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RESUMEN

La mastitis bovina es una patologia que es causada principalmente por bacterias, siendo
Staphylococcus aureus el principal agente causal de la mastitis subclinica ya que este
microorganismo puede estar presente de manera intracelular por largos periodos de
tiempo en las células del epitelio mamario bovino (CEMB). Esta enfermedad se presenta
generalmente durante el parto y el inicio de la lactancia, estadio caracterizado por
cambios fluctuantes de hormonas lactogénicas y mamogénicas como el estradiol (E2).
En investigaciones recientes se ha sefialado la asociacion del E2 con la actividad
antimicrobiana en un modelo de epitelio uterino humano, donde se ha demostrado que
induce un aumento de péptidos bactericidas asi como la disminucion de inductores de la
inflamacion. De la misma manera, antecedentes del grupo de trabajo reportan una
disminucién de la internalizacién y viabilidad de S. aureus en CEMBs tratadas con
diferentes concentraciones de E2. Esta hormona lleva a cabo sus efectos mediante la
unidén a receptores intracelulares especificos, conocidos como ERs que actian como
factores de transcripcién y estimulan varias vias de transduccién de sefales. En la
glandula mamaria bovina lactante solo se ha reportado que se expresa la isoforma a. Sin
embargo, hasta el momento no se ha estudiado como la infeccion por S. aureus modifica
los niveles de expresion de ERs en el epitelio mamario bovino, por ello el objetivo de
este trabajo fue establecer los efectos que ejerce la infeccién por S. aureus en CEMB
sobre la expresion del receptor del E2a. Los resultados de la investigacion demostraron
que las CEMB aumentan la expresion del ARNm y la abundancia nuclear del
ERa durante la infeccion por S. aureus, sugiriendo que el E2 pudiera llegar a modular la

respuesta inmune innata de las CEMB inhibiendo la internalizacion de S. aureus.

Palabras clave: Mastitis, estradiol, inmunidad innata, Staphylococcus aureus,

receptores de estrogenos.
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ABSTRACT

Bovine mastitis is a disease mainly caused by bacteria. Staphylococcus aureus is the
main causal agent of subclinical mastitis, due to its intracellular persistance for long
periods of time into the bovine mammary epithelial cells (0MEC). This disease usually
occurs during calving and early lactation, stages characterized by changes in the
concentrations of mammogenic and lactogenic hormones such as estradiol (E2). Recent
research indicates the relation of E2 with antimicrobial activity in a model of human
uterine epithelium, where it increased the production of bactericidal peptides whereas
decreased the inflammatory response. Similarly, our work group reported a decrease in
the internalization and viability of S. aureus into bovine mammary epithelial cells treated
with different concentrations of E2. Steroid hormones such as E2 exert their function
through the binding to specific intracellular receptors (RE) that act as transcription factors
and stimulate several signal transduction pathways. It has been reported that the
lactating bovine mammary gland only expresses the isoform a. However, it has not been
reported if the infection by S. aureus or other bacteria could alter the expression levels of
REa in the bMEC, which was the objective of the present work. The data obtained
showed that S. aureus increases the expression of the RNAm for REa in bMEC, as well
as its nuclear translocation, suggesting that E2 could modulate the innate immune

response of bMEC resulting in the inhibition of S. aureus internalization.

Keywords: Mastitis, estradiol, innate immunity, Staphylococcus aureus, estrogen

receptors.
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1. INTRODUCCION

La mastitis bovina (MB) es una de las enfermedades infecciosas més importantes
en el ganado lechero a nivel mundial ya que provoca una disminucion tanto en la
calidad, como en cantidad de la leche producida, lo que genera pérdidas econémicas

considerables (Brouillette et al., 2003)

Esta enfermedad presenta dafios patologicos localizados o generalizados, y
dependiendo de la magnitud de los mismos, puede tener manifestaciones clinicas o
subclinicas (Kerro-Dego et al.,, 2002). La enfermedad estd relacionada con factores
genéticos, nutricionales, ambientales y el manejo durante el ordefio, los cuales

predisponen al animal a la enfermedad (Schrick et al., 2001).

La MB es causada principalmente por bacterias, siendo Staphylococcus aureus el
principal agente causal de la mastitis subclinica ya que este microorganismo puede estar
presente por largos periodos de tiempo (Sharif et al., 2009). Parte del éxito de S. aureus
como patogeno se debe a que ha desarrollado diversas estrategias para adherirse e
invadir las células de su hospedero (Wall et a., 2005; Kerro-Dego et al., 2002). Dentro de
estas destacan las proteinas de union a fibronectina, las cuales son adhesinas unidas a
la pared celular que reconocen a la fibronectina y ésta a su vez se une principalmente a
la integrina a5B1, receptor de adhesiéon localizado en la membrana de las células del
hospedero (Yamada et al., 2003). Se ha descrito que S. aureus se puede internalizar en
diversas células hospedereas, lo que le permite evadir las barreras del sistema
inmunolégico (Garzoni et al., 2009).

La dificultad para tratar las infecciones relacionadas con S. aureus se debe en
parte a la resistencia antimicrobiana que esta bacteria presenta, y a que puede
permanecer durante largos periodos de tiempo de manera intracelular en las células del

epitelio mamario bovino (Gruet et al., 2001; Kerro-Dego et al ., 2002).
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La MB se presenta con mayor frecuencia durante el parto y el inicio de la
lactacion, estadios caracterizados por cambios importantes en las concentraciones de
hormonas lactogénicas y sexuales, durante este periodo, los niveles plasmaticos del
estradiol (E2) se incrementan en la ultima semana de la gestacion, alcanzando su
concentracion mas alta tres dias antes del parto, después del cual, la concentracion
disminuye rapidamente, hasta llegar a niveles basales (Lamote et al., 2006). Todos estos
cambios hormonales pueden estar relacionados con la disminucion de la respuesta
inmune de la vaca, favoreciendo el desarrollo de infecciones intramamarias, siendo el
canal del pezodn la via principal de entrada de las bacterias ya que se encuentra abierto
al momento del ordefio y expuesto a una gran cantidad de agentes infecciosos. Al
producirse una infeccién en la glandula mamaria el tejido glandular es el principal blanco
de infeccidn, en particular las células epiteliales mamarias bovinas (CEMB) (Miller et al.,
2007).

La participacion de distintas hormonas en el establecimiento de la MB se ha
demostrado previamente. Al respecto, en el grupo de trabajo se ha reportado que la
hormona prolactina (5 ng/ml) estimula la internalizacién de S. aureus en las CEMB, y en
conjunto con la bacteria, regulan elementos de la respuesta inmune innata en estas

células (Gutiérrez-Barroso, 2008).

El 17-Bestradiol (E2), al igual que la prolactina tiene una fuerte participacion
durante el parto y el inicio de la lactancia, esencialmente para regular la mamogénesis,
lactogénesis y galactopoyesis de la glandula mamaria. Se ha demostrado que durante
estos estadios el ganado bovino es mas susceptible de presentar MB, por lo cual se
asocia la presentacion de la enfermedad con los cambios en las concentraciones de

hormonas lactogénicas y sexuales (Gutiérrez-Barroso, 2007; Mustafa, 2011).

