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Resumen

Durante la mastitis bovina, una enfermedad inflamatoria de la glandula mamaria
(GM) ocasionada principalmente por la bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus (S.
aureus), se induce un desequilibrio de la respuesta inmune innata (RII) del animal y esta se
asocia, en parte, a los cambios fisiolégicos en la GM que son regulados por las hormonas
prolactina (PRL) y 17-f estradiol (E2), las cuales presentan variaciones abruptas durante el
periodo del periparto, la lactancia y el periodo seco del animal. Ademas, la GM sufre
modificaciones epigenéticas (ej. metilacion del ADN, modificaciones en las histonas y por
la accion de miRNAS), las cuales se asocian con el desarrollo, funcién y respuesta inmune
de este tejido, por lo que estos cambios también estan relacionados al estado de salud de
los animales. Concentraciones fisiolégicas de PRL (5 ng/mL) y E2 (50 pg/mL) modulan la
RIl en células de epitelio mamario bovino (CEMB), asi como la acetilacién global de la
histona H3 (H3ac global) y la expresiéon de las marcas epigenéticas H3K9ac y H3K9me2
durante la infeccibn con S. aureus, promoviendo una respuesta pro-inflamatoria y
antimicrobiana, respectivamente. En este trabajo se exploré la regulacion epigenética
inducida por la PRL bovina (bPRL) en células de epitelio mamario bovino (CEMB)
desafiadas con S. aureus. Se determiné que la marca H3K9ac disminuy6 significativamente
en las CEMB tratadas (12 h) con bPRL (5 ng/mL) y desafiadas (2 h) con S. aureus con una
multiplicidad de infeccién (MOI) de 30:1, mientras que la marca H3K9me2 se incrementé de
manera significativa bajo las mismas condiciones. Ademas, este resultado coincidié con un
incremento de la actividad de las desacetilasas de histona (HDACs) en las mismas
condiciones. Importantemente, la marca H3K9ac se enriquecio en la region promotora de
los genes IL-1p, IL-10, y BNBD10 en las CEMB tratadas con bPRL, mientras que una
reduccion en el enriquecimiento de esta marca fue observada en las CEMB tratadas con
bPRL y desafiadas con S. aureus. La marca H3K9me?2 fue enriquecida significativamente
en la region promotora de los genes IL-14, IL-10, mientras que, en las células tratadas con
bPRL y desafiadas con S. aureus el enriquecimiento de esta marca en la region promotora
de estos genes fue disminuido. Adicionalmente, la expresion de los miRNAs: Let-7a-5p,
miR-21a, miR-30b, miR-155 y miR-7863 fueron regulados positivamente en las CEMB
desafiadas con S. aureus; sin embargo, se observé una regulacién negativa en la expresion
de estos miRNAs por PRL (12 h) en las CEMB desafiadas o no con la bacteria. Por otra
parte, en este trabajo también se explord la regulacion epigenética inducida por la mezcla
de bPRL (5 ng/mL) y 17B-estradiol (E2, 50 pg/mL) en las CEMB desafiadas con S. aureus
(2 h) (MOI 30:1). Se determin6d que el tratamiento (12 h) con la mezcla hormonal indujo el

enriquecimiento de la marca H3K9ac en la region promotora de los genes IL-14, IL-10,
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BNBD10y LAP en las CEMB. Notablemente, el incremento de la marca H3K9ac en la region
promotora de estos genes fue méas evidente en las CEMB (previamente tratadas con la
mezcla hormonal) desafiadas con S. aureus. El enriquecimiento de H3K9ac en estos
mismos genes disminuyé en las CEMB desafiadas con la bacteria. Ademas, la marca
H3K9me2 fue enriquecida en la region promotora de los genes IL-14, IL-10, BNBD10 y LAP
bajo las mismas condiciones. Adicionalmente, se observo una regulacion positiva de la
expresion de los miRNAs: miR-155, miR-146a, miR21a, miR-451, miR-23a, miR-30b, miR-
7863, miR-144 y Let-7a-5p en las CEMB desafiadas con S. aureus; sin embargo, se observo
una regulacion negativa de estos miRNAs cuando las células fueron tratadas con la mezcla
hormonal y después desafiadas con S. aureus. bPRL y E2 indujeron diferencialmente
cambios significativos en la expresion de citocinas pro y anti-inflamatorias (TNFa, IL-6, IL-
1B, IL-10), de quimiocinas (IL-8) y de péptidos antimicrobianos (BNBD10 y S100A7) en
macrofagos bovinos desafiados con S. aureus. Estos efectos no fueron dependientes del
receptor TLR2. Ademas, las hormonas (12 h) por separado o en conjunto favorecen la H3ac
global en macréfagos desafiados o no con S. aureus. Hubo reduccion de la marca H3K9ac
en macréfagos tratados (12 h) con bPRL y con la mezcla hormonal y posteriormente
desafiados con la bacteria; sin embargo, no se observaron cambios en la marca H3K9me2
en las mismas condiciones. Esto coincidio con un incremento de la actividad de las HDACs
bajo las mismas condiciones. Adicionalmente, se observd una regulacién positiva de la
expresion de los miRNAs: miR-451, miR-155 y miR-7863 en macrofagos desafiados con S.
aureus; sin embargo, esta expresidn disminuyd en presencia de las hormonas.
Interesantemente, la expresion de miR-146a y miR-21a se incrementé en macrofagos
tratados con la mezcla hormonal y desafiados con la bacteria. Las hormonas indujeron una
regulacion positiva en la expresion de Let-7a-5p, miR.30b y miR23a, mientras que no hubo
cambios en la expresion en presencia de S. aureus. Estos resultados sugieren que las
hormonas bPRL y E2, a través de la modulacion epigenética, participan en la regulacién de
la RIl montada por las CEMB y los macréfagos. Sin embargo, bacterias como S. aureus
pueden desregulan la respuesta inmunoldégica montada por estas células a través de la
manipulacién de los mecanismos epigenéticos del hospedero, lo cual puede explicar, en

