control. 178-Estradiol (E2) is a
sexually hormone important during the mammal reproductive cycle, it is immune
modulatory for epithelial cells, which are the first line of defense against incoming bacteria.
E2 regulates various pathophysiological processes including bacterial infections in
epithelial cells. Cellular E2 signaling pathways associated to IIR are mediated by estrogen
receptors (ERs). E2-ERs regulate inflammatory and antimicrobial elements such as
cytokines and antimicrobial peptides, whereas genomic signaling events mediated by E2
include the activation of Toll like receptors (TLRs) and the activation of different
protein/lipid kinase pathways (Pl-3k, Akt, MAPKs, Scr and PKA/PKC) (Nadkarni and
McArthur, 2013). The diversity of E2-ER signaling pathways described include many
pathways associated to the IIR. It has been proven that E2 has effects downstream the
TLRs signaling. In endometrium E2 diminishes the secretion of IL-6 by inhibiting the
activation of ERK and p38 kinases, which are part of the MAPK signaling pathways in
response to the activation of TLR2. At level of transcriptional factors, it has been observed
in rat uterine epithelial cells that E2 inhibits the activation of NF-xkB by avoiding its
dissociation from IkB (Crane-Godreau and Wira, 2005). Also, E2 modulates transcriptional
factor activation such as AP-1, SP-1, STAT, NF-xB, VDR, etc., which participate in the
lIR.In addition, E2 inhibits STAT phosphorylation and promotes the activation of vitamin D
receptor (VDR), modulating the MAPK signaling pathway (Fahey et al 2008; Luthje et al,
2014).

It is well known that during the postpartum period, dairy cows experience an increased
incidence of mammary infectious diseases, such as mastitis. This period is characterized
by drastic changes in the concentrations of E2, which compromise the IIR of the animal.
Bovine mammary epithelial cells (b0MECs) are target tissue of E2, which regulates their
proliferation and differentiation. It has been shown that E2 is required for mammary
epithelial cell proliferation and ductal development in the growing animal. In addition, the
presence of ERs has been shown in this tissue (Yart et al, 2012; Medina-Estrada et al,
2016).

S. aureus is the principal pathogen associated to bovine mastitis. This pathogen has the

ability to internalize into bMECs, leading to a low response for conventional therapy and
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results in chronic and recurrent infections (Kerro-Dego et al, 2002). S. aureus is
internalized by a zipper-type mechanism, depending of a581 integrin receptor (present in
the host cells), which activates Focal Adhesion Kinase (FAK) to induce the endocytosis of

S. aureus and integrin (Alva-Murillo et al, 2015).

The modulation of E2 upon the signaling pathways associated to the IIR. For example, in
human uterus, E2 inhibits the expression of the IL-1p receptor protein. E2 regulates the
gene expression of the IIR trough the co-activation of transcriptional factors such as SP-1,
STAT and AP-1, besides, it is known that it modulates key elements of the signaling
pathways (from receptors to transcriptional factors). Its immunomodulatory role has been
mostly studied in epithelial models, mainly in the female reproductive tract (Fahey 2008).

It appears that both an anti-inflammatory environment and the antimicrobial response are
essential for the maintenance of homeostatic epithelial flora; during an infection, the host
sets an inflammatory response, sometimes aggravated, which means more damage to the
tissue. However, in the case of E2 in all of the models using PAMPs or pathogens, the
inflammatory response is inhibited due to the inactivation of NF-kB. On the other side, the
antimicrobial production is enhanced, presumably via AP-1 or SP-1, which act in response

to the pathogen, favoring its elimination (Soboll et al, 2006; Wen et al, 2012).

In a previous work from our group, we showed that E2 has immunomodulatory effects on
bMECs. We demonstrated that 50 pg/ml of E2 significantly inhibits S. aureus
internalization into bMECs (~50%), and induces elements of the anti-inflammatory
response in these cells. Because E2 does not have direct antibacterial activity this
reduction might be the result of the immunomodulatory effects (such as kinases regulation)
that have been associated with this hormone (Medina-Estrada et al, 2016). The inhibitory
effect of E2 on S. aureus internalization can be attributable to the traffic regulation of the
a5B1/FAK pathway. TLR2 recognized lipoteicoic acid of S. aureus and modulates different
IIR pathways (Alva-Murillo et al, 2014) including Akt kinase, which are associated to the
modulation of cytokines and antimicrobial peptides (Yung-Cheng et al, 2009).Thus, the
aimof this work was to study the signaling pathways associated to the inhibition ofS.
aureus internalization into the bMECs regulatedby E2. We suggest that in bMECs,E2-ERa
activate the TLR2/AP-1 signaling pathway conducting a better defense during S. aureus

infection.
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2. Material and Methods

2.1 Reagents and antibodies

17B-Estradiol was acquired from Sigma, and working solutions were dissolved in 1%
ethanol (50 pg/ml). For all of experiments, 1% ethanol (vehicle) was used as a control. The
anti-phospho-ERa (2511S, Serl118) was obtained from Cell Signalling and the anti-ERp
(517700) was acquired from Life Technologies. The anti-phospho-Akt was obtained from
BD Biosciences(560378, pS473), and the anti-FAK and anti-phospho-FAK was acquired
from Abcam (ab 28152 and ab24781, Y397). The secondary antibodies against mouse
and rat IgGs were purchased from Thermo Scientific.

2.2 Staphylococcus aureusstrain

The S. aureus subsp. aureus (ATCC27543) strain was used. This strain was isolated from
a case of bovine clinical mastitis and has the capacity to invade bMECs. S. aureus were
grown at 37 °C overnight in Luria-Bertain broth (LB, Bioxon), and the CFUs were adjusted
by measuring the optical density at 600 nm (OD 0.2 = 9.2 x 107 CFU/m).

2.3 Primary Culture of Bovine Mammary Epithelial Cells (bMECS)

bMECs were isolated from the alveolar tissue of the udders of healthy lactating cows as
described (Lara-Zarate et al, 2007). Cells from passages 2-8 were used in all of the
experiments. The bMECs were cultured in growth medium (GM) that was composed of
DMEM medium/nutrient mixture F12 Ham (DMEM/F12K, Sigma) supplemented with 10%
fetal calf serum (Equitech Bio), 100 U/ml penicillin, 200ug/ml streptomycin, and 1 pg/ml
amphotericin B (Invitrogen). The cells were grown in a 5% CO; atmosphere at 37 °C. To
perform the E2 and/or S. aureus challenge, monolayers of bMECs (dishes covered with 6-
10 pg/cm2 rat-tail type | collagen, Sigma) were cultured in serum-free DMEM/F12K without
phenol red (Sigma) and antibiotics (incomplete medium) for 24 h, and then were treated

with the hormone and/or infected with the bacteria.

2.4 Western Blot assays

Confluent cell cultures were treated with E2 (50 pg/ml) for 24 h and/or S. aureus as
described previously (Medina-Estrada et al, 2016). Proteins were obtained from bMECs
using ProteoJET™ Cytoplasmatic and Nuclear Protein Extraction Kit (Fermentas, Life

Sciences, KO0311). Extraction kit was employed according to the manufacturer’s
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instructions. Protein concentrations were measured by Bradford method, and 20-30 ug of
each sample wasanalyzed on 8% SDS-PAGE gels. Membranes were blocked with PBS-
skimmilk (0.5%) for 16 h at 4 °C, and then incubated with primary antibodies overnight at 4
°C at the following dilutions: anti-ERa. and anti-phospho-ERp 1:250, anti-FAK and anti-
phospho-FAK 1:500. The specific bound antibody was detected with a rabbit peroxidase-
conjugated secondary antibody and enhanced chemiluminescence (Luminol, Li-Cor,

C41008-02). Finally, blots wereexposed to X-ray film.

2.5 Flow Cytometry

The bMECs were cultured in 24-well dishes (Corning) and were treated with E2 (50 pg/ml)
for 24 h and/or S. aureus as described above. After the treatment, the cells were washed
three times with PBS, detached with trypsin-(0.05%) EDTA (0.02%) (Sigma), centrifuged
at 2,500 rpm for 10 min at 4 °C, and washed with PBS. The bMECs pellet was blocked
with normal goat serum (5% in PBS, Pierce) for 30 min at 4 °C with shaking, and then the
cells were centrifuged and the pellet was incubated with 5 pl of the primary antibody PE
mouse anti-Akt (pS473BD Bioscience) 1 h at 4 °C with shaking in the dark, and finally
washed three times with PBS. Then, cells were re-suspended in 100 ul of PBS. The

fluorescent signals of 10,000 events were measured using the BD Accuri C6 cytometer.

2.6 Transcription factor-DNA interactions

Nuclear proteins were obtained from bMECs using the NE-PER Nuclear and cytoplasmic
Extraction kit according to the manufacturer’s instructions (Thermo Scientific, Rockfor, IL).
Protein concentrations were determined with the Bradford assay. The nuclear extracts
were subjected to the TranSignal Protein/DNA array (Panomics, Fremont, CA, USA).
Briefly, biotin-labeled DNA-binding oligonucleotides (TranSignal™ Probe Mix) were
incubated with 15 ug/ml of nuclear extracts to allow the formation of transcription
factor/DNA complexes. These complexes were separated from free probes and hybridized
to a protein/DNA array, and then the complexes were detected using a HRP-bases

chemiluminescence methodaccording to the manufacturer’s protocol.

2.7 Analysis of the promoter region of lIR genes associate to transcriptional factors
We detected the promoter region of the selected IIR genes using the DNAStar program,
and thenwe employed PROMO 3.0.2 to analyze the putative transcription binding sites for

the factors that are activated in the different experimental conditions.
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2.8 Data analysis

The data were obtained from three independent experiments each of which was performed
in triplicate, and compared with analysis of variance (ANOVA). The results are reported as
the means = the standard errors (SE), and the significance level was set at P< 0.05. The

results from all of the experiments are shown.

3. Results

3.1 FAK is necessary for S. aureus internalization into bMECs regulated by E2

Previously, we demonstrated that E2 inhibits S. aureus internalization and down regulates
the integrin o5B1 traffic. The ab5Bl integrin mediates S. aureus internalization into
bMECsand FAK is crucial in the integrin signaling pathway. For this reason, we measured
the FAK activation by Western Blot (Fig. 1B). In bMECs treated 24 h with E2 (50 pg/ml),
the FAK activity wasinhibited (2 fold) compared to bMECs infected with S. aureus. As
shown in Fig. 1A, FAK phosphorylation decreased, indicated that FAK participates in the
reduction of S. aureus internalization mediated by E2.

3.2 ERacontributes in thebMECSs IIR signaling pathway

Estrogen receptors activate different signaling pathways associated to proliferation,
differentiation and IIR due its interact with different transcriptional factors forregulate gene
transcription. ERa and ERpare member of the nuclear receptor superfamily andcan be
activate by E2inducing different responses. To determinate whether these receptors are
activated in bMECs treated with E2, we measured their activity by Western Blot (Fig. 2).
Using nuclear extracts, we identified that E2 induces the activation of ERa (2fold) butthe
infection did not affect the ERaphosphorylation (Fig. 2B). The ERpwasslightly
inducedbyinfection (1.5 fold) but this remained in basal levels in the rest ofconditions (Fig.

2A). These results suggest that ERacouldbe indirectly implicated in this phenomenon.

3.3 E2 induces Akt activation in bMECs
Previously we demonstrated that E2 activates TLR2 (Medina-Estrada et al, 2016). Also, it
has been reported that Akt is involved in the TLR2-mediated inflammatory response. In

agreement, bMECs treated withE2 showed an increase in Akt phosphorylation (2.5 fold)
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(Fig. 3). In the rest ofconditions, Akt phosphorylation remained unchanged. These results
indicate that Akt activation is mediated by E2/ERa.

3.4 Activation of transcriptional factors associated to the IR of bMECsby E2

E2, via ERa, can activate TLR2 and modulatesFAK/Akt signaling pathway, the result of
these events is the activation of different transcriptional factors (TFs) related to the IIR,
such as AP-1, NF-xB, STAT, etc. To determine the activation of the TFs we performed a
hybridization (Protein/DNA) assay to evaluate the activation state of 56 TFs related to the
[IR. In the control membrane (Fig. 4A), is shown the basal activation of the TFs. Notably
E2 induced the TFs activation levels, activatingTF associated to the proliferation,
differentiation and IIR, such as EGR, STAL, AP-1 and others (Fig. 4B). bMECs infected 2
h showed a reduction in TF activation (Fig. 4C) and, interestingly the E2-S. aureus
condition reverts the TF activation and increased notably the activity of the TF AP-1(~50%)
(Fig. 4D). The analysis of densitometry is showed in Fig. 4E. To correlate the TF activation
and the previously IIR genesanalyzed (Medina-Estrada et al, 2016), we carried out an
analysis of the promoter regions of antimicrobial peptides and cytokine genes to find out
putative transcription binding sites for the TFs activated by E2 and/or S. aureus in bMECs
(Fig. 5). Notably, genes coding for antimicrobial peptide and cytokines have putative
transcription binding sites for AP-1, which may explain the modulation exerted by E2 of

thellR genes, which leads to a better response against S. aureus.