U.M.S.N.H Pagina 20



Lucio Hernandez Soberanis

Los epitelios pertenecen a una de las primeras barreras fisicas de la inmunidad
innata ante infecciones ya que tienen la capacidad de secretar péptidos antimicrobianos
asi como citocinas proinflamatorias como coadyuvantes de defensa (Radtke, 2006),
recientes investigaciones demostraron la produccién de estos en epitelio uterino humano
con tratamientos de E2 demostrando un aumento significativo de péptidos asi como
disminucién de inductores de inflamacion (Fahey et al., 2008). De la misma manera,
antecedentes del grupo de trabajo reportan una disminucion de la internalizacién y

viabilidad bacteriana con diferentes tratamientos con E2 (Guijosa-Garcia, 2014).

En este sentido, se ha sugerido que el E2 inhibe la propagaciéon bacteriana a
través del aumento de los mecanismos de la respuesta inmune innata del bovino
(Lamote et al., 2005), y de hecho se ha asociado a esta hormona con la regulacion de la
respuesta inmune de la glandula mamaria (Connor et al., 2007). Esto debido a que
existen receptores para el E2 (ER), los cuales se localizan en el citoplasma, en el
ndcleo, o en la membrana plasméatica y cuya expresion varia dependiendo del estadio

reproductivo del animal.

Estos receptores son esenciales para que el E2 pueda llevar a cabo diversos
efectos en la glandula mamaria. Las células epiteliales de la glandula mamaria bovina
lactante expresan uUnicamente la isoforma o del receptor para estrogenos (no se ha
encontrado la expresion de la isoforma ) (Connor et al., 2007). Sin embargo, ain no se
ha elucidado la participacion del receptor o del E2 en la respuesta inmune innata de la
glandula mamaria durante el proceso de infeccibn por S. aureus. Estos efectos se

pretenden estudiar en la presente propuesta.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Anatomia y fisiologia de la glandula mamaria bovina

El desarrollo mamario en los bovinos inicia durante la vida fetal en el ectodermo
embrionario formando el tejido glandular (parénquima), después del nacimiento los
conductos primarios se ramifican y proliferan a racimos de células alveolares epiteliales
organizadas en estructuras esféricas vacias llamadas alvéolos, que son las unidades
fundamentales secretoras de la leche (Fig.1). Alrededor del tercer mes se forman los
canales mamarios, luego los conductos excretorios y después se forman los alvéolos. El
sistema excretorio es completado al final del segundo trimestre de la vida fetal. Durante
el primer estadio post-natal, el proceso de crecimiento se presenta a una tasa igual que
el resto del cuerpo (crecimiento isométrico). Al comienzo del tercer mes la glandula
mamaria comienza a crecer 2-4 veces mas rapido que el resto del cuerpo hasta la
pubertad (crecimiento alométrico). Previo a la pubertad, el tejido mamario esti
influenciado por factores de crecimiento y hormonas que regulan su crecimiento,

diferenciacion y proliferacion (Glauber et al., 2007).

La ubre de la vaca se localiza en la region inguinal y consta de cuatro glandulas,
cada uno de estos complejos glandulares es completamente independiente con su
propia estructura secretora la cual se comunica con el exterior a través de su pezén. El
tejido glandular se encuentra dispuesto en lobulillos, cada uno consiste de unos 200

alvéolos, los cuales a su vez se reagrupan en lobulos (Ruckebusch et al., 2000)
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Figura 1. Representacion esquematica de la anatomia de la glandula mamaria
(Ruckebusch et al., 2000)
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Figura 2. Representacion de los alveolos revestidos de epitelio mamario.
(Fuente: www.nmcomLine.org)
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Un grupo de ligamentos y tejido conectivo mantienen a la ubre practicamente
adosada a la pared abdominal. La fortaleza de los ligamentos es deseable debido a que
ayudan a prevenir la formacion de una ubre colgante; minimiza el riesgo de lesiones; y
evitan dificultades cuando se utiliza el equipo de ordefio. La mitades derecha e izquierda
de la ubre estan separadas claramente, mientras que el cuarto frontal y el trasero rara

vez muestran alguna clara divisién externa (Glauber et al., 2007).

Los alvéolos se encuentran formados por células glandulares con secrecion
apocrina, rodeados por los conductos de células mioepiteliales contractiles, células
epiteliales alveolares y por los vasos sanguineos, linfaticos y nerviosos que se ramifican
a lo largo del estroma con relacion al epitelio (Ruckebusch et al., 2000). La actividad de
la célula secretora durante la lactancia incluye tres fases: secrecién, excrecion y reposo.
En la primera de ellas se sintetizan los componentes de la leche que se acumulan en el
polo apical de la célula (el mas proximo al lumen o luz del alvéolo) (Fig. 2). Durante la
fase excretora, los componentes de la leche son vertidos hacia la luz del alvéolo
pasando a un sistema de conductos lactiferos, luego se almacenan en la cisterna de la
glandula mamaria y por ultimo en la cisterna del pez6on hasta que se produce el
amamantamiento o el ordefio. El vaciado de la ubre libera a la glandula de la presion
intra-alveolar, permitiendo otra vez la sintesis de leche. Ademas, el vaciado de la ubre
estimula la produccién de la hormona prolactina (PRL), la cual contribuye al
mantenimiento de la lactancia, de modo que mientras que se produzca regularmente el

vaciado seguira habiendo produccion de leche (Roginski et al., 2003)

En la edad adulta el ciclo de la lactacién puede dividirse en periodos consecutivos:
mamogenesis, lactogénesis, galactopoyesis e involucion. Cada fase es caracterizada por

un estricto control hormonal (Glauber, 2007).
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A través de la gestacion, la proliferacion del epitelio mamario es dependiente de
estrégenos y progesterona. Los receptores especificos para esas hormonas se expresan
en niveles muy bajos durante la mamogénesis o lactogénesis. Las dos hormonas
interactdan y se refuerzan sinérgicamente. Asimismo, los estrégenos también estimulan
la secrecion de IGF-I (factor de crecimiento tipo insulina I) a partir de las células del
estroma de la glandula mamaria y causa el crecimiento de las células epiteliales
(Glauber, 2007).

La produccion de leche es controlada por las hormonas lactogénicas PRL y la
hormona de crecimiento (GH) durante la lactogénesis y lactopoyesis. Estas hormonas
son esenciales para la transicion de un estado proliferativo a una estado lactante a
través del dominio de la GH sobre la PRL durante la galactopoyesis en rumiantes, a
diferencia de humanos y cobayos. En el mantenimiento de la produccion lactea o
galactopoyesis la PRL en la vaca lechera reviste importancia. La accion de la PRL sobre
el epitelio mamario se presenta en forma directa o indirecta a través de la activacion de
factores de transcripcion, semejante a la GH que actla en forma directa en la glandula o
indirectamente a través de la produccion de IGF-I local o producida en el higado. Las
célula mamarias bovinas presentan receptores para IGF-1 y Il, receptores de insulina y
proteinas de unién IGF (Glauber, 2007).