parte, la evasion del sistema inmune por la bacteria asi como su persistencia en ellas.

Palabras clave: mastitis subclinica, respuesta inmune innata, regulacion epigenética,

Staphylococcus aureus.
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Abstract

During bovine mastitis, an inflammatory disease of the mammary gland (MG) caused
mainly by the Gram-positive bacteria Staphylococcus aureus (S. aureus), an imbalance of
the animal innate response (lIR) is induced, and this is associated to physiologic changes
of the GM that are regulated by hormones such as prolactin (PRL) and 173-estradiol (E2),
which present abrupt changes during peripartum, lactation and dry period. Moreover, the GM
undergoes epigenetic modifications (e.g., ADN methylation, histone modifications, or by the
action of miRNAs), which are associated with the development, function, and immune
response of this tissue; in this sense, the epigenetic modifications are associated with the
health status of animals. Previously, it was shown that physiologic concentrations of PRL (5
ng/mL) and E2 (50 pg/mL) modulated the IIR in bovine mammary epithelial cells (bMECSs),
as well as the global H3 acetylation (H3ac) and the expression of the marks H3K9ac and
H3K9me2 during S. aureus challenge, promoting a pro-inflammatory and antimicrobial
response, respectively. In this work, we explored the epigenetic regulation induced by bovine
prolactin (bPRL) in bMECs challenged with S. aureus. We determined that the H3K9ac mark
(a mark associated to gene expression) showed a significant decrease in bMECs treated 12
h with bPRL (5 ng/mL) and challenged 2 h with S. aureus at multiplicity of infection (MOI) of
30:1, while the H3K9me2 mark was increased in the same conditions. Further, this coincided
with the increment of the HDAC's activity in the same conditions. Importantly, we showed
an increment in the enrichment of the H3K9ac mark in the promoter region of IL-14, I1L-10,
and BNBD10 genes in bMECs treated with bPRL. However, a decrease in the enrichment
of this mark was observed in bMECs treated with bPRL and then challenged with S. aureus,
while enrichment of the H3K9me2 mark in the promoter gene of IL-14, IL-10, and BNBD10
genes was observed in the same conditions. Additionally, the expression of f Let-7a -5p,
miR-21a, miR-30b, miR-155 y miR-7863 were up-regulated in bMECs challenged with S.
aureus, while the presence of bPRL induced a down-regulation of the expression of these
miRNAs. On the other hand, we also explored the epigenetic regulation induced by bPRL (5
ng/mL) and 17pB-estradiol (E2, 50 pg/mL) in bMECs challenged 2 h with S. aureus (MOI 30:1).
We determined that the treatment (12 h) with the hormonal mix induced the enrichment of
the H3K9ac mark in the promoter region of the IL-14, IL-10, BNBD10 y LAP in bMECs.
Notably, the enrichment of the H3K9ac mark in the promoter region in these genes was
more evident in bMECs (pre-treated with the hormonal mix) challenged with S. aureus.
Significantly, the enrichment of the H3K9ac mark in the promoter region of the IL-14, IL-10,
BNBD10 and LAP was decreased in bMECs only challenged with the bacteria. Moreover,
an increment of the H3K9me2 mark in the promoter region of the IL-14, IL-10, BNBD10, and
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LAP was observed in the same conditions. Additionally, the expression of the miRNAs: miR-
155, miR- 146a, miR21a, miR-451, miR-23a, miR-30b, miR-7863, miR-144 y Let-7a-5p in
bMECs challenged with S. aureus; however, the presence of hormonal mix induced a down-
regulation of the expression of these miRNAs. Finally, bPRL and E2 differentially induced
significant changes in the expression of pro- and anti-inflammatory cytokines (TNFa, IL-6,
IL-1B, IL- 10), chemokines (IL-8) and antimicrobial peptides (BNBD10 and S100A7) in
bovine macrophages challenged with S. aureus. Notably, these effects were not dependent
on the TLR2 receptor. In addition, the hormones (12 h) separately or together favor global
H3ac in macrophages challenged or not with S. aureus. Notably, a reduction of the H3K9ac
mark was observed in macrophages treated (12 h) with bPRL and with the hormonal mix and
subsequently challenged with the bacteria; however, no changes were observed in the
H3K9me2 mark in macrophages only treated with the hormones. Furthermore, this
coincided with increased HDAC activity in the same conditions. Additionally, an up-
regulation of the expression of the mMiRNAs: miR-451, miR-155, and miR-7863 in
macrophages challenged with S. aureus was observed; however, this expression was down-
regulated in the presence of the hormones. Interestingly, the expression of miR-146a and
miR-21a was increased in macrophages treated with the hormonal mix and challenged with
the bacteria. In addition, the hormones induced up-regulation in the expression of Let-7a-
5p, miR.30b, and miR23a, while there were no changes in the expression of these miRNAs
in the presence of S. aureus. These findings suggest that the bPRL and E2 hormones
participate in regulating the RIl of bMECs and macrophages through epigenetic regulation.
However, bacteria such as S. aureus can deregulate the immune response mounted by these
cells through the manipulation of the epigenetic mechanisms of the host, which may explain,
in part, the evasion of the immune system mounted by bacteria as well as the persistence in