4. Discussion

E2 plays a crucial role in the IR of many epithelial cells. bMECs are essential for the
surveillance of mammary tissue during infections, because they help during pathogen
recognition via TLR receptor-signaling pathways. TLR2 is the mayor receptor for S. aureus
detection and also mediates the production ofimmune effectors. However, the participation
of TLR2 signaling pathway is still not clear in E2 treated-bMECs. Previously, we
demonstrated that E2 inhibits the S. aureus internalization and induces anti-inflammatory
cytokines and antimicrobial peptides through MAPKsactivation, but exist other elements
that can participate in the regulation of IIR mediated by E2. A MAPKSs alternative signaling
pathway is the Akt via, which can activate different TF associated to the IIR, including NF-
«B and AP-1.
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Toll like receptors, participates in the recognition of patters molecular associates to
pathogens (PAMPs), such as the TLR2, this receptor recruits MyD88 and induces
kinase/TNFR-associated factor 6, activating downstream signaling molecules such as
MAPKs (JNK1/2, ERK1/2, and p38) (Yung-Cheng et al, 2017).Furthermore, the TLR2 via
can also activate the Akt kinase. It is reported that Akt participates in the NF-xB
modulation associated to the inflammatory response (Fang et al, 2017), furthermore in
bMECs infected with S. aureus, the NF-xB transcriptional factor is inactivated (Lara-Zarate
et al, 2007).

Previously, we demonstrated that E2 inactivates MAPK such as p38 and ERK. In
agreement, the activation of Akt kinase has been shown to inhibit some MAPKSs (Luyendyk
et al, 2008). We showed that E2 induced the phosphorylation of Akt; probably this activity
causes the inactivation of other MAPK signaling pathways. In contrast, decreasing PI3K-
Akt pathway activation enhances LPS activation of ERK1/2 and JNK1/2 (Luyendyk et al,
2010). Akt is a family of serine/threonine kinases that play important roles in signal
transduction. It is phosphorylated within the activation loop at threonine 308 and the C-
terminus at serine 473 (S473). Phospho-Akt promotes cell survival by inhibiting apoptosis
and modulates IR signaling pathways. Additionally, Akt has been referred to as an
oncogene because it has increased activity in a number of tumors (Yung-Cheng et al,
2009).

The TLR-signaling pathway can activate Akt to regulate the production of TNF-o and IL-
12. TLR2 prevents interactions between TRAF6/IRAK1 and TAK1 (elements related to
TLR signaling) and therefore, abrogating NF-«B activation. Suggesting the critical
involvement of the PI3K/Akt pathway in the control of the inflammatory response (Liu et al,
2016).

In our model, E2 may regulate similar pathways inducing an anti-inflammatory response in
the bMECs infected with S. aureus. Our data suggest that E2 induce Akt activation and
modulates via TLR the IIR.The DNA sequence that recognizes AP-1 belongsto members
of the Jun and Fos families of TF. These nuclear proteins interact with the AP-1 site as Jun
homodimers or Jun-Fos heterodimers formed by protein dimerization, inducing the

expression of antimicrobial peptides and cytokines (Yung-Cheng et al 2009).
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On the other hand, it has been reported that E2 induces the expression of antimicrobial
peptides and anti-inflammatory cytokines, for example, in pregnancy changes in salivary
levels of antimicrobial peptides (hBD1/2/3 and HNP-1) is mediated by E2 and other
steroids (Gursoy et al, 2016). Some antimicrobial peptides genes shown in their promoter
regions in the DNA a high affinity sites to the AP-1 transcriptional factor. In this study, we
observed that E2 activated AP1 TF suggesting that E2 acts as an inducer of the
TLR2/Akt/AP-1 and enhances the IIR of bMECs infected with S. aureus.

It has been shown that FAK is involved in the TLR2-mediated inflammatory response. We
demonstrated that E2 reduces FAKphosphorylation, this inhibition was associated to the
down-regulation in the integrin traffic, resulting in the reduction of the S. aureus
internalization. In agreement, FAK-deficient cells (mouse fibroblasts) are severely impaired

in their ability to internalize S. aureus. (Agerer et al, 2005).

The activation and clustering of the integrin trigger particular signaling pathways and the
accumulation of FAK complex in the vicinity of attached bacteria, which is characterized by
the recruitment of actinin, paxillin, zyxin, tensin, Src kinase. A crucial step in these
signaling events is the reorganization of the actin cytoskeleton. We found that during S.
aureus internalization into bMECs the FAK phosphorylation was induced. Cortactin and
actin-binding protein, has been identified as one of the effector of activated FAK and Scr
kinases, which are associated with Arp2/2 complex to promote actin polymerization and
binds to dynamin-2, a regulator of endocytosis (Schroder et al, 2006). Interestingly, E2
inhibits the FAK activation, there not exist yet evidence to conclude that the ERs crosstalk
with the integrin’s signaling pathways, but in our study, we correlated the FAK inhibition
with the ERa activation. In addition, E2 effects via ER, affects the expression of adhesion
molecules (E-Selectin, ICAM-1, VCAM-1 and integrins), although the outcome seems to
depend on E2 (at pregnancy levels) (Kayisli et al, 2004; Cervallati et al, 2013). ER
modulates different signaling of the IIR, it regulates various pathophysiological processes
including bacterial infections and could modulate the inflammatory activity of different cells.
We found that S. aureus induce ER phosphorylation in bMECs and associate to a down
regulation of the inflammatory response (Gosselin and Rivest, 2011). Both ERa and ERf
have been shown to inhibit NF-xB activity (Pelzer et al, 2001). The S. aureus-NF-xB
inhibition have been reported previously in our work group (Lara-Zarate et al, 2007). Now

we have new evidence of the S. aureus-NF-«xB mechanism of inhibition via E2-ERs.
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We suggest that E2-ERa induce an anti-inflammatory response in the bMECs, before S.
aureus infection, the objective of this, could be bring protection to the bMECs, and then to
enhance the antimicrobial response. The bMECs with an effective IIR response can
eliminate S. aureus extra and intra cellular, in addition, the E2 regulation of the zipper

mechanism diminishes the S. aureus internalization.

5. Conclusion

Altogether, these results showed that E2 at 50 pg/ml induces an anti-inflammatory
response associated to the TLR2/Akt/AP-1 signaling pathway in bMECs infected with S.
aureus. In this way, E2 can inhibit the S. aureus internalization into bMECs enhancing the

IIR and the endocytosis process via ERa.
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7. Figure Captions

Fig. 1 The role of FAK in S. aureus internalization into bMECs modulated by E2.
bMECs were treated with 50 pg/ml E2 for 24 h and/or challenged with S. aureus for 2 h,
the cytoplasmic proteins were used to evaluated the FAK phosphorylation by Western
Blot. A) The FAK activation was calculated with an analysis of densitometry (with the
ImageJ software) using actin as control. B) In the WB assay, we identified the FAK and
pFAK kinase in the bMECs treatment with E2 and or S. aureus, we used actin protein such
a control. The symbol “*” indicates significant changes (p<0.05) in relation to unchallenged
bMECs.

Fig 2. Participation of ERs in response to E2. Nuclear extracts wereobtainedto identify
by western blot the ER phosphorylation in bMECs treated with E2 and infected with S.
aureus.Ananalysis of densitometrywas performed to estimate the ER activation (A and B),
using the Image J software. C) Western Blot. The symbol “*” indicates significant changes
(p<0.05) in relation to unchallenged bMEC:s.

Fig. 3. Modulation of Akt kinase activation by E2 in the bMECs. Cells were incubated
with E2 24 h and/or infected with S. aureus. Using an anti-phospho-Akt antibody, we
evaluate the Akt activation by flow cytometry. The fluorescence intensity was estimated
from 10,000 events. Each bar shows the mean to triplicates = SE of three independent

experiments.
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Fig. 4. Transcription factor activation by E2 in S. aureus-challenged bMECs.
Protein/DNA array blots were utilized to analyze 56 different transcription factor DNA-
binding sites from samples that were obtained from bMECs nuclear extracts (control A),
bMECs that were treated with E2 (B),bMECs that were challenged with S. aureus(C) and
cells that were treated with E2 and challenged with S. aureus(D). The DNA samples were
spotted in duplicate in two rows (top: undiluted; bottom: dilution 1/10). Biotinylated DNA
was spotted for alignment along the right and bottom sides of the arrays. The intensity
from each spot from the membranes was quantified using Image J software. The bars

¥k

show the mean intensity of duplicated of the ratio TF/control. The symbol indicated

significant changes (p<0.05) in relation to the unchallenged bMECs.

Fig. 5. Transcription binding site analysis in the promoters of innate immune
elements. The program PROMO V 3.0.2 was used. The putative binding sites were
analyzed in 1.5 kb upstream of the ATG in each gene. All gene sequences were obtained
from Genbank. Tumor necrosis factor alpha (TNF-a), Interleukin 1 beta (IL-1p), Interleukin
6 (IL-6), Interleukin 10 (IL-10), Interleukin 8 (IL-8), Tracheal antimicrobial peptide (TAP),
Lingual antimicrobial peptide (LAP), Bovine neutrophil beta-defensin 4 (BNBD4), Bovine
neutrophil beta-defensin 5 (BNBD5), Defensin bovine 1 (DEFB1), Bovine neutrophil beta-
defensin 10 (BNBD10), Psoriasin (S100A7).
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Figure 5
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Las hormonas: ¢mensajeros reguladores de nuestras defensas?
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Articulos

uvando escuchamos la palabra hormona,

inmediatamente pensamos en cuestiones

relacionadas con la pubertad, el embarazo,
la menopausia o el estrés; eventos o circunstan-
cias en los que la mayoria de nosotros conoce-
mos que las hormonas juegan un papel relevan-
te.

Sabemos que estas moléculas tienen diver-
sos efectos sobre nuestro cuerpo. Por ejemplo,
durante la pubertad, los jovenes comienzan a su-
frir diferentes cambios morfoldgicos y psicologi-
cos producto del efecto de las hormonas sexuales
(estradiol o testosterona, principalmente). Tanto
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Jnuestras
defensas?
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e

en hombres como en mujeres, las hormonas du-
rante la pubertad ayudan a realzar los caracteres
sexuales de cada género. En ambos se presenta
el crecimiento y desarrollo de sus 6rganos repro-
ductores, hecho que quiza sea uno de los even-
tos mas representativos del efecto que tienen las
hormonas en nuestro organismo. Sin embargo,
es muy dificil que cuando hablamos de hormo-
nas, pensemos en ellas como reguladoras de
nuestro sistema inmune y sobre la proteccion o
susceptibilidad que éstas nos brindan ante multi-
ples enfermedades, algunas de ellas infecciosas.

EL M. en C. Ivan Medina Estrada es estudiante del Progra-
ma Institucional de Doctorado en Ciencias Bioldgicas de la
UMSNH.

D. en C. Alejandra Ochoa Zarzosa es Profesora-Investi-
gadora, ambos del Centro Multidisciplinario de Estudios
en Biotecnologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UMSNH.

Coordinacion de Investigacion Cientifica @



U.M.S.N.H.

Ano 5 /Noviembre - Diciembre / No. 30

Cuando ha-
blamos del sistema
inmune nos referi-
mos al sistema de
defensa de nuestro
organismo o de los
animales, que a tra-
vés de una serie de
pasos denominados
respuesta inmune, se
ataca a organismos
infecciosos y otros
agentes que invaden
nuestro cuerpo, al
que potencialmente
le podrian provocar
enfermedades.

Es por eso, que
en este articulo nos
adentraremos en co-
nocer la accion de las
hormonas como mensajeros que regulan algu-
nos mecanismos de defensa de nuestro cuerpo.

El sistema neuroinmunoenddcrino

La manera en la que se abordaba el estudio
de la fisiologia humana a finales del siglo XIX y
comienzos del siglo XX (propiciada en parte por
los trabajos de Claude Bernard), obligd a que el
cuerpo humano fuera “separado” en diversos
sistemas para facilitar su estudio, por ejemplo: el
estudiar el sistema circulatorio y el sistema respi-
ratorio por separado nos ayuda a comprender de
mejor manera como nuestra sangre se oxigena
en los pulmones y como el oxigeno llega a cada
rincén de nuestro cuerpo.