La ganaderia de la produccion lactea se ha visto afectada por distintos tipos de
enfermedades entre las que destacan las nutricionales, virales y bacterianas, siendo

una de las mas importantes la mastitis.
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2. 2 La mastitis bovina

La mastitis bovina (MB) es una patologia de etiologia compleja, que se puede
manifestar de manera subclinica y clinica, generando pérdidas econdmicas
considerables en la ganaderia lechera en todo el mundo. Esta patologia se caracteriza
por la respuesta inflamatoria de la gldndula mamaria ante infecciones por
microorganismos, principalmente de origen bacteriano que con frecuencia invaden y
destruyen el tejido epitelial de la glandula mamaria (Wanasinghe, 1981). La constitucion

anatomica de la ubre la expone constantemente a lesiones y a los agentes infecciosos.

Fig. 3. Fotografia de ubre con mastitis clinica Fig. 4. Fotografia de ubre con mastitis subclinica
(Fuente: www.argentinainvestiga.edu.ar) (Fuente: www.argentinainvestiga.edu.ar)

La mastitis clinica puede presentarse en forma aguda o crénica. En esta patologia
la leche tiene apariencia anormal, con presencia de grumos e incluso hasta sangre y
secreciones serosas, hay enrojecimiento, tumefaccion y dolor en la ubre, con o sin
signos sistémicos (Fig.3). La forma subclinica de esta enfermedad no presenta
signologia (Fig. 4) (Schrick et al., 2001).
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Esta enfermedad tiene alta prevalencia en el ganado lechero bovino y es las mas
importante a nivel mundial, debido al impacto que genera en la ganaderia lechera,
puesto que disminuye la produccion de leche (de un 4% hasta un 30%), altera su valor
nutricional y sanitario, influyendo también en la calidad de los derivados lacteos, ademas
de que aumenta el nUmero de tratamientos clinicos, afecta el bienestar animal y genera
un desecho temprano de las vacas (Armenteros et al., 2002). En México, la MB genera
pérdidas aproximadas de 2.5 millones de pesos anuales, mientras que en los Estados
Unidos, se estima un gasto anual de 2 billones de dolares derivados de esta enfermedad
(Bedolla, 2008).

Los microorganismos contaminantes en la leche cruda se originan principalmente
de: 1) infecciones de la ubre o conducto del pezén; 2) el exterior de la ubre y ambiente;
3) el manejo de la leche y equipo de almacenamiento (Romero, 2004). El grupo de
bacterias responsables de la mastitis bovina es diverso. Clasicamente se dividen en
patégenos contagiosos y ambientales (Kerro-Dego et al., 2002), y estos se describen a

continuacion.
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2. 2. 1 Microorganismos patdgenos asociados a la mastitis bovina

Los patdgenos contagiosos de primera importancia incluyen a Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp y Mycoplasma spp (Riffon et al.,
2001; Kerro-Dego et al.,, 2002; Rossitto et al., 2002), mientras que los patdgenos
ambientales principales son los bacilos entéricos Gram negativos (Escherichia coli,
Klebsiella spp.), Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, y Enterococcus spp.,
que son transmitidos a través de las ordeflas por el ambiente que sirve como su

reservorio (Rossitto et al., 2002).

La mastitis por Streptococcus (agalactiae y dysgalactiae) presenta formas clinicas
y subclinicas. En el caso del S. agalactiae, la bacteria vive en los sueros de leche y la
ubre; y la formacion de coagulos de fibrina en cuartos afectados pueden impedir el
drenaje de la misma. El tejido secretor se atrofia rapidamente o se hace fibroso e
improductivo en forma permanente. La infeccion por S. agalactiae puede diseminarse
rapidamente en hatos libres, aun tras breve exposicién, siendo el Gnico reservorio
conocido las ubres infectadas o las lesiones del pezén. La mastitis por S. dysgalactiae
generalmente es subclinica, estas infecciones son transitorias y no causan dafios serios.
Otros estreptococos, como S. uberis, se localizan en piel y superficie de la ubre asi
como en vejiga y vagina. Generalmente esta bacteria no se transmite de vaca a vaca

durante el ordefio (Rossitto et al., 2002).
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2. 2. 2 Staphylococcus aureus

La MB es causada principalmente por bacterias, siendo S. aureus el principal
agente causal de mastitis subclinica aislado de la ubre, microorganismo que puede estar
presente por largos periodos de tiempo (Sharif et al., 2009). Parte del éxito de S. aureus
como patdgeno se debe a que ha desarrollado diversas estrategias para adherirse e
invadir las células de su hospedero (Wall et al, 2005; Kerro-Dego et al., 2002). Dentro de
estas destacan las proteinas de union a fibronectina, las cuales son adhesinas unidas en
la pared celular que reconocen a la fibronectina, estas a su vez se unen principalmente a
la integrina a5B1, receptor de adhesion localizado en la membrana de las células del
hospedero (Yamada et al, 2003) que le permiten evadir las barreras del sistema

inmunologico e invadir a la célula hospedera (Garzoni et al., 2009).

S. aureus es el patdgeno que con mayor frecuencia se aisla de casos de mastitis
bovina (>70%) y su capacidad de infectar el epitelio mamario se ha demostrado in vivo e
in vitro en cultivos de células de epitelio mamario bovino (CEMB) (Kerro-Dego et al.,
2002). Se ha descrito que S. aureus emplea una diversidad de estrategias para
adherirse y/o internalizarse en células hospederas, como las CEMB. Las cepas de S.
aureus que tienen la capacidad de internalizarse en diversos tipos celulares presentan
alun mas ventajas para sobrevivir, y en ocasiones multiplicarse en el interior de células

fagociticas no profesionales y profesionales.

En las CEMB se ha descrito un mecanismo de internalizacion tipo “zipper”, en el
cual participan diversos factores expresados en la superficie bacteriana y que, con
ayuda de receptores membranales, la bacteria llega a internalizarse con éxito (Qazi et al,
2004).

La internalizacion de la bacteria le permite persistir intracelularmente, evadir al
sistema inmune de manera mas eficiente, y a su vez vuelve mas compleja la terapia

antimicrobiana, generando asi infecciones crénicas (Sinha y Hermann, 2002)
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2. 2. 3 Mastitis causada por Staphylococcus aureus

La mastitis causada por esta bacteria es dificil de controlar con el tratamiento
convencional; y por lo tanto el control exitoso se logra mediante medidas preventivas. S.
aureus genera principalmente mastitis cronica que generalmente es subclinica, y las
vacas pueden tener infecciones, especialmente en la etapa del postparto. La bacteria
persiste en las glandulas afectadas y es contagiosa, principalmente durante el proceso
de ordefio. Una vez establecida, es de dificil tratamiento con antibiéticos, por lo que el
sacrificio puede ser la Unica opcidén para animales con afeccion cronica. La eficacia del
tratamiento es decreciente en medida que las vacas son mas viejas. Los niveles de
curacion para vacas en primera lactacion se reportan en el 77-91% de los casos,
mientras que, para la 2da y 3ra lactacion es del 64 al 74%, en tanto que, para la 4ta

lactacion solo del 47 al 50%.