them.

Keywords: subclinical mastitis, innate immune response, epigenetic regulation,

Staphylococcus aureus.
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[ll. Introduccion

La mastitis bovina es considerada una de las enfermedades mas frecuente y
costosa en los hatos de ganado lechero, debido a que trae como consecuencia una
diminucién en el volumen de produccion y calidad de la leche, lo cual afecta de
manera negativa la economia de la ganaderia lechera. Esta enfermedad es una
inflamacion de la glandula mamaria ocasionada principalmente por infecciones
microbianas (ej. Escherichia coliy Staphylococcus aureus), y se con la fisiologia del
animal (ej. cambios abruptos en las concentraciones de hormonas lactogénicas
como prolactina y estradiol). Asi mismo, la mastitis se puede convertir en una

enfermedad crénica que pone en riesgo la salud y la integridad de los animales.
3.1 La mastitis bovina

La mastitis es una enfermedad que causa un gran impacto en la economia
de la ganaderia lechera debido a que ocasiona una reduccion de la produccion de
la leche, baja calidad del producto, altos costos en el tratamiento con antibiéticos e
incluso el sacrificio de los animales (Gussmann et al, 2019). Las pérdidas
economicas que esta enfermedad ocasiona a nivel mundial ascienden a ~35 billones
de USD (Sathiyabarathi et al, 2016) y en México se estima una pérdida de $2,500.00
por vaca por afio (Bedolla & Ledn, 2008).Como tal, la mastitis es una inflamacion de
la glandula mamaria (GM), usualmente como consecuencia de una infeccion
microbiana, y de acuerdo a la duracién puede clasificarse en aguda o cronica
(Thompson-Crispi et al, 2014). Ademas, dependiendo de los signos clinicos de la
infeccion y del agente patdgeno que la ocasiona, se clasifica también en mastitis
clinica o subclinica (Ruegg et al, 2017). La mastitis clinica se caracteriza por la
presencia de signos clinicos de infeccion como lo son: el enrojecimiento, hinchazon,
aumento de la temperatura y dolor al palpar, y es ocasionada principalmente por la
bacteria Gram negativa E. coli, mientras que la mastitis subclinica se caracteriza por
la ausencia de los signos clinicos de infeccion y solo se puede diagnosticar por el
conteo de células somaticas (SCC, por sus siglas en inglés) (22.5x10° cel/mL) y es
ocasionada principalmente por la bacteria Gram positiva S. aureus (Gunter et al,
2017). De maneraimportante, S. aureus es el patdgeno mas frecuentemente aislado

(~70%) de los casos de mastitis subclinica cronica (Dego, 2020).
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3.2 Staphylococcus aureus