Sin embargo, esta separacion ha prevaleci-
do a lo largo del tiempo complicando el estudio
integrado del cuerpo humano. A pesar de ello,
esta tendencia de integracién de sistemas esta
cobrando mas auge de manera reciente, y desde
hace algunas décadas (a finales de los 9o, siglo
pasado) se habla de un sistema Neuro-Inmu-
no-Enddcrino (NIE), ya que se conoce que hay
una interrelacion entre los tres sistemas: pode-
mos encontrar hormonas y mediadores inmunes
en el sistema nervioso, asi como neurotransmi-
sores y hormonas en el sistema inmune. Por lo

tanto, nuestras hor-
monas son capaces
de alterar a nuestro
sistema nervioso vy
modificar  nuestra
respuesta inmune.

En particular
nos enfocaremos a
precisar un poco mas
el papel que juegan
las hormonas en el
sistema inmune.

Las hormonas
son mensajeros qui-
micos que pueden
tener distinta etio-
logia (pueden ser
proteinas, lipidos, o
aminoacidos, princi-
palmente). Anterior-
mente se pensaba
que una hormona era aquel mensajero secretado
exclusivamente por una glandula del sistema en-
ddcrino hacia el torrente sanguineo, pero ahora
sabemos que no es asi. Practicamente cualquier
tipo celular puede producir algun tipo de hormo-
na o mensajero quimico.

El efecto que tienen las hormonas sobre
nuestra respuesta inmune es muy diversa y pue-
de verse influida por el sexo (hembras o machos)
de los organismos. Los principales ejes endocri-
nos regulados por diferentes hormonas son el
eje hipotalamo-hipofisis-adrenales (HHA), el eje
hipotalamo-hipofisis-gonadas (HHG) y el eje hi-
potalamo-hipofisis-tiroides (HHT). Los primeros
dos ejes son los mas estudiados con relacion a
sus efectos sobre la respuesta inmune.

Principales ejes hormonales regulados por
hormonas y su papel en la respuesta inmune:

Eje hipotalamo-hipofisis-adrenales (HHA)

En la mayoria de los animales este eje esta
relacionado al estrés. Para el caso de condicio-
nes que nos resultan estresantes, como pudiera
ser la pérdida de un ser querido o el periodo de
examenes en la escuela, se induce la activacion
de este eje, ya que el hipotadlamo produce la hor-




mona vasopresina o la hormona liberadora de
corticotropina, las cuales estimulan en la glandu-
la pituitaria la secrecion de la hormona cortico-
tropina la cual, a su vez, estimula la secrecion de
corticoides en las glandulas adrenales (cortisol o
hidrocortisona).

La hidrocortisona incrementa la glucosa en
la sangre e inhibe la liberacion de moléculas que
ayudan al correcto funcionamiento de nuestro
sistema inmune. Ademas, los glucocorticoides
influyen en la migracion de diferentes células de
defensa (linfocitos, neutrodfilos, etc.). La activa-
cion de este eje puede ser bidireccional, es decir
que se activa y produce el efecto inmunosupre-
sor, o también como consecuencia de la activa-
cion de la respuesta inmune se puede activar el
eje HHA. Por lo tanto, se considera que el estrés
genera un estado de inmunosupresion, el cual en
muchas ocasiones se relaciona con que los indi-
viduos inmunosuprimidos por efecto post-estrés
puedan ser mas susceptibles a diversas infeccio-
nes por virus, hongos o bacterias.

Un estado de inmunosupresion hace que
nuestras células de defensa no sean capaces de
detectar agentes infecciosos y por consecuencia
eliminarlos. Inclusive se sabe que estados croni-
cos de estrés se ven
traducidos en infla-
maciones cronicas, lo
cual puede llevar a la
aparicion de diversos
tipos de cancer, tales
como el cancer de co-
lon, y a muchas otras
patologias.

En contrapar-
te, se puede sostener
que cuando no nos
encontramos  bajo
condiciones de estrés
cronico, la respuesta
inmune ayuda a com-
batir a los agentes in-
fecciosos con los que
interactuamos  dia
condia.

Un estado de
bienestar favorece la

hipéfise

endorfina
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liberacion de las llamadas “hormonas de la fe-
licidad”, tales como la dopamina, serotonina y
endorfinas. Actividades como el ejercicio, la me-
ditacion (para el caso de los humanos), y el bien-
estar animal en su caso, han demostrado tener
efectos positivos en la salud.

Realizar actividades fisicas (correr, ir al
gimnasio, etc.), favorecen la activacion de este
eje, ya que se activa la hipofisis lo cual conlleva
a la liberacion principalmente de cortisol y epi-
nefrina en las glandulas adrenales, capaces de
volver a estimular la hip&fisis para que se liberen
endorfinas -por ejemplo, brindarnos una sensa-
cion de euforia y bienestar-.

Por otra parte, las neuronas al activarse
secretan serotonina y dopamina, las cuales fun-
cionan como neurotransmisores que ayudan al
equilibrio de los estados de animo y a la regula-
cion del suefio. Mantener estable la produccion
de estas hormonas promueve sensaciones de
euforia, plenitud, buen estado de animo y tam-
bién se refleja en el correcto funcionamiento de
nuestro sistema inmunoldgico. Por contraparte,
el desbalance de estas hormonas se ha relacio-
nado con problemas de insomnio, mal humor,
migrana y problemas de salud asociados a una

deficiente respuesta inmu-
: noldgica. Por otra parte, en

. los sistemas de produccion
\ animal, se ha comprobado
que el bienestar de los ani-
males mejora la produccidn
y disminuye el riesgo de pre-
sentar enfermedades infec-
ciosas.

Eje hipotalamo-hipoéfi-
sis-gonadas (HHG)

La activacion de este
eje se inicia cuando el hipo-
talamo produce la hormona
liberadora de gonadotropi-
nas (GnRH), la cual estimula
a la hipofisis para la produc-
cion de la hormona foliculo
estimulante y la hormona lu-
teinizante (FSHy LH, respec-

Coordinacion de Investigacion Cientifica Q
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tivamente). Estas hormonas estimulan la sintesis
de androstenediona, precursor de los androge-
nosy de los estrogenos (testosteronay estradiol,
por ejemplo), hormonas sexuales que generaran
una retroalimentacion positiva sobre el eje HHG,
aumentando los pulsos de GnRH para liberar
mas LH o FSH.

Durante la pubertad y la gestacion la pro-
duccién hormonal se ve modificada drastica-
mente. Para el caso de las enfermedades perio-
dontales esto cobra especial importancia, ya que
los tejidos gingivales se ven alterados con las ele-
vadas concentraciones de hormonas sexuales.
Durante estas etapas las bacterias de la cavidad
oral se ven favorecidas en su crecimiento y es la
razon por la cual es mas comun observar proble-
mas periodontales (como la gingivitis) durante
estos periodos.

Este eje tiene especial relevancia en las
mujeres ya que regula el ciclo menstrual y como
consecuencia, también afecta el estado inmuno-
l6gico del sistema genitourinario; se sabe que du-
rante la etapa premestrual, los niveles de estro-
genos, especialmente el estradiol, disminuyeny
como consecuencia se altera el epitelio vaginal,
afectando la flora vaginal normal, generando en
consecuencia, la presentacion de infecciones de
origen bacteriano o micético -principalmente in-
fecciones ocasionadas por Candida albicans-.

De manera similar ocurre durante el pos-
tparto y el inicio de la lactancia, las mujeres sue-
len ser mas susceptibles a infecciones de la glan-
dula mamaria o del tracto genitourinario. Las
hormonas sexuales (estrogenos) y las hormonas
lactogénicas (prolactina) juegan un papel impor-
tante en la regulacion de la respuesta inmune
ante infecciones, ya que regulan la capacidad de
los epitelios (capa que recubre los tejidos) para
responder ante el ataque por patdgenos. Depen-
diendo de las concentraciones y las combinacio-

{ DOSSS

nes hormonales, la respuesta inmune puede va-
riar sustancialmente.

Eje hipotalamo-hipofisis-tiroides (HHT)

Finalmente, el eje HHT también tiene im-
plicaciones en lainmunidad. El hipotalamo libera
la hormona liberadora de tirotropina (TRH) que
estimula a la hipofisis para liberar a la hormona
estimuladora de la tiroides (TSH), induciendo a
la tiroides a secretar las hormonas tiroideas T3 y
T4. Las alteraciones en este eje pueden generar
problemas como el hipertiroidismo o el hipoti-
roidismo, que se ven reflejados en desdrdenes
del sistema inmunoldgico, ya que las hormonas
tiroideas regulan la proliferacion de diversos lin-
focitos y ayudan a mantener en correcto estado
todo el sistema linfatico y a la misma glandula
tiroides.

Los desordenes de la tiroides también pue-
den desencadenar que la propia glandula se vea
afectada por reacciones autoinmunes, que en
general son controladas por este eje.

iPara saber mas... explorar mas!

Si bien ahora sabemos un poco mas del
efecto que ejercen las hormonas sobre nuestro
organismo y en especial sobre nuestro sistema
de defensa, aun hace falta mucho por explorar
en este vasto sistema neuroinmunoendrocri-
no. Los ejemplos citados son solo una pequena
muestra de los multiples efectos que ejercen las
hormonas sobre la respuesta inmune.

Una de las principales perspectivas de los
cientificos en esta area, es buscar posibles blan-
cos terapéuticos, como por ejemplo el tratar
diversas enfermedades inmunoldgicas con hor-
monas. Adicionalmente, la vision simplificada
que hasta hace poco prevalecia de estudiar a los
seres vivos en organos y sistemas, debe de ser
sustituida por una vision integral.
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Cuando escuchamos la palabra hormona,
frecuentemente la asociamos con eventos
como el crecimiento y desarrollo corporal o
con cambios en el estado de dnimo de las
personas. Incluso, hemos escuchado la frase
“andas muy hormonal”, haciendo alusidn

a una persona que estd alterada o con
cambios bruscos en su estado de dnimo. En
general, es correcto hacer estas asociaciones

HTRPS: WWW.EMAZE COM

puesto que las hormonas juegan un papel
muy importante en los casos anteriormente
mencionados. Sin embargo, es necesario
enfatizar que las hormonas son muy versdtiles
y pueden participar prdcticamente en todos
los procesos que realiza nuestro organismo vy
el de muchos ofros animales, incluyendo a las
plantas.

LAS HORMONAS, MENSAJEROS QUIMICOS REGULADORES DE NUESTRA SALUD
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Pero, squé son las hormonas?2 Por principio,
constituyen moléculas pequenisimas que se
produceny liberan en lugares muy especificos
a lo largo de todo nuestro cuerpo (y en el de
prdcticamente todos los animales). Aungque
no es una regla, muchas de ellas tienen la
capacidad de vigjar por nuestra sangre vy
llegar a lugares muy alejados de donde se
produjeron inicialmente. Por lo anterior, las
hormonas son consideradas como mensajeros
qguimicos que permiten la comunicacion
entre las células. Regulan el funcionamiento
de muchos drganos y, en ocasiones, se
necesita la participacion de mds de un tipo
de hormona para llevar a cabo alguna
determinada funcién. Cabe senalar que en
la mayoria de las ocasiones se requiere de un
estimulo para que se produzca vy libere una
hormona, ademds de que ésta puede regular
también la produccion de otra hormona
constituyendo ejes de regulacién hormonal.

El cerebro es uno de los principales érganos
que regula la produccioén de muchas de las
hormonas que generamos a través de los ejes
anteriormente mencionados. Para los fines
de este articulo, hablaremos Unicamente
de los tres principales ejes hormonales cuya
activacion inicial radica en el sistema nervioso
cenftral.

QUE ES UNA HORMONA?

sangre
s

Hormona ’/‘

endocring

®

El primero de ellos es el eje hipotdlamo-
hipdfisis-tiroides (HHT), el cual estd involucrado
en la regulaciéon del crecimiento y desarrollo
del feto, asi como durante la progresion de la
infancia. Participa también en otfros procesos
metabdlicos (regulaciéon del colesterol) a
través de la produccion de las hormonas
tiroideas. Un segundo eje es el hipotdlamo-
hipofisis-gonadas (HHG), infimamente ligado
con la reproduccién puesto que participa
en la ovulacion, el embarazo, la lactancia,
maduracion de los espermatozoides, etc. Por
Ultimo, se encuentra el eje hipotdlamo-hipofisis-
adrenales (HHA), que se encarga de regular
la respuesta al estrés y también participa en
procesos de desarrollo y crecimiento (Everaus
et al., 1993).