S. aureus es considerado el principal agente etiologico de la mastitis bovina
subclinica, y la presencia de esta bacteria en la leche representa un riesgo para la salud
publica (De Oliviera et al., 2000). El reservorio principal de S. aureus esta localizado en
los cuartos de la glandula mamaria de la vaca y con frecuencia ocurre una propagacion

de la bacteria entre el ganado durante la ordefia (Sears y McCarthy, 2003)
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2. 3 Hormonas

Las hormonas son sustancias secretadas por células especializadas, localizadas
en glandulas de secrecion interna o glandulas enddcrinas (carentes de conductos), o
también por células epiteliales e intersticiales cuyo fin es el de influir en la funcion de
otras células (Pei Show, 2002). Las hormonas inhiben, estimulan o regulan la actividad
funcional de un 6rgano o tejido. Sin embargo, érganos como el Gtero y el hipotalamo
producen hormonas que no satisfacen la definicion clasica de estas sustancias. Las
hormonas pueden clasificarse segun su estructura bioquimica o su forma de accién
(Noriga et al., 2008).

Segun su naturaleza quimica, se reconocen tres clases de hormonas:

v Derivadas de aminoacidos: se derivan de los aminoéacidos tirosina y triptéfano.,

como ejemplo estan las catecolaminas y la tiroxina.

v Hormonas peptidicas: estan constituidas por cadenas de aminodacidos, bien
oligopéptidos (como la vasopresina) o polipéptidos (como la hormona del
crecimiento). En general, este tipo de hormonas no pueden atravesar la
membrana plasmatica de la célula diana, por lo cual los receptores para estas

hormonas se hallan en la superficie celular.

v Hormonas lipidicas: son esteroides (como el estradiol) o eicosanoides (como las
prostaglandinas). Dado su caracter lipéfilo, atraviesan sin problemas la bicapa
lipidica de las membranas celulares y sus receptores especificos se hallan en el

interior de la célula diana.
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2. 3. 1 Endocrinologia de la lactancia

El 17-8 estradiol, al igual que la prolactina, tiene una fuerte participacion durante
el parto y el inicio de la lactancia, esencialmente para regular la mamogénesis,
lactogénesis y galactopoyesis de la glandula mamaria. Se ha demostrado que durante
estos estadios el ganado bovino es mas susceptible de presentar MB, por lo cual se
asocia la presentacién de la enfermedad con los cambios en las concentraciones de

hormonas lactogénicas y sexuales (Gutiérrez-Barroso, 2007; Mustafa, 2011).

Se ha propuesto que los cambios en las concentraciones de las hormonas
sexuales que participan en los estadios ya mencionados, disminuyen la respuesta
inmune del organismo, favoreciendo asi la presentacion de la MB. ElI E2 por ejemplo,
durante la gestacion bovina presenta un pico elevado en la ultima semana antes del
parto y disminuye abruptamente después de este, para posteriormente regresar a un
estado basal, sugiriendo que los cambios en las concentraciones de esta hormona
sexual pueden comprometer la respuesta inmune innata durante este periodo,

favoreciendo asi la presentacion de infecciones (Lamote et al., 2005).
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2. 3. 2 Regulacion de la produccion de estradiol

El control de la funcién reproductora requiere una regulacion precisa, cuantitativa
y temporal, del eje hipotalamo-hipofisis-génadas. Dentro del hipotalamo, ciertos nucleos
liberan hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) con un patrén pulsatil. Se trata
de un decapéptido sintetizado por las células peptidérgicas hipotalamicas de la
eminencia media, cuya secrecion se halla bajo un fuerte control. La secrecion de GnRH
es pulsatil, siendo dichos pulsos infrecuentes e irregulares, altamente controlados por la
retroalimentacion de las gonadotropinas. La GnRH actta sobre una poblacion de células
gonadotropas de la adenohipdfisis, las cuales liberan gonadotropinas (hormona
luteinizante (LH) y hormona foliculo-estimulante (FSH)). La liberacién pulsatil rapida de

esta hormona estimula a la LH, mientras que la lenta favorece la secrecion de la FSH.

Se necesita la secrecion pulsétii de GnRH para lograr una secrecidon sostenida de
gonadotropinas. Una secrecion continla de GnRH reduce rapidamente la secrecion de
LH y FSH. En el ovario, la FSH y la LH se unen a las células de la granulosa y la teca
para estimular la foliculogénesis y la produccion ovarica de diversos esteroides sexuales
(estrégenos, progesterona y androgenos), péptidos gonadales (activina, inhibina y
folistatina) y factores del crecimiento (Fig. 5). Entre otras funciones, estos factores
derivados del ovario retroalimentan al hipotalamo e hipofisis para inhibir o aumentar la

secrecion de GnRH y godanotropinas.

El ovario tiene tres zonas con capacidad de producciéon hormonal, secretando:
v Foliculo: estradiol (en mayor cantidad), progesterona y andrégenos.
v" Cuerpo luteo: progesterona (en mayor cantidad) y estrégenos.

v' Estroma: andrégenos (en mayor cantidad), estrdgenos y progesterona.

Asimismo, segrega activina e inhibina, que actian sobre la hipdfisis activando o

inhibiendo respectivamente la produccién de FSH (Sintex, 2005).
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Hipofisis
anterior

Hipotalamo

FSH | Progesterona

Cuerpo amarillo

Desarrolio folicular |

Relaxina

| Progesterona |

‘3 Tejido femenino

Fig 5 . Esquema que ilustra las interacciones hormonales entre el

eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal
(Levin, 2005)
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2. 3. 2. 1 Estrogenos

Alcanzan su mayor nivel en el estro. Los estrégenos son hormonas esteroideas,
producidos por el foliculo ovérico y tienen acciones sobre los distintos 6rganos en los
gue intervienen como son las trompas, el Utero, la vagina, la vulva, o el sistema nervioso

central en el cual estimulan la conducta de celo (Sintex, 2005).

Los estrégenos actuan sobre el crecimiento y diferenciacion celular, desarrollo,
mantenimiento y funciones de los 6rganos reproductores, los ciclos de actividad sexual,
tienen efectos metabdlicos generales en todo el cuerpo tales como el aumento de la
lipogénesis en el tejido adiposo que podria ser un marcador de diferencia en la forma

corporal y distribucion de grasas (Connor et al., 2007).