S. aureus es una bacteria Gram positiva en forma de coco que mide entre 0.5-
1.5 um de diametro, son bacterias anaerobias fermentadoras de glucosa, coagulasa
y catalasa positiva y oxidasa negativa (de la Maza et al, 2020). S. aureus forma
parte de la microbiota nasal (coloniza el 30% de la cavidad nasofaringea en la
poblacion adulta sana) y de la piel (Von Eiff et al, 2001). Usualmente la colonizacién
de esta bacteria es asintoméatica, mientras que una infeccidn sintomatica puede
ocurrir silas barreras de la piel y de las fosas nasales se ven comprometidas (Foster,
2009). La severidad de las infecciones sintométicas puede ir desde una infeccion
leve sobre la superficie dela piel y tejido suave hasta devastadoras complicaciones
como osteomielitis, mastitis, neumonia necrosante, endocarditis, artritis séptica,
sindrome de choque toxico, sepsis (Lowy, 1998; Foster, 2009; Gordon, 2021
Hommes et al, 2022). Las infecciones por S. aureus son problematicas debido a su
resistencia a los antibidticos. Entre los aislados clinicos mas frecuentes se
encuentran S. aureus resistentes a meticilina (MRSA, por sus siglas en inglés),
estas cepas se caracterizan por ser altamente resistentes a todos los antibiGticos
beta-lactamicos (Ippolito et al, 2010; Lee et al, 2018). En este sentido, S. aureus es
un importante problema de salud de relevancia en la medicina veterinaria, ya que
es uno de los principales agentes etiolégicos de la mastitis bovina que afecta de

manera dramatica la economia de la ganaderia lechera (Zaatout et al, 2020).

3.2.1 Factores de virulencia de Staphylococcus aureus

Durante la infeccion, S. aureus emplea varias estrategias de invasion para
evadir la respuesta efectora tanto de las células inmunologicas (ej. células
epiteliales, fibroblastos, neutrofilos, macréfagos) a través de la expresion de
diversos factores de virulencia (Tabla 1) (Flannagan et al, 2015; Horn et al, 2018;
Pidwill et al, 2021).
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Tabla 1. Factores de virulencia més relevantes de S. aureus

Componentes membranales

Componentes de secrecidn

Proteinas de superficie:

Proteina de unién a colageno

Proteina de unién a fibronectina

YV VYV Vv

Proteina de union a fibrinbgeno

» Proteina A

Toxinas que tienen actividad sobre
membranas:

» Hemolisinas a, B, v, 6

» Leucocidina y Leucocidina
PVL (Panton-Valentine)

Polisacaridos capsulares:

> C5yC8

Toxinas que tienen actividad de
superantigenos:
» Toxina 1 del sindrome de
choque toxico (TSST-1)
» Enterotoxinas By C

» Epidermoliticas Ay B

Componentes en la pared celular:
> Acido teicoico
> Acido lipoteicoico

» Peptidoglicano

Enzimas:

» Proteasa
Lipasa
Nucleasa

Hialuronidasa

vV V VYV V¥V

Coagulasa

A\

B-lactamasa

> Catalasa

Tomado de Lowy, 1998; Jenul & Horswill, 2019; Zaatout et al, 2020; Gordon et al, 2021.

Estos factores de virulencia le permiten a S. aureus adherirse, internalizar,

replicar y evadir la respuesta inmunoldgica de la célula hospedera, causando

infecciones crénicas (Jenul & Horswill, 2019; Zaatout et al, 2020). Ademas, estos
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factores de virulencia se expresan de manera diferencial de acuerdo con la fase de
crecimiento en que se encuentre la bacteria (Fig. 1). Por ejemplo, las proteinas de
adhesion como la proteina de union a fibrindgeno vy fibronectina (FNBPs, por sus
siglas en inglés), son proteinas que se expresan durante la fase exponencial de
crecimiento de la bacteria y le permiten adherirse a los componentes de la matriz
extracelular de la célula hospedera, garantizando el establecimiento y permanencia
de la bacteria en el tejido. Mientras que las proteinas de secrecion como la a-toxina
o leucocidinas, las cuales destruyen leucocitos, son expresadas durante la fase
estacionaria (Lowy, 1998; Zaatout et al, 2020; Jenul & Horswill, 2019; Gordon et al,
2021). Ademas, la formacion de biopeliculas y la capacidad de la bacteria de
cambiar a su fenotipo a variante de colonia pequefia (SCV, por sus siglas en inglés)
son otros factores de virulencia que le permiten a la bacteria persistir, evadir la
respuesta inmunologica del hospedero, asi como la resistencia a los antibioticos
(Flannagan et al, 2015; Moredo et al, 2019; Zaatout et al, 2020; Gordon et al, 2021).
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Figura 1. Factores de virulencia y patogenicidad de Staphylococcus aureus. S. aureus cuenta
con un gran arsenal de factores de virulencia que le permiten invadir, internalizar y persistir en varios
tejidos, lo cual le ha conferido un gran éxito como bacteria oportunista causando enfermedades
cronicas y recurrentes tanto en medicina humana como veterinaria. Estos factores de virulencia se
expresan de manera diferencial de acuerdo con la fase de crecimiento de la bacteria. Los factores
involucrados en la invasidn e internalizacion, como las proteinas de union a fibronectina, de unién a
coladgena, a elastina y los factores de agregacion son expresados durante la fase exponencial,
mientras que los factores que le permiten evadir al sistema inmune del hospedero y establecer una
infeccion crénica en el hospedero como la a-toxina y leucocidinas son expresados durante la fase de
estacionaria. Ademas, el 4cido lipoteicoico (LTA) presente en la pared bacteriana interactiia con los
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receptores tipo Toll (TLRs), lo cual le permite a la célula hospedera reconocer a la bacteria y montar
una respuesta inmunoldgica. TSST-1: toxina 1 del sindrome de choque téxico. Tomado y modificado
de Lowy, 1998.