5 )
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Las funciones descritas anteriormente son
las mas representativas de estos ejes, pero
pueden llegar a participar en muchas otras
actividades e incluso interactuar entre ellos
mismos. Como se observa, todos los ejes estdn
regulados por el hipotdlamo, el cual recibe
el primer estimulo (senal de alerta, senal de
dano, etc.) para liberar las hormonas que
posteriormente estimulardn a la hipofisis, que a
su vez libera a otras hormonas y, dependiendo
del estimulo, la hormona liberada llevard el
mensaje hacia la firoides, las gonadas o las
adrenales (consideradas gldndulas secretoras
de hormonas). A continuacion se explicard de

manera un poco mds detallada las vias que
son importantes para la regulacién de estos
ejes, asi como sus funciones y la forma en la
que repercuten en nuestra vida diaria. Para
hacer un poco mds comprensible la funcidn
de las hormonas, mencionaremos algunos
ejemplos conocidos que nos ayudardn a
entender de manera mas facil su papel en
nuestro organismo.

Cuando un nino inicia la etapa de la pubertad
suelesufrirmuchoscambiosfisicosyemocionales,
producto de la evolucidn hormonal que se
presenta en este periodo. Todo comienza
cuando las concentfraciones de hormonas
sexuales (testosterona para los hombres y
estradiol para las mujeres), comienzan a
incrementarse y esto genera cambios fisicos
muy notorios tfanto en ninos como en niNas.
Los cambios corporales consisten en la
presentacion de los denominados caracteres
sexuales secundarios, como lo son el cambio
en el timbre de voz, el crecimiento de vello en
zonas como las axilas, piernas, en los genitales
y en otras zonas para el caso particular de los
hombres (pecho, barba, bigote, etc.). Otro
efecto muy comin en la pubertad y que
estd infimamente asociado a los cambios
hormonales que se sufren, es la aparicidon del
acné

7)
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Las hormonas generan
cambios en la textura vy
propiedades de la piel, lo

cual favorece la produccion
de grasa en zonas como
la frente, nariz y barbilla (la
denominadazonaT).Ademds,
los cambios hormonales
afectan la flora bacteriana
que vive naturalmente
en esas zonas de la piel
y favorece que algunas
bacterias se reproduzcan
de manera descontrolada;
este desbalance genera
microinfecciones que
incrementan la producciéon

de grasa en la piel y, por
lo tanto, observamos la
aparicion de barros  y/o
espinillas (lanosi et al., 2016).

eventos
complejos
embarazo,

En uno de Ios
bioldgicos mds
como lo es el
forzosamente fienen
que estar implicadas las
hormonas, las cuales también
regulan el apareamiento y la
fecundacién. Para que una
hembra acepte aparearse
con un macho (enfrar en
la etapa de celo), necesita
tener altas concentraciones

)

llamada
estradiol, que es la hormona
por excelencia de
las hembras, ya que estd
directamente asociada con
la libido, es decir, con el deseo
de aparearse. El estradiol
regula a su vez la produccién
de otras hormonas como
la hormona luteinizante y la
hormona foliculo estimulante
(LH y FSH, por sus siglas en
inglés), ambasparticipanenla
ovulaciény enla preparacion

de la hormona

sexudl

del Utero para recibir al
évulo, el cual posteriormente
serd fecundado por el

espermatozoide
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El embarazo es una condicion
que se caracteriza por una
serie de cambios sistémicos

niveles del
organismo, tales como
alteraciones enddcrinas,
con un incremento en la
produccién de diferentes
hormonas. Una
establecida la fecundacion,
el cuerpo de la hembra sufre
una lucha interna para no
rechazartodo lo que le resulta
ajeno y en este caso, el dvulo
fecundado parece ser ese

en diferentes

vez

agente  extrano. Cuando
nuestro  cuerpo  rechaza
algo, activa su sistema de
defensa, y es asi como

comienza a defenderse de
lo que considera ajeno. Pero
para evitar este rechazo y
que se logre una gestacién
exitosa, participan también
algunas hormonas. Es el caso
nuevamente del estradiol, ya
que logra reducir la respuesta
inmunoldgica en el Utero y es
asi como se logra no rechazar
al producto.
)

Una vez logrado, la hormona
progesterona comienza
a aumentar sus niveles vy
permanece activa durante
todo el embarazo para
favorecer el correcto
desarrollo del Utero, de la
placenta y del embridn
(Baranao, 2011). Al término
del embarazo, se lleva a
cabo unreaqjuste enlos niveles
hormonales: la progesterona
comienza a disminuir e
intervienen otras hormonas
como la  prostaglandina
y la oxitocina. La primera
estd asociada con activar
al sistema inmunolégico, lo
cual generara un ambiente
inflamatorio y tendrd como
consecuencia el inicio
del trabagjo de parto, y la
Ultima estd relacionada con
inducir las contracciones
uterinas vy facilitar la labor
del alumbramiento. En la
fase de lactancia participan
ofras hormonas como la
prolactina, que con ayuda de
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la oxitocina regulan la produccién y secreciéon
de la leche. Ademds del efecto que ejercen
las hormonas a nivel del Utero y sobre el
embrion, la madre sufre distintas alteraciones
en todo su cuerpo, producto de los cambios
en las concentraciones hormonales. El sistema
circulatorio, encargado de bombear sangre
a todas las partes del cuerpo, incrementa su
actividad aligual que el sistemarespiratorio. Se
presentan cambios en los hdbitos alimenticios,
principalmente el aumento en el consumo
de carbohidratos, y hay una aparicion de
nduseas y vomitos entre muchos otros efectos.
Algunos tfienen la finalidad de compensar la
demanda energética que requiere desarrollar
una nueva vida dentro del Utero y otros son
meramente efectos secundarios de los
cambios tan drdsticos en las concentraciones
hormonales y de la adaptacion del organismo
alanueva etapa que estd sufriendo (Baranao,
2011).

Como puede apreciarse, el embarazo
es un proceso complejo en donde
estdn  involucradas  diversas  hormonas,
unas regulando a ofras en un sistfema
interconectado, y asi sucede en todo nuestro
% cuerpo; no existe un sistema o aparato que no

( T FUENTE. DE ARCHIVOT " “wa | tenga algunarelacién con ofro.

10)
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A finales del siglo XIX algunos
médicos (siguiendo los
ideales de Claude Bernard)
establecieron un método
para facilitar el estudio del
cuerpo humano que consistia
en segmentarlo. Es ahi
donde se establecieron las
bases para denominar a los
aparatos o sistemas (aparato
respiratorio, sistema digestivo,
etc.) que posteriormente se
describieron con base en
sus funciones comunes. Sin
embargo, en la actualidad
esta division en drganos o
sistemas estd obsoleta y se

estdn comenzando a dejar
de lado dichos conceptos.

Cada dia es mdas dificil
explicar fendmenos que
ocurren en nuestro cuerpo
o en el de algunos ofros
animales sin relacionar a dos
o mds aparatos o sistemas. De
esta l6gica surge por ejemplo
el concepto del sistema
neuroinmunoenddcrino,  en
el cual se trata de conectar
el aparato neuronal
(sistema nervioso), el sistema
inmunologico y el enddcrino,
para asi tratar de explicar
de manera mds clara cémo

11)

se da la estimulacion a
nivel neuronal para que se
produzcan hormonas, mismas
gue tendrdn repercusiones en
nuestro sistemainmunoldgico.
Como ejemplo, retomemos
el caso del embarazo, en
el que las hormonas evitan
el rechazo del producto
para que se lleve a cabo la
implantacion y el correcto
desarrollo del embrion.

El sistema inmunoldégico es
el encargado de mantener

a nuestro cuerpo libre
de enfermedades, de
protegernos y reparar d

nuestro organismo cuando
sufrimos una enfermedad o
lesion. Son muchas las causas
porlas que podemos contraer
enfermedades, desde las
que son originadas por
microorganismos (bacterias,
hongos, protozoarios,
virus, etc.); por los factores
climdticos (cambios bruscos
de temperatura, radiacion
UV, etc.), hasta por la misma
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alimentacion, la cual puede

ocasionarnos problemas
de salud o propiciar la

en circunstancias de
mucho estrés (periodo de
exdmenes, muerte de un

cuando tocamos algo;
constantemente estamos
en confacto con muchos
microorganismos  que  Nos
podrian causar enfermedades
si nuestro sistema inmunoldgico

fuera  deficiente  (Roved,
2016). Ademds, en nuestro
cuerpo (piel, infestinos,

ojos, efc.) tenemos muchos
MiCcroorganismos que viven de
manera natural en las distintas
partes del mismo, los cuales
componen nuestra microbiota
que interactla vy participa
en muchos procesos que son

presentacion de diversas ser querido, etc.) o a que esenciales para el cuerpo (en
enfermedades. Nuestro estamos en situaciones que la digestion, mantenimiento
cuerpo siempre trata de le exigen mucho a nuestro de la piel, produccidon de
mantener un equilibrio  cuerpo (ejercicio exfremo), vitaminas, d&cidos  grasos,
para evitar enfermarnos, lo cual se traduce en una etc.). Por eso cuando nuestro
pero existen ocasiones inmunosupresion. De manera  sistema  de defensa  estd
en donde el balance del normal, nuestro sistema de en  Optimas  condiciones,
sistema inmunolégico  se  defensa mantiene al limite a  todos los  microorganismos
rompe. Muchas veces, la los microorganismos con los se mantienen controlados,
disminucidn  en  nuestras que interactuamos dia a dia, evitando el crecimiento sin
defensas es ocasionada cuando respiramos, cuando  regulacidn de la microbiota
porque nos enconframos comemos algo e inclusive con la que convivimos y

12)
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eliminando a los potenciales
patdgenos. Sin embargo,
cuando el sistema de defensa
comienza a presentar fallas,
se genera un desequilibrio

en las poblaciones de
los microorganismaos
que componen nuestra

microbiota y es cuando se
generan las enfermedades
de origen infeccioso. Cuando
el sistema  inmunoldgico
estd comprometido y nos
contagiamos con  algun
microorganismo  patdgeno
(un virus causante de la
Influenza, por  ejemplo),
nuestro cuerpo no es capaz
de defenderse, y es asi
como este microorganismo
puede ingresar y multiplicarse
atacando a las células, lo
cual se ve reflejado en una
enfermedad (Wira, 2010).

Hasta que nuestro cuerpo,
y en especial hasta que el
sistema de defensa pueda
recuperar su capacidad de

¥

LA

respuesta ante este microorganismo, es cuando podemos
eliminar la enfermedad. De lo contrario (si nuestro sistema es
incapaz de eliminar al patdégeno) la enfermedad continuard
y generard un proceso cronico; es decir, que siempre estard
presente el microorganismo, causando dano en mayor o menor
medida dependiendo de las condiciones inmunoldgicas
en las que nos encontremos. Existen microorganismos que
entran al cuerpo y no suelen causar mucho dano a nuestros
organos; pero cuando el sistema de defensa esta débil, estos
microorganismos aprovechan para invadir ofras partes del
cuerpo y causar mds dano. Una vez que nuestro cuerpo logra
recuperarse y enfrentarse al patdgeno, este microorganismo
puede mantenerse en una fase de latencia, pues no causa
dano y pasa desapercibido por el sistema inmunoldgico

13)
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esperando de nuevo las
condiciones adecuadas para
volver a invadir (Engelen,

2016).

La capacidad de nuestro
sistema inmunoldgico para
defendernos depende de
muchos factores, uno de
ellos es el hormonal, pues
muchas hormonas regulan las
poblaciones de las diferentes
células que forman parte de
este sistema. Hay hormonas
que favorecen que las células
de defensa lleguen a los sitios
donde hay una infeccion, o
bien, que estas mismas células
sean mds efectivas para
matar a los patdgenos. Sin
embargo, algunas hormonas
tienen efectos opuestos, ya
que pueden llegar a disminuir
la canfidad de
disponibles para defendernos
de algun patdégeno o
dejar desprotegidas ciertas
zonas del cuerpo, lo que
serd aprovechado por los

células

microorganismos. Una de las
asociaciones mds comunes
entre el sistema inmunoldgico
y las hormonas es el estrés.