El estrogeno de primera importancia en la hembra es el E2, aunque pequefas
cantidades de estrona y estriol son también secretados por diferentes partes del ovario
(Echeverras, 2006).
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2. 3. 2. 2 Sintesis de las hormonas esteroideas

El E2, como otros esteroides, es derivado del colesterol. Después de la division

de la cadena lateral y usando la via delta-5 o delta-4, la androstenediona es el

intermediario clave. Una fraccion de la androstenediona es convertida a testosterona,

que a su vez se somete a la conversién a E2 por una enzima llamada aromatasa. En

una via alternativa, la androstenediona es aromatizada a estrona, que posteriormente es
convertida a estradiol (Fig. 6).
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Fig 6. Ruta de la sintesis del estradiol (Levin, 2005)
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2. 3. 2.3 El 17 B-Estradiol (E2)

El estradiol es por definicion una hormona esteroide sexual y es el estrogeno
predominante durante la vida reproductiva de los mamiferos. Ademas de sus multiples
funciones sexuales y reproductivas, se le ha asociado con la regulacién de la respuesta
inmune (Connor et al.,, 2007). Tiene como funcién el crecimiento, desarrollo y
diferenciacion celular asi como con el funcionamiento de tejidos blanco incluyendo el

sistema reproductivo con las glandulas mamarias (Kowalski, 2001)

El E2 tiene 18 atomos de C, cuenta con 3 dobles ligaduras en el anillo A, un OH en C3, y
otro OH en C17, en posicion beta. El estradiol es abreviado E2 ya que tiene dos grupos

hidroxilos en su estructura molecular (Fig. 7).

—H
CHs

Estradiol

H\o

Fig 7. Estructura quimica del 173-Estradiol
Fuente:lookfordiagnosis.com

Las hormonas esteroideas ejercen su funcion mediante la unién a receptores
intracelulares especificos, conocidos como ERs que actian como factores de

transcripcion y estimulan varias vias de transduccion de sefales.
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2. 3. 2. 4 Receptores de E2

El mecanismo por el cual el E2 ejerce sus efectos es a través de la activacion de
sus receptores especificos, su activacion no requiere necesariamente a su ligando
natural (Heldrin et al., 2007). Existen 3 receptores para el E2, el receptor de estradiol alfa
(ERa), receptor de estradiol beta (ERB) y el receptor GPR30, sin embargo este ultimo
s6lo se ha encontrado en cancer de mama humano. Los ERa y ERB tienen un papel
importante en la sefalizacion para activar genes participantes en la proliferacion celular
del sistema nervioso, pulmon, prostata, utero, ovario y glandula mamaria (Heldrin et al.,
2007). Estos receptores de estrégenos se localizan en la parte citopladsmica y nuclear de
sus células blanco (epitelio mamario, por ejemplo. En los bovinos la expresion de los ER

varia de acuerdo al estadio reproductivo (Schams et al., 2003).

En ausencia de hormona, los receptores de estrogeno se encuentran localizados
principalmente en el citoplasma. El estrogeno, al ser una hormona esteroidea, puede
atravesar la membrana plasmatica de la célula, con lo que los receptores no necesitan
estar anclados a membrana para unir el estrégeno, existen dos tipos de activaciones la

gendmica y no genémica (Levin, 2005).

Gendmica: La unién de la hormona al receptor pone en funcionamiento un cierto
namero de eventos que comienzan con la migracion del receptor desde el citoplasma al
nacleo celular, la dimerizacién del receptor y la union de este dimero a unas secuencias
especificas de ADN conocidas como elementos de respuesta a hormonas. ElI complejo
receptor/ADN recluta entonces otras proteinas implicadas en la transcripcion de los
genes diana y asi expresar determinadas proteinas que daran lugar a variaciones en la
funcion celular. Los receptores de estrogeno también tienen un dominio de uniéon a ADN

y pueden actuar como factores de transcripcion para regular la produccién de proteinas.

No gendmica: Algunos receptores de estrégeno se asocian con la superficie de la
membrana celular y pueden ser rapidamente activados por exposicion de las células al

estrogeno.
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La conformacion activada del receptor de estrégeno forma un dimero y, puesto
que ambas variantes son coexpresadas en diversos tipos de células, los receptores
pueden formar homodimeros del tipo ERa (aa) o ERB (BB), o heterodimeros del tipo
ERapB (aB). Los receptores de estrégeno a y B muestran una significativa similitud de

secuencia, y ambos se componen de siete dominios (Heldrin et al., 2007) (Fig. 8).

Dominio de

union al ADN
N-Terminal (DBD)
l mr.*r 18] 4‘ kL] l 'ﬁ_aﬂ* 505
hERa AB | C | D | E | F|
148 214 4 500530
hERp A/B C | D E |F

Fig 8. Dominios de ERa y ERp, incluyendo algunos de los sitios de fosforilacion
conocidos implicados en la regulacion independiente de ligando ( Ribeiro et al, 1995).

Los ER, una vez activados, pueden unirse directamente a regiones del ADN de
respuesta a estrogenos y regular la expresion de los diferentes genes diana, actuando
como factores transcripcionales. La expresion y actividad de los ER se ve regulada
durante los distintos estadios del desarrollo de la glandula mamaria bovina, con la
finalidad de modular la mamogénesis, lactogénesis y galactopoyesis. En la glandula

mamaria bovina, es predominante la expresion del Era (Connor et al., 2007)
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3. ANTECEDENTES

A través del tiempo se ha podido comprobar que los esteroides gonadales regulan
la respuesta inmune de tipo humoral y celular, ello con base a que los o6rganos
responsables de la respuesta inmune poseen receptores especificos para los esteroides
gonadales; y la respuesta inmune se modifica durante el periodo de gestacién, cuando la
concentracion de hormonas esteroides sexuales se incrementa. Sin embargo, ademas
de que el sistema inmune es regulado en gran medida por los esteroides gonadales, los
niveles circulantes de éstos también pueden ser afectados por la funcién del sistema

inmune (Kerro-Dego et al., 2002).

El E2 tiene una relevante funcidon sobre la proliferacion y diferenciacion del epitelio
mamario bovino, en el que ejerce acciones directas a través de receptores especificos.
Las células epiteliales de la glandula mamaria bovina lactante expresan Unicamente la
isoforma a del receptor para estrogenos (no se ha encontrado la expresion de la
isoforma 3) (Connor et al., 2007). Por otra parte, con base en los datos que demuestran
una mayor incidencia de infecciones intramamarias bovinas durante el periparto y el
establecimiento de la lactancia, se han analizado las concentraciones de diversas
hormonas, tratando de correlacionar las mismas con el desarrollo y persistencia de la
mastitis. La participacion de distintas hormonas en el establecimiento de la MB se ha
demostrado previamente. Al respecto, en el grupo de trabajo se ha reportado que la
hormona prolactina (5 ng/ml) estimula la internalizacion de S. aureus en las CEMB, y en
conjunto con la bacteria, regulan elementos de la respuesta inmune innata en estas

células (Gutiérrez-Barroso, 2008).

El E2, al igual que la prolactina tiene una fuerte participacion durante el parto y el
inicio de la lactancia, esencialmente para regular la mamogénesis, lactogénesis y
galactopoyesis de la glandula mamaria. Se ha demostrado que durante estos estadios el
ganado bovino es mas susceptible de presentar MB, por lo cual se asocia la
presentacion de la enfermedad con los cambios en las concentraciones de hormonas

lactogénicas y sexuales (Gutiérrez-Barroso, 2007; Mustafa, 2011).
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Los epitelios pertenecen a una de las primeras barreras fisicas de la inmunidad
innata ante infecciones ya que tienen la capacidad de secretar péptidos antimicrobianos
asi como citocinas proinflamatorias como coadyuvantes de defensa (Radtke, 2006).
Recientes investigaciones demostraron la produccién de estas moléculas en epitelio
uterino humano tratado con E2, demostrandose un aumento significativo de la
producciéon de péptidos antimicrobianos asi como la disminucion de inductores de la
inflamacion (Fahey et al., 2008). De la misma manera, antecedentes del grupo de
trabajo reportan una disminucion de la internalizacion bacteriana en  diferentes
tratamientos con E2 en epitelio mamario bovino(Guijosa-Garcia, 2014). A pesar de las
evidencias anteriores, hasta el momento no se ha reportado como la infeccion por S.
aureus u otras bacterias modifican los niveles de expresion de los ER en el epitelio

mamario bovino.