3.2.2 Mecanismo de infeccién de Staphylococcus aureus

S. aureus puede internalizar, sobrevivir y persistir de manera cronica tanto
en células fagociticas no profesionales como osteoclastos, queratinocitos, células
endoteliales, células epiteliales, fibroblastos; y en células fagociticas profesionales
como neutroéfilos y macréfagos. Sin embargo, el ciclo de infeccién depende del tipo
de célula que hainfectado (Zaatout et al, 2020; Gordon et al, 2021; Hommes,

& Surewaard, 2022).

De manera general, se ha descrito que para invadir células fagociticas no
profesionales (ej. células epiteliales) S. aureus emplea un mecanismo tipo Zipper.
En este participan las FnbA y FnbB, las cuales se unen a la proteina fibronectina
(proteina que forma parte de la matriz extracelular de las células epiteliales)
formando un complejo que es subsecuentemente reconocido por la integrina a5p1.
La cinasa de adhesion focal (FAK, por sus siglas en inglés), la cual promueve el
reclutamiento de una serie de proteinas que inducen la reorganizacion del
citoesqueleto de actina, la formacién de un endosoma y la internalizacion de la
bacteria (Alva-Murillo et al, 2014). Una vez dentro del citosol, la bacteria puede
escapar del endosoma mediante la ruptura de la membrana endosomal, la cual es
mediada por la modulina soluble en fenol alfa (PSMa, por sus siglas en inglés)
(Grosz et al, 2014). Una vez en el citosol, la bacteria puede sobrevivir y persistir de
manera intracelular formando un reservorio intracelular o replicarse para
eventualmente lisar la célula hospedera y escapar al espacio extracelular e iniciar

nuevamente el ciclo infectivo (Fig. 2) (Hu et al, 2014).
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Figura 2. Ciclo infectivo de S. aureus en las células epiteliales. El receptor TLR2 es el principal
receptor de reconocimiento de patrones que interactla con el LTA de S. aureus, posterior a la
interaccion se activan varias rutas de sefializacién que de manera diferencial inducen la expresion
de elementos de la RIl. Ademas, mediante el mecanismo Zipper la bacteria puede internalizar en la
célula hospedera. Este mecanismo involucra elementos de la bacteria (ej. proteina de unién a
fibronectina) y la célula hospedera (ej. fibronectina y la integrina a581), lo cual da como resultado la
activacion de la cinasa de adhesion focal (FAK) para inducir un andamiaje proteico que conducira al
rearreglo del citoesqueleto de actina para formar un endosoma y endocitar a la bacteria. Una vez
dentro de la célula, S. aureus a través de la expresion de sus factores de virulencia puede escapar
del endosoma y persistir manteniendo un reservorio intracelular. Adicionalmente, la bacteria puede
iniciar su replicacion y lisar a la célula hospedera y escapar al espacio extracelular para infectar otra
célula. Tomado y modificado de Alva-Murillo et al (2014), y Hommes & Surewaard (2022).