L
LA}

{ WEN E ARCHIVO

El estrés es considerado como
la enfermedad del siglo XXI,
puesto que estd relacionado
con la presentacidn de
diversas patologias. Por lo
general se considera como
un estado mental cuando
pasamos  por  situaciones
dificiles en vida
cotidiana, por ejemplo: la
pérdida de un ser querido,
problemas
problemas con las personas
con las que convivimos o

nuestra

econdmicos,

14)

dificultades en el trabagijo.
El estrés puede presentarse
en fodos los niveles, vy
aungue el mds evidente
sea el emocional (al estar
irritable o triste), éste puede
manifestarse  en  diversas
partes del cuerpo (estdmago,
piel, etc.). El estrés se puede
definir como la respuesta
ante una condicién adversa,
logra romper el
equilibrio y generar efectos
secundarios como producto
de esta alteracion. Como
consecuencia del estrés se
activan distintas respuestas
hormonales que provienen
de nuestro cerebro vy llegan
hasta las gldndulas adrenales,
en donde se liberan otras
hormonas que tendrdn los
efectos que describimos a
continuacion.  Supongamos
que manana serd nuestro
primer dia de escuela o
de frabagjo; a muchos de
nosotros esto nos genera

la cual
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una gran ansiedad, miedo o
distintas emociones que se
inferpretan como estresantes.
Esta situacidn hace que en
nuestro cuerpo se active
el eje hipotdlamo-hipdfisis-
adrenal (HHA), que forma
partfe de este complejo
sistema denominado
neuroinmunoenddcrino. El
cerebro, al percibir una
sensacion estresante, activa
al hipotdlamo para que se
liberen hormonas como la
vasopresina o la hormona

liberadora de cortficotroping,
que a su vez estimulan a otra
parte del cerebro (gldndula
hipofisis). La hipofisis produce
en respuesta ofras hormonas,
comolacorticotropina,lacual
vigjard hasta las gladndulas
adrenales y estimulard la
secrecion de cortisol o
hidrocortisona, hormonas
que estadn  intfimamente
ligadas con la regulacion del
sistema inmunoldgico. Se ha
demostrado que el estrés, o
las hormonas liberadas tras

15)

esta condicidn, disminuyen la
capacidad del cuerpo para
defenderse de infecciones
y propician un estado
inflamatorio crénico, mismo
que se ha relacionado
con la presentacidén de
diversos tipos de cdncer y de
enfermedades metabdlicas.
Por lo tanto, las personas que
se encuentran en constante
estrés son mdAs propensas
a presentar enfermedades
infecciosas o algunos fipos
de cdncer como el de colon
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y de estbmago (Park, 2016;
Holdstock et al., 1982), asi
como también de padecer
obesidad.

Afortunadamente existen
elementos que favorecen
la activacion del sistema
inmunolégico. Se conoce
que las personas que llevan
una vida alegre, tranquila,
es decir, libre de estrés,
fienden a presentar menos
complicaciones de salud.
Esto puede ser explicado
por la participacién de otras
hormonas que se activan por
el mismo eje HHA pero bajo
circunstancias totalmente
contrarias a las del estrés;
la epinefrina, adrenalina vy
bajas dosis de cortisol (todas
producidas en las gldndulas

adrenales) son necesarias
para mantener un estado
éptimo en nuestro sistema
inmunoldgico. De iguadl
manera, fambién ayudan
las hormonas que actian
directamente sobre nuestro
cerebro como las endorfinas,
la serotonina y melatoning,

las cuales nos brindan
sensaciones de  euforia,
felicidad, relajamiento
y descanso. Todo esto

favorece las condiciones
para que nuestro cuerpo
se defienda de manera
mds efectiva contra las
diferentes infecciones
existentes, y también ayuda
a mantener a nuestro cuerpo
en un equilioro metabdlico,
evitando asi enfermedades
como el cdncer o la diabetes.
(Balchin, 2016).

Los anteriores son ejemplos
claros de cédmo el sistema
neuroinmunoenddcrino
puede verse influenciado

16)

por factores externos
que influyen en nuestra
salud.  Sin embargo, este

sistemma también puede ser

modificado por el propio
organismo, como el vya
citado caso del embarazo.

En esta etapa se sufren otros
efectos inmunoldgicos en
diferentes partes del cuerpo,
ademds del Utero, como
por ejemplo en la boca. Los
problemas bucales durante
el embarazo se presentan
porque las hormonas,
particularmente el estradiol
y la progesterona, hacen
que las defensas de la
boca disminuyan y como

consecuencia las bacterias
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crecen de manera desconfrolada, lo que
se refleja principalmente en la aparicién de
caries, mal olor y gingivitis (Figuero-Ruiz, 2006).

Las hormonas sexuales, es decir, la
testosterona en el caso de los hombres
(machos) y el estradiol en las mujeres
(hembras), ademds de sus efectos sobre
la reproduccién, parecen jugar papeles
importantes como reguladores de la
inmunidad y asi participar en la presentacion
de algunas enfermedades autoinmunes
(donde nuestro cuerpo comienza a danar
ciertas zonas del mismo). Un ejemplo de lo
anterior son las enfermedades reumaticas con
implicaciones autoinmunes como la artrifis-
reumatoide o el lupus eritematoso sistémico
(Gjertsson, 2012).

FUENTE: DE ARCHIVO

Recordando que todos los érganos y sistemas
de nuestro cuerpo estdn vinculados, tenemos
gue mantener atencién en todas las partes de
nuestro organismo, ya que solo asi lograremos
el equilibrio deseado para mantener un buen
estado de salud.

El sistemma neuroinmunoenddcrino no  es
exclusivo de los humanos; es bien sabido
que en ofros animales se presentan efectos
similares donde las hormonas juegan papeles
cruciales en la respuesta inmunoldgica. Todos
los mamiferos se estresan, crecen y maduran
para reproducirse, y por consecuencia sus
ejes hormonales también sufren alteraciones
constantes muy similares a los de los humanos
y en ocasiones idénticas. Por mencionar
algunos ejemplos, se ha demostrado que

17)
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el separar a los cachorros o las crias (ratas,
ratones, etc.) de su madre a muy temprana
edad (destete temprano) genera estrés
por separacion, lo que conlleva a que sean
animales mds susceptibles de presentar
enfermedades. Ofro ejemplo en las vacas
muestra que durante el parto y el inicio
de la lactancia, el ganado bovino es mds
susceptible de presentar enfermedades de
origen infeccioso, lo cual se ha relacionado
con cambios bruscos que se presentan
durante estas etapas en las concentraciones
de hormonas sexuales vy lactogénicas
(estradiol y prolacting, respectivamente).

Para finalizar, la canfidad de efectos
asociados al sistema neuroinmunoenddcrino
es inmensa, y refuerza el concepto de un
sistema interconectado. La importancia de
conocer la interrelacion que existe entre los
diversos sistemas puede conllevar a generar
mejores estrategias de control para tratar
las enfermedades de manera integral, y
no de forma separada como se ha hecho
durante mucho tiempo. Hay que recordar
que si afectamos al cerebro por ejemplo, es
muy probable que podamos ver también
alteraciones hormonales o inmunoldgicas, o / FUENTE: DE ARCHIVO
viceversa.

18)
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9 DISCUSION GENERAL

El E2 es una hormona que modula la RII de diversos tipos celulares. En diferentes estudios
se ha demostrado que esta molécula revierte los efectos anti-inflamatorios causados por
bacterias o componentes derivados de éstas, ademas regula la expresion y produccién de
péptidos antimicrobianos. Estos efectos se han demostrado principalmente en epitelios del
aparato genitourinario, ya que al ser una hormona sexual sus blancos principales son los
epitelios asociados a la reproduccion (Wira et al, 2010). En estos modelos se ha evaluado
su efecto inmunomodulador en diferentes enfermedades infecciosas, tanto en animales
como en humanos. Sin embargo, a pesar de que el epitelio mamario es otro de los
principales blancos del E2, ha sido poco estudiado su efecto sobre la RIl y su repercusion
en la interaccidn patégeno-hospedero. En este sentido, en nuestro grupo de trabajo hemos
evaluado el efecto de hormonas, que también tienen como blanco el epitelio mamario
bovino, sobre la RII durante la infeccién con S. aureus, el cual es el principal agente causal
de la mastitis y uno de los patégenos mas comunmente asociado a la mastitis bovina
subclinica (enfermedad crénica y recurrente), principalmente por su capacidad de
internalizarse y por tanto evadir la respuesta inmune del hospedero. Una de las hormonas
evaluadas es la hormona lactogénica prolactina (PRL), la cual incrementa la internalizacion
de la bacteria en las CEMB y regula elementos de la RIl (Medina-Estrada et al, 2015). Sin
embargo, se desconaoce el efecto del E2 sobre la RIl en las CEMB infectadas con S. aureus.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que el E2 a una concentracion
fisiologica (50 pg/ml) inhibe la internalizacion de S. aureus en las CEMB y modula elementos
de la RIl, con una tendencia a favorecer la respuesta anti-inflamatoria, ya que a través de
la ruta de sefializacion de TLR2 apaga MAPK cinasas como ERK y p38. Por otro lado, el
E2 incrementa la actividad de la cinasa Akt, lo cual se ve reflejado en el incremento de la
actividad del factor transcripcional AP-1. Este a su vez favorece la expresion del gen de IL-
10, una citocina anti-inflamatoria, y de la IL-8, una quimiocina. El ambiente anti-inflamatorio
podria prevenir la el dafio al tejido causado por S. aureus. Ademas, el E2 estimula la
expresiongénica de los péptidos antimicrobianosDEFB1 y DNBD10. El resultado final de
esta regulacion es la modificacion de la RIl, favoreciendo la respuesta de las CEMB ante la
infeccion por S. aureus, aunado al efecto antimicrobiano indirecto. Es decir, que el E2

favorece la expresion de péptidos, los cuales atacaran a la bacteria.

94



M.C. Ricardo Ivan Medina Estrada PIDCB-UMSNH

Adicionalmente, el E2 disminuye la invasion al reducirla actividad (fosforilacion) de la cinasa
FAK, lo cual se ve reflejado en un menor trafico de integrinasa5p1, las cuales son utilizadas
por la bacteria para internalizarse. Sin embargo, cuando FAK no se fosforila, la ruta de las
integrinas se ve inhibida, lo cual podria explicar uno de los mecanismos por los que el E2

disminuye la invasién bacteriana.

El efecto inmunomodulador del E2 en las CEMB, induce la secrecion de elementos
antimicrobianos para mejorar la respuesta ante la infeccion. Esto se comprobé al recuperar
los medios condicionados de las CEMB, tratadas 24 h con el E2, y se incubd en ellos a S.
aureus. Posteriormente, se midi6 la viabilidad bacteriana, observando que ésta disminuye
hasta en un 50%. Este resultado indica que las CEMB secretan componentes con efecto
antimicrobiano contra S. aureus, tales como péptidos antimicrobianos (Defensinas). En
diversos modelos humanos epiteliales (uterino, vaginal, endometrial) se ha descrito la
secrecion de péptidos antimicrobianos (ej. HDB2/1) mediada por E2, los cuales protegena
la célula epitelial frente a los retos bacterianos.

Las hormonas llevan a cabo sus efectos inmunomoduladores a través de sus receptores
especificos, los cuales activan cascadas de sefializacion y desembocan en la activacion de
factores transcripcionales, modulacion de la expresién génica, cambios epigenéticos y
postraduccionales, ademas de inducir respuestas no genémicas, como flujo de calcio y
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (Garcia-Gomez et al, 2013). TLR2 es el principal
receptor asociado al reconocimiento de S. aureus, a través de la interaccién con el LTA de
la bacteria. Una vez que el TLR2 interactlia con la bacteria, éste puede activar rio abajo, en
la ruta de sefalizacion, a las MAPK cinasas o0 a elementos de respuesta a interferén e
incluso a otras cinasas (Li et al, 2013). En el caso particular de S. aureus, en su interaccion
con el epitelio mamario bovino, se sabe que la bacteria inhibe la translocacion al ntcleo del
factor transcripcional NF-kB (Lara-Zarate et al, 2007) y como resultado mantiene una
respuesta inflamatoria atenuada, ya que NF-kB es un elemento candnico de ésta al modular
la transcripcién de diversas citocinas, quimiocinas y péptidos antimicrobianos (Kerro-Dego
et al, 2002). Esta disminucion de la respuesta inflamatoria esta asociada con la persistencia
de la bacteria y su capacidad para generar infecciones crénicas y recurrentes, tales como

la mastitis bovina subclinica.
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En este trabajo se encontr6 que E2 esta apagando la ruta de las MAPK cinasas pero esta
activando una ruta alterna dependiente de la cinasa Akt. A través de ésta, desencadena la
translocacion al nucleo del factor transcripcional AP-1, el cual estd asociado con la
modulacion de la transcripcion de genes relacionados a la RIl, tales como, péptidos
antimicrobianos y citocinas pro y anti inflamatorias. Interesantemente, todos los demas
factores transcripcionales asociados a la RIl se mantienen inactivos durante el tratamiento

con la hormona.