U.M.S.N.H Pagina 41



Lucio Hernandez Soberanis

4. JUSTIFICACION

La mastitis bovina es una patologia que se presenta generalmente durante el
parto y el inicio de la lactancia, estadio caracterizado por cambios fluctuantes de
hormonas lactogénicas y mamogeénicas como el E2. En recientes investigaciones se ha
sefialado la asociacion de esta hormona con la actividad antimicrobiana en epitelio
uterino humano demostrando un aumento significativo de péptidos bactericidas asi como
disminucién de inductores de inflamacion (Fahey et al., 2008). De la misma manera,
antecedentes del grupo de trabajo reportan una disminucion de la internalizacion y
viabilidad de S. aureus en epitelio mamario bovino con diferentes tratamientos con E2
(Guijosa-Garcia, 2014). Sin embargo, hasta el momento no se ha reportado cémo la
infecciébn por S. aureus u otras bacterias modifican los niveles de expresion de los

receptores ER en el epitelio mamario bovino.
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5. HIPOTESIS

La infeccion por Staphylococcus aureus en las células epiteliales mamarias bovinas

promueven la expresion del receptor de estrogenos alfa.

6. OBJETIVOS

6.1 Obijetivo general

Establecer los efectos de la infeccion por S. aureus en células epiteliales mamarias
bovinas sobre la expresion del receptor alfa del 173-estradiol.

6.2 Obijetivos particulares

1. Analizar la expresion del gen del receptor alfa para el 17B-estradiol en células de

epitelio mamario bovino infectadas con S. aureus.

2. Analizar la expresion de la proteina del receptor alfa para el 17B-estradiol en

células de epitelio mamario bovino infectadas con S. aureus.
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7. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizo en el Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia

perteneciente a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia en la UMSNH.

7.1 Estrategia experimental

f s
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Cepa -ATCC 27543

.,,.“
landula mamari
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\ — RT-PCR
CITOMETRIA DE f ( Analisis del receptor
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Abundancia del receptor 3

del 17P/estradiol
Epitelio Mamario Bovino

INMUNOCITOQUIMICA
Analisis de la fluorescencia del
receptor alfa del 17p/estradiol
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7.2 Cultivo de Staphylococcus aureus

Se empled la cepa patdgena de Staphylococcus aureus ATCC 27543, proveniente de un
caso de mastitis clinica y con capacidad de invadir células de epitelio mamario
(Gutiérrez-Barroso et al, 2008; Lara-Zarate et al, 2011). Las bacterias se cultivaron en
medio Luria-Bertani (LB, Difco; 5 g de NaCl, 10 g de peptona y 5 g de extracto de
levadura, agua c.b.p. 1000 mL, BIOXON) a 37°C. El in6culo bacteriano se obtuvo a partir
de cultivos crecidos durante 16 h a 37°C. La cepa ATCC 27543 es sensible al antibiético
gentamicina, el cual se utilizara para eliminar las bacterias extracelulares en los ensayos

de internalizacion.

7. 3 Cultivos primarios de células de epitelio mamario bovino (CEMB)

Se utilizaron CEMB obtenidas de tejido alveolar de la ubre de vacas lactantes, las cuales
se aislaran y cultivaran como se ha descrito previamente (Anaya-Lopez et al, 2006).
Para su cultivo se emple6 la mezcla de medio minimo esencial de Dulbecco y F12 de
Ham (DMEM/F12, Sigma), suplementado con penicilina estreptomicina (100 U/mL y 100
Mg/mL, respectivamente), 10% de suero fetal bovino, insulina e hidrocortisona (10 pg/mL

de cada una).
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7.4 Inmunocitoquimica (ICQ) en cubre objetos

Se sembraron aproximadamente 20,000 CEMB en cubreobjetos redondos cubiertos con
coldgena de cola de rata tipo | (6-10 n g/cm2, Sigma) y se colocaron sobre cajas de

cultivo de 12 pozos. Se cultivaron las CEMB hasta que alcanzaron la confluencia (1 o 2
dias) en medio DMEM/F12 adicionado con suero fetal bovino y antibiético. Una vez esto,
se incubaron con medio DMEM/F12 sin suero y sin antibiéticos durante 24 h. Las células
fueron infectadas de acuerdo a como se describié anteriormente. Se fijaron durante 10
minutos con paraformaldheido al 4% en PBS y posteriormente se realizaron 3 lavados
con PBS Triton (PBT 3.0%). Los cubreobjetos se colocaron en una cadmara humeda;
seguido de esto se bloquearon con suero de cabra (1:100 en PBT 6 PBS) durante 20
min, para evitar uniones inespecificas. Posteriormente se incubaron toda la noche a
temperatura ambiente y en camara humeda, con el anticuerpo contra receptores
fosforilados (Phospho-Estrogen Receptor (Ser118) (16J4) Mouse mAb) de Cell signal
(1:50 en PBT). Los cubreobjetos se lavaron 3 veces con PBT, y se incubaron con el
segundo anticuerpo acoplado a rodamina (Chemicon-Millipores 1:50 en PBT 6 PBS). Se
lavaron 3 veces con PBT y se incubaron con 4°, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI
1:1000 en PBS) por 5min. Finalmente las células se lavaron 3 veces con PBT, los
cubreobjetos fueron montados en una solucién PBS-Glicerol 1:1 y se observaron al

microscopio de epifluorescencia (Zeiss).
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7.5 Citometria de flujo

Se realiz6 citometria de flujo (CF), siguiendo la estrategia de cultivo celular utilizada para
la ICQ, pero una vez alcanzando la confluencia celular, se llevaron las células a las
diferentes condiciones establecidas, se lavaron las células con PBS y se les afiadié 1 ml
de tripsina-EDTA (0.25%-0.5 nM respectivamente, Sigma) para despegarlas de los
pozos. Se inactivo la tripsina con el mismo volumen de medio DMEM/F12 mas suero fetal
bovino y se coloco todo el contenido del pozo en tubos de eppendorf de 1.5 ml. Se
centrifugaron por 10 min a 2,500 rpm. Se recupero la pastilla (células) y se realizaron 3
lavados en centrifuga a 4° C con 100 .| de PBS frio. Posteriormente se bloqued con
suero de cabra al 5% en PBS por 30 min en hielo y después se incubé con el anticuerpo
primario (anti ERa) a una concentracion de 10 n g/ml, durante 2 h en hielo, en agitacion
y diluido en PBS con albumina al 0.1%. Pasadas la 2 h de incubacion, se realizaron 3
lavados en centrifugacion y se incub6 con el anticuerpo secundario acoplado a rodamina