Por otra parte, se ha descrito que células fagociticas profesionales como los
macrofagos son otro reservorio intracelular de S. aureus, permitiéndole sobrevivir,
replicar y eventualmente escapar para diseminarse en el hospedero (Thwaites et al,
2011; Prajsnar et al, 2012; Krenkel et al, 2017). De manera general, S. aureus puede
internalizar en lo macrofagos a través de 3 tipos de receptores localizados en la
superficie celular: 1) Receptores depuradores (SRs, por sus siglas en inglés) que
reconocen el LTA de la pared celular de S. aureus, 2) Receptores del complemento
3y 4 (CR3yCR4), los cuales reconocen la opsonina iC3b que estéa en la superficie
de S. aureus, y 3) Receptores de la fraccion cristalizable gamma (Fcy) que
reconocen a la region Fc de los anticuerpos IgG que han opsonizado a S. aureus
(Pidwill et al, 2021). Tras el reconocimiento, se induce el reordenamiento del
citoesqueleto de actina para formar la copa fagocitica la cual se extiende alrededor
de la bacteria y después se contrae para formar el fagosoma con la bacteria en el

interior (Swanson et al, 2008). El fagosoma a través de una serie de pasos madura
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y se fusiona con el lisosoma, el cual contiene moléculas microbicidas (ej. lisozimas,
péptidos antimicrobianos), y forma el fagolisosoma, en donde cerca del 90% de la
bacteria muere y el 10% sobrevive (Pollitt et al, 2008; Flannagan et al, 2009). Estas
bacterias que sobrevivieron eventualmente escapan del fagolisosoma y se replican
de manera intracelular. Las bacterias pueden lisar la célula hospedera y escapar al
espacio extracelular para diseminarse e iniciar nuevamente el ciclo infectivo (Fig. 3)
(Pidwill et al, 2021; Hommes & Surewaard, 2022).
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Figura 3. Ciclo infectivo de S. aureus en macréfagos. Ademas del receptor TLR2, el cual
interactla con el LTA de S. aureus y desencadena la sefializaciénde la respuesta inmunolégica por
parte del hospedero, los macréfagos reconocen aS. aureus a través de diferentes receptores que
inducen la fagocitosis. Al menos 3 receptores son clave para iniciar este proceso: 1) los receptores
depuradores, los cuales reconocen el LTA de la bacteria; 2) los receptores Fcy que reconocen
bacterias opsonizadas por anticuerpos; y 3) los receptores del complemento, los cuales reconocen
moléculas del complemento que estan unidas a S. aureus. Tras el reconocimiento se induce un
rearreglo del citoesqueleto de actina para formar la copa fagocitica, endocitar la bacteria y formar el
fagosoma, el cual eventualmente se unira al lisosoma para formar el fagolisosoma. Una vez dentro,
S. aureus puede evadir la actividad microbicida del fagolisosoma y escapar al espacio intracelular
para eventualmente replicarse y lisar la célula hospedera y alcanzar el espacio extracelular para
infectar otra célula. Tomado y modificado de Pidwill et al (2021), y Hommes & Surewaard (2022).

3.3 Respuesta inmune innata de la glandula mamaria bovina

La habilidad de las vacas para resistir infecciones intramamarias depende de
la eficiencia de la respuesta inmune de la glandula mamaria (GM). En general, la
respuesta inmunoldgica de la glandula mamaria esta compuesta por: 1) factores
fisicos, 2) componentes celulares, y 3) componentes moleculares que participan de
manera importante en la respuesta innata y adaptativa (Aitken et al, 2011). Por lo
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anterior, se requiere una coordinacion de la respuesta efectora de ambos tipos para
gue la GM monte una efectiva y robusta respuesta en contra de los microorganismos
invasores, manteniendo un balance entre la actividad necesaria para eliminar el
estimulo nocivo y la respuesta controlada para evitar el dafio al tejido del hospedero
(Rainard & Riollet, 2006).

El sistema inmune innato constituye la primera linea de defensa en los inicios
de la infeccién y participa de manera importante para la deteccion, localizacion y
eliminacion de los microorganismos patdgenos, en este sentido la respuestainnata
es clave en el resultado de la mastitis (Sordillo, 2018). La respuesta inmune innata
de la glandula mamaria estd compuesta por: 1) componentes celulares, como los
leucocitos (ej. neutrofilos, monocitos, macréfagos, células dendriticas y células
natural killer) o células no inmunes (ej. el epitelio y el endotelio); y 2) componentes
solubles como el sistema del complemento, quimiocinas, citocinas, enzimas,
péptidos antimicrobianos, entre otros (Oviedo-Boyso, 2007; Wellnitz & Bruckmaier,
2012; Ferreira, 2013; Sordillo, 2018).