Ademas, las hormonas estan modificando el trafico de integrinas, las cuales son esenciales
para que la bacteria se internalice. La integrina a5p1 interactta con la bacteria e induce el
andamiaje de diversas proteinas, que favorecen el re-arreglo del citoesqueleto de actina
para la formacion del endosoma y la internalizacién de S. aureus en las CEMB (Faiya et al,
2003). En este trabajo encontramos que el E2 modula el trafico de las integrinas, al inhibir
la fosforilacion de la cinasa de adhesion focal FAK, la cual es elemental para que contindie
la sefializacién dependiente de integrinas y por consecuencia el trafico de estas. Ademas,
se ha reportado que las rutas de sefializacion dependientes de integrinas convergen con
rutas de la RII, la cinasa FAK modula la actividad de las cinasas como Akt y esta Ultima
también puede estar modulando a las MAPK cinasas (Yung-Cheng et al, 2017), por lo cual
las rutas de sefalizacion de los receptores TLR2 e integrina a5B1, pueden estar
convergiendo en algun punto de la cascada de sefalizacién, durante la interaccion con S.

aureus.
Los datos indican que el E2 activa a las CEMB mediante la ruta de sefalizacién de

TLR2/Akt-FAK/AP-1 favoreciendo la respuesta antimicrobiana y anti inflamatoria antes y

después de la internalizaciéon de S. aureus (Fig. 7).

96



M.C. Ricardo Ivan Medina Estrada PIDCB-UMSNH

OH

! ‘7\\\‘.\‘\."1,“"!':‘.-!"")’1 L

»
ny
Ony
ey
R
N
-

4

TLR2

(

SR,
2 1

<

LN,

Figura 7. Efecto del E2 sobre la RIl de CEMB y sus implicaciones en la internalizacion de S.
aureus. (1) El E2 modula la RIlI de las CEMB manteniéndolas alerta ante la posible infeccion de
patégenos. Cuando S. aureus invade a las CEMB (2), el E2 sigue brindando un efecto protector al
inducir la secrecion de moléculas con actividad antimicrobiana. Por lo cual, en ambos casos, antes
y después de la infeccion, la RIl de las CEMB se encuentra activada. Esto significa que presentan
una mejor respuesta ante la invasion de S.aureusy como consecuencia se disminuye la
internalizacion. De acuerdo con los resultados obtenidos, el E2 presenta un efecto anti-inflamatorio,
ya que inhibe la activacion de MAPK cinasas (ERK y p38), necesarias para la ruta de sefializacién
de TLR2 y asi poder inducir la activaciéon de factores transcripcionales. Por otro lado, el E2 mostré
también actividad sobre Akt, al inducir su fosforilacién y por consecuencia la translocacion al nicleo
de factores como AP-1. Este factor esta intimamente relacionado con la transcripcién de genes de
la RII, tales como, citocinas pro y antiinflamatorias, asi como de péptidos antimicrobianos. Todos
estos efectos reducen la internalizacién de S. aureus. Asi mismo se encontr6 que E2 presenta un
efecto antimicrobiano indirecto, ya que estimula la secrecion moléculas con caracter antimicrobiano
y reducen la viabilidad de la bacteria durante el proceso de internalizacion.
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10 CONCLUSION GENERAL

El E2 via REa inhibe la internalizacion de S. aureus en las CEMB, favoreciendo la Rl de la
célula hospedera, mediante la regulacién de rutas de sefalizacion (TLR2/Akt/AP-1 e
integrina a5p1/FAK). Estas rutas de transduccion favorecen la produccién y secrecion de
elementos antimicrobianos y mantienen un ambiente antiinflamatorio. Ademas, estas rutas
modulan el tréfico de integrinas, las cuales son elementales para la internalizacion

bacteriana.
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Resumen

Durante el periparto, en el ganado bovino, se incrementa la susceptibilidad a presentar
enfermedades infecciosas, comola mastitis bovina. Este periodo se caracteriza por cambios
drasticos en las concentraciones de 17B-Estradiol (E2) y prolactina (PRL), los cuales
pueden comprometer la respuesta inmune innata (RIl) del animal. Las células del epitelio
mamario bovino (CEMB) son blanco de estas hormonas, ya que regulan diversos procesos
celulares. Adicionalmente, en nuestro grupo de trabajo se demostré que por separado estas
hormonas tienen efectos inmunomoduladores sobre las CEMB; la PRL (5 ng/ml) induce la
internalizacién de Staphylococcus aureus (principal agente causal de la mastitis bovina),

por el contrario, el E2 (50 pg/ml) la reduce. La RIl es estimulada por la PRL; sin embargo,
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el E2 reduce esta respuesta, causando un ambiente antiinflamatorio. No obstante, el efecto
sobre la internalizacién bacteriana y la RIl de las CEMB con la mezcla hormonal se
desconoce. Para resolver esto, se utilizé un cultivo primario de CEMB, el cual se traté con
la mezcla hormonal y posteriormente se infectd con la cepa de S. aureus (ATCC 27543).
La viabilidad celular se midi6 por el método de reduccion de MTT y por ensayos de exclusion
de azul tripano; la viabilidad bacteriana fue analizada por conteo de unidades formadoras
de colonia (UFC) y por citometria de flujo (CF). La invasion se analiz6 usando ensayos de
proteccién con gentamicina; la CF se emple6 para el andlisis de los receptores y de las
cinasas involucrados. Ademas, se realiz6 gPCR y ensayos de ELISA para determinar la
expresion de genes y secrecién de proteinas de la RIl, respectivamente. La mezcla
disminuyd la internalizacion (~50%) de S. aureus en las CEMB, este efecto se asocié con
la reduccion de la abundancia en la membrana de la integrina o581 (~80%). Ademas, la
mezcla inhibid la activacién de las cinasas p38 y ERK. Adicionalmente, la secrecion del
péptido antimicrobiano DEFB1 incremento en presencia de la mezcla hormonal y la bacteria
(2 veces). La expresion de las citocinas proinflamatorias IL-6 y TNF-o incrementd en
presencia de la mezcla hormonal (4 y 12 veces, respectivamente). En conclusion, la mezcla
hormonal de E2 y PRL induce elementos de la RIl en las CEMB, lo cual se ve reflejado en
la reduccién de la internalizacion de S. aureusaparentemente porque regulan el trafico de
integrinas, sin embargo, es necesario elucidar las rutas de sefializacion asociadas a este

fenébmeno.

Abstract

Cattle are more susceptible to infectious diseases during the peripartum such as mastitis.
This period is characterized by drastic changes in the concentrations of 173-estradiol (E2)
and prolactin (PRL), which compromise the innate immune response (IIR) of the animal.
Bovine mammary epithelial cells (bMECSs) are target tissue of these hormones, which
regulate different cellular process. In addition, previous work from our group shows that
these hormones have immunomodulatory effects on bMECs: PRL induces (5 ng/ml) the
internalization of Staphylococcus aureus (principal mastitis pathogen) and E2 decreases it
(50 pg/ml). The IIR was stimulated by PRL and inhibited in the present of E2 induces an
anti-inflammatory response in bMECs. In spite of both hormones play a relevant role for
bovine mammary tissue in vivo their combined effects on the IIR of bMECs during infection

are unknown. For this study, we used a primary culture of bMECs that was treatment with
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hormonal mixture and then were infected with a S. aureus strain (ATCC-27543). Viability
assays for bMECs treated with mixture were determined by MTT reduction and trypan blue
exclusion assay; bacterial viability was analyzed by CFU counting and flow cytometry (FC).
The invasion was analyzed using gentamicin protection assays; FC was employed for
receptor and kinase analysis, and RT-gPCR and ELISA assays were used to determine the
expression of IIR genes and protein secretion, respectively. The results indicated that the
mixture did not modify bMECs or bacteria viability after 24 h. The mixture decreased S.
aureus internalization (~50%) in bMECs. This effect was associated with a membrane
reduction of integrin a5B1 abundance (~80%). The mixture inhibited p38 and ERK kinases
activation compared with control bMECs. In addition, the secretion of the antimicrobial
peptide DEFBL1 increased in the presence of the mixture and S. aureus (~2 fold), with
respect to infected bMECs. The gene expression of the pro-inflammatory cytokines IL-6 and
TNF-o were up-regulated in the presence of the mixture (~4 and 12 fold, respectively). In
conclusion, the hormonal combination of PRL and E2 induces elements of the pro-
inflammatory response in bMECs, while reducing S. aureus internalization via integrins. It is
necessary to elucidate the signal pathways involved in these effects since MAPK activation
does not participate.

1. Introduccién

Las hormonas tienen una funcién importante en el desarrollo y crecimiento de los
organismos, especialmente en su etapa reproductiva. Las hormonas sexuales y
lactogénicas, como el 17B-estradiol (E2) y la prolactina (PRL), son esenciales para la
proliferaciéon y diferenciacion del epitelio mamario bovino y, por lo tanto para la produccién
de leche y en el mantenimiento de la lactancia (Lamote et al, 2006). A dichas hormonas se
les asocian diversas funciones reproductivas. Sin embargo, también juegan un papel
importante en patologias como el cancer, enfermedades autoinmunes y en procesos
infecciosos, donde la respuesta inmune innata (RIl) se ve modificada (Nadkarni y McArthur,
2013). En las vacas lecheras, durante el parto, se observa una mayor susceptibilidad a
presentar alteraciones inflamatorias en la glandula mamaria y el Gtero. La mastitis bovina
(MB) subclinica es una de estas afecciones, la cual se asocia principalmente al desbalance
de la RII, lo cual puede estar dado por cambios drasticos en las hormonas sexuales y

lactogénicas, durante las etapas mencionadas (Lamote et al, 2006).
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Para que los estrogenos lleven a cabo sus funciones es necesario su reconocimiento
intracelular mediante los receptores de estrégenos (RE). Estos receptores nucleares
pueden encontrarse en forma de dimeros o heterodimeros (REa y REP), y estan
encargados de la transcripcion o modulaciéon de diversos genes asociados a la Rl y al
desarrollo (Connor et al, 2007). De igual manera, la PRL tiene su receptor especifico (RPRL)
en las células del epitelio mamario bovino (CEMB), donde se expresa y participa en la
regulacién de genes asociados al crecimiento de la glandula mamaria, como en la
modulacion de la RII de dicho tejido (Connor et al, 2007). El epitelio mamario bovino (EMB)
sirve como barrera contra diversos microorganismos; sin embargo, Staphylococcus aureus
es el principal agente causal de la MB subclinica (Kerro-Dego, 2002). Una de las principales
causas de lo anterior es la capacidad de S. aureus a persistir en el interior de las CEMB,
debido a su estrategia de internalizacion. La endocitosis ocurre por el mecanismo de
internalizacion tipo zipper, el cual involucra a las proteinas de union a fibronectina de la
bacteria, a la fibronectina (presente en la matriz extracelular), y a la integrina o581 (en la
membrana de lasCEMB). Este puente molecular activala via de sefializacion dependiente
de la cinasa de adhesion focal (FAK), que induce el rearreglo del citoesqueleto de actina 'y
la posterior formacion del endosoma, lo que se ha asociado a infecciones crénicas y
persistentes (Alva-Murillo et al, 2014; Medina-Estrada et al, 2015).