(TriTC 20 x g/ml 1:50 de PBS con albumina) por 1 h en agitacion con hielo y cubierto de

la luz. Terminado el tiempo, se hicieron 2 lavados mas; para fijar con formaldehido al 4%
en PBS durante 10 min en hielo. Se lavaron 3 veces para quitar el excedente de
formaldehido y se analizaron en un citémetro de flujo Accuri C6 en donde se contaron 10,
000 eventos por tratamiento (Becton-Dickinson).
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7.6 Analisis de la expresion de gen del ERa

El ARN total de las CEMB se extrajo de todas las condiciones evaluadas usando Trizol
(Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del proveedor y después se usé para
sintetizar ADN complementario (ADNc). La muestra obtenida se tratd con DNAsa |
(Invitrogen) para remover cualquier contaminaciéon con ADN. La sintesis del ADNc se
realizd por la reaccion de transcripcion reversa (RT) y se llevé a cabo en un volumen
final de 20 u I conteniendo 25  g/ml de oligo d(T)15-18 (Invitrogen), 500 nM de dNTP’s
Mix (Invitrogen). La reaccién se incub6 a 65°C por 5 min y después 5 min en hielo. Se

centrifugé y se afadieron 4 u | de 5X First-Strand Buffer (Invitrogen), 10 mM de
ditiotreitol (Invitrogen) y 2 U/ x| de inhibidor de RNAsa (Invitrogen), luego se incubo a
37°C durante 2 min. Finalmente, se adicionaron 10 U/ | de la enzima transcriptasa

reversa M-MLV (Invitrogen) y posteriormente se incubd a 37°C por 50 min, la reaccién se

inactivd mediante el calentamiento a 70°C por 15 min.

Se confirmo la integridad del ANDc sintetizado por medio de una PCR de punto final
empleando oligonucleétidos especificos para el gen constitutivo gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH)(Tabla 1).

Este ADNc se utiliz6 para establecer los niveles de expresion del ERa, como control

interno (gen enddgeno) se utilizara GAPDH (Tabla 1).

Especificidad Oligonucledtido Secuencia
o receptor Sentido 5-GACCCTACCAGACCTTTCAGTG-3’
estrogeno Reverso 5-TGCTCCATGCCTTTGTTGC-3
GAPDH Sentido 5-TCAACGGGAAGCTCACTGG-3
Reverso 5-CCCCAGCATCGAAGGTAGA-3

Tabla 1. Oligonucledtidos que ese empleo en este trabajo
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7.7 Andlisis estadistico

Los datos se sometieron a una comparacion mediante de T de student y se reporta la

media con * el error estandar. Se consideraron diferencias significativas cuando P <0.05.

8. RESULTADOS

El objetivo de este trabajo fue analizar la expresion del ERa para el 17- 3 estradiol en
células de epitelio mamario bovino infectadas con S. aureus. Para esto, se realizé un
andlisis de la expresion del gen del ERaq, al igual que un analisis de la expresion de la
proteina con dos aproximaciones diferentes: inmunocitoquimica y citometria de flujo,

tanto en células de epitelio mamario bovino infectadas con S. aureus como no infectadas.
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8.1 Andlisis de la expresion del gen del ERa en epitelio mamario bovino infectado

con S. aureus

Para evaluar la expresion del gen ERa en el epitelio mamario bovino infectado por S.
aureus durante 2 horas, se realiz6 un analisis de RT-PCR en punto final en células
infectadas y no infectadas. En la Figura 9A se muestra el analisis densitométrico del
producto de PCR correspondiente al gen del ERa con respecto a la expresion del gen
enddgeno empleado que consisti6 en GAPDH (Glyceraldehyde-3-fosfato deshidrogenasa).
El ARNm del ERa aument6 significativamente en las células infectadas con S. aureus (~3

veces, P<0.05) con respecto a las células sin infectar.

1 2
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Fig 9. Expresion del ERo evaluada por RT-PCR en punto final en células de epitelio mamario bovino

infectadas con S. aureus durante dos horas. A) Andlisis densitométrico de la expresién del ERa, con
respecto a la expresion de GAPDH. B) Electroforesis en gel de agarosa al 2% representativa de los
productos de RT-PCR amplificados con los oligonucleétidos especificos para el ERo, y GAPDH Los

datos de las gréficas son resultado del promedio de 3 6 mas experimentos independientes. Se muestra la
media con sus respectivos errores estandar y se representa con * (p< 0.05) las diferencias significativas.

La densitometria se analiz6 con el programa Image;.
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8.2 Analisis del ERa en epitelio mamario bovino infectado con S. aureus por

inmunocitoquimica

Para evaluar la expresion de la proteina del ERa en el epitelio mamario bovino infectado
con S. aureus y sin infectar, se determiné la expresién de la proteina intranuclear
empleando anticuerpos especificos mediante inmunocitoquimica. Una figura ilustrativa de
la inmunotincidon se muestra en la Figura 10. Se analizaron 60 células, a las que se les
determind la intensidad de fluorescencia empleando el programa ImageJ. En la Figura 11
se muestra la intensidad de fluorescencia relativa obtenida en células inmunotefidas
para el ERa de las 60 células analizadas, detectdndose un aumento significativo del
ERa en el nacleo de las células infectadas comparadas con las células control (P<0.05).
Cabe sefalarse que el anticuerpo empleado detecta el ERa fosforilado sugiriendo el

ERa ha sido activado y por lo tanto translocado al nucleo. [

Control Infectado

Fig 10. Fotografias representativas de la inmunotincién positiva del ERo estradiol evaluada por
inmonocitoquimica en células no infectadas (A) y tratadas con S. aureus (B). Las células se analizaron en
un microscopio de epifluorescencia contra tifiendo el ndcleo con DAPI. Se observa una mayor localizacion

del ERa en el nicleo de las células infectadas (B).

U.M.S.N.H Pagina 51



Lucio Hernandez Soberanis

14000000 =

12000000

10000000

8000000

6000000

ERa

4000000

2000000

Control Infectadas

Fig 11. Inmunotincién positiva del ERa evaluada por inmonocitoquimica en células no infectadas y
tratadas con S. aureus. Se analizaron 60 células, a las que se les determind la intensidad de fluorescencia
empleando el programa ImageJ. Se muestra la intensidad de fluorescencia relativa obtenida en células
inmunotefiidas para el ERa. Se representa con un * las diferencias significativas (P<0.05) entre los dos

tratamientos.
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8.3 Analisis del ERa por citometria de flujo

La expresion del ERa en epitelio mamario bovino se determind también por citometria de
flujo. En la Figura 12A se muestra un histograma representativo de las CEMB positivas
para las presencia del ERa fosforilado intracelular. Se aprecia que hay una mayor
cantidad de células fluorescentes en el tratamiento con S. aureus, en comparacion con
el control. En la Figura 12B se muestra el andlisis de las medias de la citometria. Aunque
no hay diferencias significativas entre los dos tratamientos, se observa una tendencia de

mayor expresion del ERa en las CEMB infectadas.
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Fig 12 . Citometria de flujo de CEMB que expresan el ERa. A) Histograma representativo de la expresion
del ERa en las CEMB. Se midieron 10,000 eventos por condicion, donde el histograma negro representa
células control, mientras que el rojo representa CEMB infectadas durante 2 h con S. aureus. Los
experimentos fueron realizados por triplicado. B) Media de la fluorescencia de las CEMB analizadas por

citometria de flujo. Se muestran triplicados.
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9. DISCUSION