Los mecanismos de la respuesta innata estan de forma preexistente en la
GM; una vez que los microrganismos patdgenos logran atravesar las barreras
fisicas como el pezon y el canal del pezon, y llegan hasta el lumen de la glandula
mamaria, estos mecanismos son activados para combatir a las bacterias invasoras
(Wellnitz & Bruckmaier, 2012). En la fase inicial de la infeccion, los microorganismos
invasores son reconocidos por los macrofagos residentes y las células epiteliales
mamarias (Oviedo-Boyso, 2007). Las células epiteliales y los macrofagos reconocen
los patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs, por sus siglas en inglés),
como por ejemplo el lipopolisacarido (LPS, por sus siglas en inglés) o el LTA que
estan presentes en la superficie celular de bacterias Gram negativas y Gram
positivas, respectivamente, a través de los receptores de reconocimiento de

patrones (PPRs, por sus siglas en inglés), como los receptores tipo Toll (TLRs, por
sus siglas en inglés) (Gunther & Seyfert, 2018, Vlasova & Saif, 2021). Una vez que

las células epiteliales y los macréfagos han reconocido a las bacterias, a través de
los receptores TLR, se desencadenan vias de sefalizacion complejas que
promueven la traslocacion de factores de transcripcion al nacleo y la expresion y

sintesis de citocinas, quimiocinas, mediadores inflamatorios como el éxido nitrico
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(NO) y péptidos antimicrobianos (PA) (Akira et al, 2006). Esto inicia la respuesta
inflamatoria, la cual se caracteriza por la liberacidén de los mediadores inflamatorios
acompafiado de un aumento de la permeabilidad del endotelio vascular
(vasodilatacién), lo cual permite que estos mediadores migren hacia el torrente
sanguineo (extravasacion de fluidos). Una vez en el torrente sanguineo, estos
mediadores promueven la quimiotaxis de leucocitos hacia el sitio de dafio
acompafado de una elevada actividad metabdlica (Sordillo, 2018) (Fig. 4). Cada
una de estas respuestas contribuye a los sintomas clinicos de lainflamacién, como
son el enrojecimiento, hinchazon, aumento de latemperatura y dolor (Sordillo, 2018).
La respuesta inflamatoria efectiva termina con la eliminacion del patégeno invasor
y con el comienzo de la resoluciéon de la inflamacion, periodo en el cual el tejido del
hospedero es renovado sin sufrir cambios perjudiciales (Medzhitov, 2008; Watanabe
et al, 2019).
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Figura 4. Respuesta inmune de la glandula mamaria bovina frente a patégenos. Una vez que
los patégenos atraviesan las barreras fisicas como el canal del pezon, el canal de la cisterna y llegan
hasta el alvéolo glandular, estos son reconocidos por las células epiteliales mamarias y los
macréfagos residentes de tejido. Este reconocimiento a través de los elementos tanto de la bacteria
como de la célula hospedera, permite la activacion de estos tipos celulares e iniciar la respuesta
inflamatoria con la produccidon de mediadores inflamatorios (como quimiocinas, citocinas, 6xido
nitrico, entre otros), los cuales activaran al endotelio de la glandula mamaria promoviendo la
expresiéon de moléculas de adhesion (ej. E o P selectina) que le permitird el reclutamiento de
leucocitos (como los neutréfilos), adhesién, rodamiento y extravasacion hacia el sitio de la infeccién,
para finalmente contribuir en la eliminacién del patégeno en la glandula mamaria. Tomado y
modificado de Aitken et al (2011).

3.3.1 Participacion de las células epiteliales mamarias en lainmunidad innata
La produccion de la leche durante la lactancia, es una de las principales funciones
de las células epiteliales mamarias (Truchet & Honvo-Houéto, 2017). Sin
embargo, se ha demostrado que estas tienen un papel importante en la respuesta
inmune de la glandula mamaria (Rainard et al, 2022). Las células del epitelio
mamario bovino (CEMB) son centinelas capaces de reconocer de manera eficiente
perturbaciones en el microambiente, y por su posicion y abundancia en la GM,
son la primera linea de defensa en contra de patdégenos. Las CEMB estan
equipadas de receptores, como los TLRs, que les permite reconocer a los patégenos
invasores y montar una respuesta a través de la produccion de mediadores de laRII
(ej. citocinas, quimiocinas, péptidos antimicrobianos) para eliminar a los
microorganismos invasores (Fig. 4) (Wellnitz & Bruckmaier, 2012; Larsen et al, 2020;
Rainard et al, 2022).
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Las CEMB son capaces de responder diferencialmente al estimulo de
PAMPs de patdégenos asociados a la mastitis bovina (Gunther et al, 2017),
distintos estudios in vitro se han realizado para determinarlo. En este sentido, el
lipopolisacéarido (LPS, 50 pg/mL) de E. coli estimula la expresion de los genes de
citocinas pro- inflamatorias (TNFa, IL-1a, IL-1B, IL-6), de las quimiocinas (IL-8,
CXCL6, CCL2), y del péptido antimicrobiano BNBD5 (B-defensina de neutrofilos
bovinos), y del receptor TLR2 en las CEMB, y la secrecion de la IL-18, IL-6 e IL-
8 (Strandberg et al., 2005; Rainard & Riollet, 2006). El LTA (20 pg/mL) también
tiene un efecto inductor en la expresion de los genes antes mencionados, aunque
en menor proporcion que el generado por el LPS. Por otro lado, E. coli favorece
una mayor expresion de los genes de TNFa, IL-1 e IL-8, en comparacion con S.
aureus (Lahouassa et al, 2007). Ademas, S. aureus favorece la secrecion de la
IL-8 (Rainard & Riollet, 2006).