Por otro lado, las CEMB expresan en su superficie receptores tipo Toll (TLRs), como el
TLR2, el cual reconoce al acido lipoteicoico de S. aureus. Tras este reconocimiento se
activan diversas cinasas dependientes de la ruta de sefializacion de TLR2. En el caso de la
MB subclinica, se ha observado que S. aureus induce una respuesta inflamatoria
disminuida en las CEMB, ya que inhibe la activacion del factor transcripcional NF-«xB, el cual
es un elemento candnico de la respuesta inflamatoria y, en consecuencia, modula la
expresion y secrecion de diversos componentes de la RIl, como péptidos antimicrobianos,
oxido nitrico, citocinas pro y antiinflamatorias y quimiocinas (Rainard y Riollet, 2006;
Schukken et al, 2011). Adicionalmente, la proteina cinasa B (PKB), o también conocida
como AKT, forma parte de la respuesta inflamatoria mediada por la ruta PI3K/AKT
dependiente de TLR2. Se ha observado que esta ruta induce la activacion del factor
transcripcional AP-1, el cual se considera una ruta alterna a NF-xB. AP-1 est4 asociado a
la expresion de genes de la RIl como TNF-q, IL-1pB, etc. Y se ha observado que S. aureus

via TLRs puede activar este factor transcripcional (Yung-Cheng et al, 2017).
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El papel inmunomodulador de hormonas como el E2 en modelos epiteliales (vaginal,
uterino, etc.) estd ampliamente descrito y se ha observado que induce una respuesta
antiinflamatoria ante un agente estresor, ademas de favorecer la expresién de péptidos
antimicrobianos (Fahey and Wira, 2002). Para el caso de la PRL, se ha visto que ésta
favorece la respuesta inflamatoria, al inducir la expresion de citocinas proinflamatorias como
TNFa e interleucinas (Estrada-Chavéz et al, 2014). Pero en las CEMB no ha sido estudiado
a fondo el efecto dual de dichas hormonas, las cuales se encuentran presentes en el tejido
mamario, en condiciones fisiol6gicas. Recientemente en nuestro grupo de trabajo se
demostr6 que el E2 disminuye la internalizacién de S. aureus en las CEMB, al disminuir la
respuesta inflamatoria e inducir la expresion de péptidos antimicrobianos. Ademas, se
encontré que esta hormona regula esta respuesta inmune a través de la ruta de sefializacion
TLR2/Akt/AP-1, donde la cinasa FAK esta regulando el trafico de integrinas, todo lo anterior
se ve reflejado en la disminucion de la internalizacion de S. aureus (Medina-Estrada et al
2016). Por otra parte, la PRL favorece la internalizacion de S. aureus, al modular la
abundancia en membrana de los receptores de superficie TLR2 e integrina o581, y en
conjunto con la bacteria regulan positivamente elementos de la RIl, que van desde
citocinas, receptores de superficie y factores transcripcionales (Medina-Estrada et al 2015).
Sin embargo, el efecto conjunto de estas hormonas no ha sido probado en este modelo de
interaccion patégeno-hospedero. A pesar de que existe una intima relacion entre los efectos
hormonales y las infecciones bacterianas. Por lo cual, el objetivo del presente trabajo fue
evaluar el efecto de la mezcla hormonal (a concentraciones previamente reportadas) sobre

la internalizacion de S. aureusen CEMB y sus implicaciones sobre la RII.

2. Materiales y métodos

2.1 Reactivos y cepas

Se utilizé la hormona 17B-Estradiol de Sigma disuelta en 1% de etanol a una concentracion
de 50 pg/ml. La hormona bovina PRL (5 ng/ml) (lote AFP7170E) fue obtenida de A. F.
Parlow (NHPP, NIDDK, Torrance, CA, USA), la cual se disolvié en agua.

Para el presente estudio se utilizd una cepa certificada de S. aureus subsp aureus (ATCC
27543) proveniente de un caso de mastitis bovina clinica, con la capacidad de internalizarse
en CEMB (Ochoa Zarzosa et al, 2009). Para obtener el inéculo, la bacteria se creci6 en
caldo Luria Bertani (LB, 5 g de NaCl, 10 g de peptona y 5 g de extracto de levadura, por

cada litro de agua, BIOXON), incubandose a 37°C durante 16-18 h. Para los experimentos
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se ajustd el cultivo bacteriano a una D.O. (600 nm) de 0.2, la cual equivale a 9.2 x 107
UFC/ml.

2.2 Cultivo celular

Se utiliz6é un cultivo primario de CEMB (pasajes 2-8) obtenido de tejido alveolar de la ubre
de una vaca en estado lactante y libre de mastitis bovina. Se aislé y cultivd como se ha
descrito previamente por nuestro grupo de trabajo (Anaya-Lépez et al, 2006). Se cultivaron
en cajas Petri (Costar-Corning), con medio minimo esencial de Dulbecco y F12 de Ham
(DMEM/F12K, Sigma), suplementado con 10% de suero de ternera (Equitech-Bio), 1% de
penicilina-estreptomicina (400 U/ml, GIBCO), 10 ug/ml insulina, 10 ug/ml hidrocortisona
(Sigma), 250 ng/ml de anfotericina B (Invitrogen), ajustado a un pH de 7.4. Las células se

incubaron en una atmosfera de 5% de CO, a 37°C.

2.3 Viabilidad de CEMB y crecimiento de S. aureus

Para determinar el efecto de la mezcla hormonal en la viabilidad de las CEMB, las células
se crecieron enplacas de 96 pozos (Costar-Corning). Se sembraron 10,000 células/pozo y
se agreg6 medio DMEM/F12K sin suero y sin antibiéticos, 24 h antes de adicionar la mezcla
hormonal (24 h) a las concentraciones en las que se observé el efecto en la internalizacién
y en la inmunomodulacion de cada hormona (E2, 50 pg/ml y PRL, 5ng/ml) (Medina-Estrada
et al, 2014; Medina-Estrada et al, 2016), a 37°C. Posteriormente se agregaron 10 pul de 3-
(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2-5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT Sigma, 5mg/ml) a
cada pozo, y se incubd durante 4 h, a 37°C. Finalmente, se agregaron 100 ul de &cido
isopropanol (95% de isopropanol y 1 N de HCI) para disolver los cristales de formazan. La
lectura se realizé en un espectofotémetro lector de micro-placas (BIO-RAD) a una longitud
de onda de 595 nm.Ademas, la viabilidad de las CEMB se analiz6 mediante el ensayo de
exclusion de azul tripano, iniciando con la metodologia descrita. Al final se agregé azul
tripano 1:1 y se contaron las células vivas y muertas, en un contador automatico de células
(BIO-RAD, TC20).

Para analizar el crecimiento de las bacterias con la mezcla hormonal, se crecié S. aureus
(9.2 x 10" UFC/ml) en medio LB, a 37°C. La suspensioén bacteriana se trat6é con la mezcla
hormonal y se dej6 incubando durante 24 h, a 37°C, en agitacion. Pasado el tiempo, se
realizé una dilucion 1:100,000 para plaquear el cultivo bacteriano previamente expuesto

ante la mezcla hormonal, en cajas con agar LB y dejar incubando a 37°C, durante 16-18 h.
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Posteriormente se realiz6 el conteo de UFC, mediante un contador de colonias
(Interscience, Scan®500).Asimismo, se realizO un ensayo de viabilidad bacteriana,
mediante la misma metodologia mencionada anteriormente y utilizando un kit de viabilidad
LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability (L7012, Invitrogen). Las bacterias tratas con la
mezcla hormonal fueron incubadas con 1000ul del kit (1.5 pl de SYTQ9, 1.5 ul de IP y 997
ul de PBS frio), durante 15 min, a temperatura ambiente y a resguardo de la luz.
Posteriormente, la muestra se leyo en el citometro Accuri C6 (BD-Bioscience), colectando

10,000 eventos, a una velocidad de flujo lento.

2.4 Ensayos de proteccion con gentamicina

Para llevar a cabo estos ensayos, se utilizaron cajas de cultivo de 24 pozos (Costar-
Corning), con monocapas confluentes de CEMB, compuestas por aproximadamente
200,000 células/pozo. Las células se trataron 24 h con la mezcla hormonal (E2 50 pg/mly
PRL 5 ng/ml), en medio DMEM/F12K sin suero y sin antibiéticos. Posteriormente se
infectaron durante 2 h a 37°C con la cepa de S. aureus, a una multiplicidad de infeccion de
30:1. Pasado el tiempo de infeccidn, y para eliminar las bacterias que no lograron
internalizarse, se les adicion6 gentamicina (80 ug/ml) durante 1 h, a 37°C. Las CEMB se
lavaron 3 veces con PBS, se despegaron con tripsina-EDTA (Sigma) y se lisaron en 200 pl
de agua destilada estéril, para liberar las bacterias endocitadas. Los lisados se vertieron en
cajas Petri de 100 mm con medio sélido LB y se incubaron 16-18 h, a 37°C. Pasado el
tiempo se determiné el nimero de unidades formadoras de colonias, mediante un contador

automatico (Interscience, Scan®500), para establecer la relacion de UFC/CEMB.

2.5 Abundancia de integrinas o541 en la membrana plasmética de las CEMB

Se adicion6 colagena tipo | de cola de rata a cajas de cultivo de 24 pozos (Costar-Corning),
donde se cultivaron las monocapas confluentes de las CEMB (80,000 células/pozo). Se
agreg6 medio DMEM/F12K sin suero y sin antibiéticos 24 h antes de adicionar la mezcla
hormonal (24 h). Se llevo a cabo el ensayo de proteccion con gentamicina como se describio
anteriormente. Se lavaron las células 3 veces con PBS frio y se despegaron con 0.05% de
tripsina-EDTA (Gibco). Se recuperaron las células por centrifugacion (10 min/600 g), a 4°C.
La pastilla se lavé 2 veces con PBS frio para luego recuperar las células por centrifugacion
(2 min/600 g), a 4°C, sin resuspender. Posteriormente, se adiciond suero de cabra al 5%
en PBS (para bloquear las uniones inespecificas) y se resuspendio, se incubé 30 min en

hielo. Se recupero la pastilla centrifugando y se incubé con el anticuerpo anti-integrina a581
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MAB2514 (10 ug/ml) por 2 h, a 4°C, en agitacion. Pasado el tiempo de incubacion, se
lavaron las células en PBS frio, con centrifugacion, y se agregé el anticuerpo secundario
acoplado a fluoresceina (1:50 en PBS), para dejar incubando durante 1 h en agitacion en
hielo y cubierto de la luz. Finalmente se lavaron las células con PBS frio y se recuperd la
pastilla mediante centrifugacion, para adicionarles 100 ml de PBS. Posteriormente fueron
analizadas en un citometro de flujo Accuri C6, colectando 10,000 eventos por condicion, a

una velocidad de flujo medio.

2.6 Determinacion de la activacion de las MAPK cinasas

Para evaluar la concentracion de las MAPK cinasas fosforiladas (activas), se usé un Flex
Set Cytometric Bead Array (Becton Dickinson), en el cual, a partir de extractos de proteinas
citoplasméticas (30 mg), se incubaron con un anticuerpo especifico para cada cinasa de
interés. Posteriormente, se adicion6 una segunda esfera la cual estd acoplada a un
fluorocromo, el cual emitira la sefial. El protocolo fue montado en base a lo recomendado
por el proveedor. El analisis de las muestras se realizé en el citometro de flujo Accuri C6y
posteriormente estos datos se exportaron a un programa de andlisis (FCAP 3.1), para su

cuantificacion en base a la curva estandar.

2.7 Oligonucleétidos para gPCR

Para medir la expresion de genes de la RIl y de los receptores involucrados en el fenémeno,
se disefiaron oligos especificos mediante el programa DNAstar-Lasergene-PrimerSelect.
Los primers usados se muestran en la Tabla 1. La extraccion de ARN y posterior sintesis
de ADNCc, se realiz6 como se ha descrito previamente (Alva-Murillo et al, 2014). Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en el equipo StepOne Plus, mediante el método

AACT, con SyberGreen.

2.8 Andlisis estadistico
Los datos se obtuvieron de 3 experimentos independientes, por triplicado, y se compararon
mediante un analisis de varianza y la prueba t de Student, asi como una prueba de Tukey.

Los valores de p<0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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3. Resultados

3.1 La mezcla hormonal no afecta la viabilidad de las CEMB ni de S. aureus

Para descartar algun posible efecto citotdéxico sobre las CEMB con la mezcla hormonal
(PRL 5 ng/ml y E2 50 pg/ml), se realizaron ensayos de reduccién de MTT y de exclusién de
azul tripano (Fig. 1Ay B). No se observaron cambios significativos sobre la viabilidad celular
hasta las 24 h de tratamiento con la mezcla hormonal, en comparacién con las CEMB sin
tratamiento. De igual manera se evalué la viabilidad de la bacteria, mediante conteo de
unidades formadoras de colonia (UFC) y mediante un kit de viabilidad bacteriana, por
citometria de flujo (Fig. 1C y D). Tampoco se observaron alteraciones en la viabilidad

bacteriana con la mezcla hormonal.

3.2 Efecto de las hormonas sobre la internalizacion de S. aureus en las CEMB

En estudios previos se habia evaluadolos efectos sobre la internalizacién de S. aureus en
CEMB con las hormonas por separado, donde la PRL induce la internalizacion (5 veces) y
el E2 la inhibe (50%). Sin embargo, se desconoce el efecto de la mezcla. Mediante ensayos
de proteccion con gentamicina se probo el efecto de la mezcla hormonal en la invasion
bacteriana. Se observé que la mezcla inhibid (Fig. 2) hasta en un 40% la internalizacion de
S. aureus en las CEMB, dato que indica el aparente efecto predominante del E2 sobre la
PRL.