La mastitis bovina (MB) es una de las enfermedades infecciosas més importantes
en el ganado lechero a nivel mundial, provocando una disminucion tanto en la calidad,
como en cantidad de la leche producida, lo que genera pérdidas econdmicas
considerables (Brouillette et al., 2003). Esta enfermedad se presenta con mayor
frecuencia durante el periodo de lactancia (Schrick et al., 2001). Para su control se
recurre principalmente al uso de antibidticos; sin embargo, el uso inadecuado de los
mismos ha llevado a la seleccién de microorganismos resistentes causantes de la
mastitis, lo que ha resultado en la disminucion de la eficacia de la terapia antimicrobiana
(Kerro-Dego et al., 2002).

Se han reportado mas de 135 microorganismos implicados como causantes de
infeccion intramamaria, pero el principal agente causal de la mastitis en bovinos es
Staphylococcus aureus, el cual tiene la capacidad de invadir las células del epitelio
mamario bovino y sobrevivir dentro de ellas, permitiéndole evadir el sistema inmune del
hospedero (Kerro-Dego et al., 2002). En los paises subdesarrollados S. aureus tiene un
papel preponderante como agente causal de la mastitis bovina subclinica (Castafieda et
al, 2011; Gianneechini et al, 2002; Shitandi y Sternesjo, 2004; Valero et al, 2010). Para
el establecimiento y mantenimiento del proceso infeccioso, S. aureus puede producir
mas de 30 factores de virulencia (Haveri et al.,2008), ademas cuenta con una gran
capacidad de adquirir elementos exdgenos por transferencia horizontal con otras
especies, lo que le permite ser un agente exitosos y facil de adaptarse a diferentes
ambientes y a terapias antimicrobianas a través de adquirir diversos factores de
resistencia antibioticos y de evasion de la respuesta inmune (Huletsky et al., 2004). Tal

resistencia hace dificil contrarrestar esta enfermedad.
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El ciclo estral bovino esta regulado por hormonas, viajan por la sangre hacia
tejidos blanco que contienen receptores especificos para las mismas (Lamb et al., 2009).
Dentro de los mensajeros quimicos intracelulares se encuentran las hormonas
esteroideas, estas hormonas son importantes ya que regulan cambios metabdlicos,

morfologicos y de comportamiento en el bovino (Miller, 1988).

El 17- B estradiol forma parte del grupo de las hormonas esteroideas, es
producido por los ovarios y tiene accidn directa sobre la glandula mamaria. Actia
regulando crecimiento, desarrollo, diferenciacion celular y esta asociado con la
regulaciéon de la respuesta inmune (Connor et al., 2007). La incidencia mas elevada de
mastitis se presenta durante los periodos secos y en el periparto, estos eventos
fisiol6gicos se caracterizan por un aumento en los niveles plasmaticos de la hormona 17-
B estradiol en la dltima semana de la gestaciéon, alcanzando su concentracion mas alta
tres dias antes del parto, después del cual, la concentracién disminuye rapidamente,
hasta llegar a niveles basales (Lamote et al., 2006). Para que pueda existir una conexion
célula-hormona es esencial que se exprese un receptor especifico de la hormona, los
receptores actlan como un interruptor que activa o desactiva una funcion particular en la
célula. Se ha reportado que la glandula mamaria bovina solo expresa la isoforma o ER
(Connor et al., 2007).

El presente trabajo se enfocd en evaluar la expresion del receptor alfa de estrogenos
(ERa) en las células epiteliales mamarias bovinas infectadas con S. aureus, teniendo
como antecedente que la mastitis se asocia con los cambios en las concentraciones de
hormonas lactogénicas y sexuales (Gutiérrez-Barroso, 2007; Mustafa, 2011). Existen
investigacion que confirman que durante la mastitis clinica experimental ocasionada por
Streptococcus uberis, no se detectan cambios en los niveles circulantes de 17 pB-estradiol

entre vacas control y vacas infectadas (Hockett et al., 2000).

A pesar de las evidencias anteriores, hasta el momento no se ha reportado como
la infeccién por S. aureus u otras bacterias modifican los niveles de expresion del ERa

en el epitelio mamario bovino.
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De acuerdo con los resultados obtenidos, se detecté un aumento significativo en
la expresion de los receptores a de estrogenos por medio de la RT-PCR (~3 veces),
hecho que coincide con la expresiéon detectada por inmunocitoquimica. Sin embargo, los
estudios analizados por citometria de flujo no mostraron resultados significativos,
aunque parece existir una tendencia en el incremento de expresiéon del ERa en CEMB

infectadas.

Los resultados sugieren que en los tratamientos con S. aureus, la célula esta
regulando componentes que activan a los receptores a. Este efecto puede deberse a la
generacion de un mecanismo de defensa contra la bacteria, ya que previas
investigaciones de viabilidad e internalizaciébn bacteriana en CEMB tratadas con E2,
muestran reduccion de la internalizacion bacteriana (Guijosa-Garcia, 2014). De igual
manera distintas investigaciones demuestran la modulacién del sistema inmune innato
asociado al E2 en el epitelio uterino humano (EUH) ante la presencia de S.aureus y
lipopolisacaridos. Estas células producen citocinas y quimiocinas para reclutar células
inmunes asi como activar diversos mecanismos inflamatorios ante diferentes
tratamientos de 24 y 48 horas con E2. Los autores de este trabajo establecieron que el
E2 inhibe la produccion de citocinas proinflamatorias, mientras que aumenta la
produccién de péptidos antimicrobianos generando efectos bactericidas en este modelo
(Fahey et al., 2008).)
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Estos resultados confirman el importante papel que juega la activacion de los
receptores ERa como un mecanismo de proteccion ante ataques bacterianos, sugiriendo
que el E2 activa mecanismos inmunes de defensa ante la presencia de bacterias,
comprometiendo asi la regulacion de la respuesta inmune de la glandula mamaria. Hasta
el momento este es la Unica investigacion que demuestra el aumento de los ERa en la
infeccion de epitelio mamario bovino por S.aureus. En la Figura 13 se muestra un
modelo que explicaria el efecto de la infeccidn por S. aureus sobre la expresion del ERa
en las CEMB.

® P [ Estradiol
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Fig. 13. Posible mecanismo de accion de la infeccion por S. aureus en las CEMB sobre la expresién de

ERo basado en Yamilet, 2008.
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10. CONCLUSION

Estos resultados en conjunto muestran que las CEMB aumenta la expresion de
los ERa durante la infeccion de S. aureus, sugiriendo que el E2 inhibe la presentacion

de la MB a través de la activacion de la respuesta inmune innata del bovino.
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