3.3 La mezcla hormonal disminuye la abundancia de la integrina o541 en las CEMB

Previamente se habia demostrado que en las CEMB infectadas con S. aureus, la integrina
disminuye su abundancia (60%), debido a que se internaliza mediante el mecanismo tipo
Zipper, junto con la bacteria. Interesantemente, la mezcla hormonal disminuyé ain mas la
abundancia del receptor (Fig. 3), con y sin la infeccién, 80 y 70%, respectivamente. Esto
coincide con lo reportado por nuestro grupo de investigacion, donde se encontrd que las
hormonas por separado regulan el tréfico de integrinas y por consecuencia su abundancia

en la membrana plasmatica.

3.4 Regulacion de rutas de sefializacion en las CEMB tratadas con la mezcla hormonal
Mediante citometria de flujo, utilizando un sistema Set Flex, se analiz6 la actividad de las
MAPK cinasas: JNK, ERK y p38 (Fig. 4A). De igual manera, se analiz6 la activacion de la

cinasa Akt. Se observé que la mezcla hormonal inhibié la fosforilacion de ERK y p38, con
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respecto al control sin tratamiento. Anteriormente, se habia observado que E2 inhibe a las
MAPK cinasas, las cuales estan asociadas a la activacion de los TLR2. Sin embargo, la
mezcla hormonal favorecié aun més este efecto. La cinasa Akt no sufri6 modificaciones en

su estado de activacion con la mezcla hormonal (Fig. 4B).

3.5 Modulacion de la RIl en CEMB tratadas con la mezcla hormonal

Para determinar la expresion y secrecién de elementos de la RIl, se realizaron qPCR (Fig.
5A y B) y ensayos de ELISA (Fig. 6). Los resultados indican que la expresién de citocinas
proinflamatorias, como IL-6 y TNF-a fue inducida en presencia de la mezcla (4 y 12 veces,
respectivamente). La expresion del péptido antimicrobiano traqueal (TAP) se incremento
con la mezcla (10 veces). Respecto a la secrecién del péptido antimicrobiano DEFB1, ésta
se incrementé en presencia de la mezcla y la bacteria (2 veces). Estos resultados
demuestran que la mezcla hormonal esta regulando diferencialmente la expresion de
elementos de la RIl en presencia de la bacteria. La modulacién de la expresion de
elementos de la RIl esta viéndose potenciada con la mezcla hormonal, puesto que por

separado las hormonas inducen la expresion, pero en menor proporcion.

4. Discusion

Uno de los principales patégenos asociados a la mastitis bovina es S. aureus, el cual se ha
reportado que tiene la capacidad de internalizarse en células fagociticas no profesionales,
como las CEMB. Las cepas que se internalizan de esta bacteria presentan la ventaja de
evadir de manera efectiva la RIl del hospedero, ademas de volver obsoletas las terapias
antimicrobianas. Resultado de esta estrategia, S. aureus logra persistir, multiplicarse y
causar infecciones crénicas y recurrentes, por lo cual cobra gran importancia tanto en la

medicina veterinaria y como humana (Aitken et al, 2001).

Se hareportado que TLR2 presente en las CEMB, es el receptor de superficie que reconoce
al acido lipoteicoico de S. aureus y participa en la activacién de distintas rutas de
sefializacion de la RIl, asi mismo S. aureus necesita de la integrina o581 para lograr
internalizarse en las CEMB (Alva-Murillo et al, 2014; Medina-Estrada et al, 2015). Nuestros
datos mostraron que la mezcla hormonal de PRL (5 ng/ml) y el E2 (50 pg/ml) inhiben la
internalizacion de S. aureusen las CEMB, resultados que concuerdan con una significativa

disminucion en la abundancia en membrana de la integrina o581, la cual es esencial para
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la internalizacién bacteriana. Esto sugiere que la mezcla modifica el trafico de integrinas y
como consecuencia la disponibilidad de éstas se ve disminuida, afectando la interaccion de
estos receptores con la bacteria. Dicho fenémeno podria asociarse a una menor invasion o

una mejor defensa del hospedero.

El andlisis de los genes asociados a la respuesta inmune indicé que la mezcla hormonal
favorecio la expresion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a. e IL-6, las cuales pueden
participar en la resolucién de la infeccion, ademas lo spéptidos antimicrobianos TAP vy
BNDB10 se vieron incrementados en su expresién génica. Estos elementos pueden
favorecer la respuesta del hospedero, aunado al incremento en la secrecion de la DEFB1
al medio extracelular, que puede contribuir a la eliminacién de la bacteria. Los efectos
conjuntos de la PRL y el E2, sobre la regulacion de la Rll en CEMB infectadas con S. aureus,
no se habia abordado con anterioridad. Sin embargo, es necesario explorar otros elementos
de las rutas de sefializacion en las que estas hormonas puedan estar participando con la
finalidad elucidar todos los mecanismos involucrados en esta interaccion patégeno-
hospedero, mediada por hormonas. En este sentido la mezcla hormonal también esta
regulando algunas de las MAPK cinasas asociadas a la via dependiente de TLR2; donde
p38 y ERK se vieron inhibidas en su actividad. Lo anterior podria explicar la baja expresion

de algunos genes de la RII (citocinas pro inflamatorias, principalmente).

Cabe resaltar que las concentraciones hormonales son fisiolégicas, ademas de que en un
sistema in vivo estan involucradas otras hormonas, las cuales también deben estar
afectando la RIl de la glandula mamaria bovina y por consecuencia, participando en los
procesos de interaccion patégeno-hospedero. Por lo cual una de las perspectivas, sera
evaluar varias hormonas a la vez en un sistema in vitro. Otro aspecto relevante, seria
evaluar las concentraciones hormonales en suero y leche, de las vacas con y sin mastitis
causada por S. aureus, para tratar de identificar indicadores o0 marcas asociadas, ya sea a

las concentraciones hormonales o a la infeccion.

5. Conclusion
Los resultados en el presente trabajo indican que las hormonas E2 y PRL, en conjunto,
modulan la RIl de las CEMB, favoreciendo la respuesta ante la infeccion causada por S.
aureus, el efecto sobre la RIl de las CEMB se ve potenciado respecto al efecto individual

de las hormonas.
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7. Leyendas de las figuras

Fig. 1. Viabilidad de las CEMB y de S. aureus con la mezcla hormonal. Las CEMB
fueron tratadas con el E2 (50 pg/ml) y la PRL (5 ng/ml) durante 24 h, para posteriormente
evaluar la viabilidad mediante ensayos de MTT (A) y azul tripano (B). La bacteria fue tratada
con la mezcla hormonal a diferentes tiempos, y posteriormente se determind su viabilidad,
mediante conteo de UFC (C) y citometria de flujo (D). Los datos mostrados son el resultado

de tres experimentos independientes, por triplicado (p<0.05).

Fig. 2. La mezcla hormonal disminuye la internalizacion de S. aureus en las CEMB.
Las CEMB fueron tratadas con la mezcla hormonal durante 24 h y posteriormente
infectadas con S. aureus durante 2 h, con una multiplicidad de infeccion de 30:1. Los datos
muestran el porcentaje de UFC recuperadas, después de lisar las CEMB. Los valores
fueron determinados considerando como el 100% de internalizacion a las CEMB sin
tratamiento. Cada barra muestra el promedio de tres experimentos independientes, por
triplicado. El “*” indica cambios significativos, con respecto al control sin tratamiento (P<
0.05).

Fig. 3. Papel de la Integrina a5B1 durante la internalizacion de S. aureus en las CEMB
tratadas con la mezcla hormonal. La abundancia en membrana de la integrina se muestra
en unidades relativas de fluorescencia. La intensidad de fluorescencia se estimé en 10,000
eventos analizados para cada condicion. Las CEMB fueron recuperadas posterior a sus
respectivos tratamientos e incubadas con el anticuerpo anti-integrina a5p1 y posteriormente
con un anticuerpo secundario acoplado a fluoresceina, para ser analizado por citometria de
flujo. Letras diferentes indican cambios significativos entre las distintas condiciones (P<
0.05).

Fig. 4. Participacion de las rutas de sefalizacion MAPKs y Akt en las CEMB tratadas
con E2 y PRL. Las CEMB fueron tratadas con la mezcla hormonal 24 h y/o infectadas con
S. aureus. Utilizando un sistema flex set para citometria de flujo se detectaron las MAPK
cinasas fosforiladas (A),y para determinar la actividad de Akt se utiliz6 un anticuerpo
acoplado a PE (anti-fosfo-Akt) (B). Para el caso de las MAPKs se muestra la cuantificacion
de las proteinas mediante el software de andlisis FCAP 3.1y para la cinasa Akt se muestran

las unidades relativas de fluorescencia obtenidas con el citdmetro Accuri C6. Se colectaron
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10,000 eventos, a una velocidad de flujo lento. Las letras indican cambios significativos (P<
0.05) entre las distintas condiciones experimentales.

Fig. 5. Expresién de elementos de laRll en las CEMB tratadas con lamezclahormonal.
Mediante PCR en tiempo real se determind la expresion relativa degenesde citocinas pro y
anti-inflamatorias (A), asi como de péptidos antimicrobianos (B). Las CEMB fueron tratadas
durante 24 h con la mezcla hormonal y/o infectadas con S. aureus durante 2 h. Los datos
representan la comparacion entre la expresion del gen de interés y el gen enddgeno
GAPDH (Mediante el método 2*CT). Cada barra muestra el resultado de 3 experimentos
independientes, por triplicado. Los cambios en la expresion del gen, mayores a 2 0 menores

a 0.5, son considerados como cambios significativos en la expresion del gen.

Fig. 6. Secrecion del péptido DEFB1 en las CEMB tratadas con E2 y PRL. La
concentracion de la DEFB1 en el medio condicionado de las CEMB tratadas con la mezcla
hormona y/o infectadas con S. aureus, se determind por ensayo de ELISA. El “*” indica
cambios significativos con respecto al control de CEMB sin tratamiento y sin infeccion (P
0.05).
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Tabla 1. Oligos para la evaluacién de la expresidén génica de los distintos elementos

delaRll
Gen Primer | Secuencia 5™-3’ Tamafio T (°C) Referencia
(bovino) del
fragmento
(pb)

TAP D GCGCTCCTCTTCCTGGTCCTG 216 57 Tellez-Pérez
R GCACGTTCTGACTGGGCATTGA et al, 2012

LAP D GCCAGCATGAGGCTCCATC 194 54 Tellez-Pérez
R CTCCTGCAGCATTTTACTTGGGCT et al, 2012

BNBD5 D GCCAGCTGAGGCTCCATC 143 55 Tellez-Pérez
R TTGCCAGGGCACGAGATCG etal, 2012

BNBD10 | D GCTCCATCACCTGCTCCTC 152 54 Tellez-Pérez
R AGGTGCCAATCTGTCTCATGA et al, 2012

DEFB1 D CCATCACCTGCTCCTCACA 185 54 Tellez-Pérez
R ACCTCCACCTGCAGCATT et al, 2012

S100A7 | D GCAGCTCTCAGCTTGAGCAG 221 54 Tellez-Pérez
R CCAGCAAGGACAGGAACTCAG et al, 2012

IL-1B D GCAGAAGGGAAGGGAAGAATGTAG | 198 52 Alva-Murillo et
R CAGGCTGGCTTTGAGTGAGTAGAA al, 2014

IL-6 D AACCACTCCAGCCACAAACACT 179 57 Alva-Murillo et
R GAATGCCCAGGAACTACCACAA al, 2014

TNF-a D CCCCTGGAGATAACCTCCCA 101 56 Alva-Murillo et
R CAGACGGGAGACAGGAGAGC al, 2014

IL-8 D TTCCACACCTTTCCACCCCAA 149 53.5 Alva-Murillo et
R GCACAACCTTCTGCACCCACTT al, 2014

IL-10 D GATGCGAGCACCCTGTCTGA 129 59 Alva-Murillo et
R GCTGTGCAGTTGGTCCTTCATT al, 2014

GAPDH D TCAACGGGAAGCTCACTGG 237 57 Alva-Murillo et
R CCCCAGCATCGAAGGTAGA al, 2014

TAP: Tracheal Antimicrobial Peptide; LAP: Lingual Antimicrobial Peptide; DEFB1: Defensin Beta 1;
BNBDS5: Bovine Neutrophil Beta Defensin 5; BNDB10: Bovine Neutrophil Beta Defensin 10; S100A7:
S100 Calciumbinding protein A7; TNF-a: Tumor Necrosis Factor-a; IL-18: Interleukin 1-8; IL-6:

Interleukin-6;

IL-8:

dehydrogenase.

Interleukin-8;

IL-10:

Interleukin-10; GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate
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Fig. 3.
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