En el caso particular de las infecciones intramamarias generadas por S.
aureus, la respuesta de las CEMB es moderada o limitada, debido principalmente
a que esta bacteria evita la activacion de NF-«kB, factor transcripcional centinela
de larespuesta inflamatoria (Lara-Zarate et al, 2011). Ademas, las CEMB también
muestran una respuesta inflamatoria diferencial (expresion de genes de TNFa, IL-
1B, IL-8, RANTES, TLR2) dependiendo de la cepa de S. aureus utilizada y de la
carga bacteriana (Petzl et al, 2008; Zbinden et al, 2014). El estimulo bacteriano
con S. aureus favorece la expresion de genes de péptidos antimicrobianos (LAP,
TAP, BNBD4, BNBD5, BNBD10 y DEFB1) en las CEMB (Ochoa-Zarzosa et al,
2009; Alva- Murillo et al, 2012; Téllez-Pérez et al, 2012; Alva-Murillo et al, 2013).
Adicionalmente, las hormonas sexuales promueven una respuesta diferencial de
los elementos de la RIl en CEMB infectadas con S. aureus. Concentraciones
fisiol6gicas de prolactina bovina (bPRL, 5 ng/mL) inducen la internalizacion de S.
aureus en las CEMB, y en conjunto con la infeccidon, promueve una respuesta
inflamatoria (Lara-Zarate et al, 2011; Medina-Estrada et al, 2015). Por otra parte,
concentraciones fisiologicas del 17p-estradiol (E2, 50 pg/mL) reducen la
internalizacién de S. aureus y la respuesta inflamatoria inducida por la bacteria en
las CEMB, promoviendo una respuesta anti-inflamatoria y anti-microbiana
(Medina-Estrada et al, 2016).
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Todos estos resultados en conjunto sugieren que la respuesta limitada de
las CEMB puede favorecer el establecimiento de enfermedades intramamarias

por S. aureus.

3.3.2 Participaciéon de los macrofagos en la inmunidad innata

Los macréfagos son células fagociticas profesionales capaces de detectar y
engullir a microorganismos patdégenos e iniciar una respuesta robusta para
eliminarlos (Varol et al, 2016). Estas células se distribuyen en diversos tejidos
(higado, pulmon, cerebro, piel y mucosas) en donde se encuentran como células
residentes de tejido totalmente diferenciadas y desempefiando funciones de
protecciébn y de renovacion, mientras que sus precursores (monocitos) se
encuentran circulando en el torrente sanguineo en dénde si no existe ningun
estimulo mueren, a menos que sean reclutados por lo tejidos para su diferenciacion
(Gordon & Pluddemann, 2017). Estas células tienen como funcién principal eliminar
microorganismos patogenos y activar a los linfocitos T y B a través de la
presentacion del antigeno para activar las funciones efectoras de estas células. En
este sentido a los macrofagos se les considera un puente entre la inmunidad innata
y adaptativa. Ademas, los macrofagos también juegan un papel importante en la
reparacion tisular y de heridas, en la homeostasis removiendo células senescentes
0 muertas, asi como en la eliminacion de células tumorales (Ginhoux & Jung, 2014;
Feng et al, 2015; Varol et al, 2016; Gordon & Pliddemann, 2017).

Los macrofagos particularmente secretan citocinas como TNFa, IL-1, IL-6,
IL-10, IL-12 y quimiocinas como IL-8, las cuales son liberadas seguido de la
activacion de los receptores TLR (Fitzgerald & Kagan, 2020; Grassi-Dalyle et al,
2020). Ademas, dependiendo del estimulo mediado por los receptores TLR, y del
microambiente en el que se encuentren, pueden montar una respuesta efectora
diferente que puede ser especifica de tejido (Shapouri-Moghaddam et al, 2018). A
este proceso fenotipico y funcional se le conoce como polarizacién (Lee, 2019). Los
macrofagos que son activados por mediadores inflamatorios como el LPS
bacteriano, y citocinas como el interferén gamma (INFy), IL-6 y TNFa, son llamados
macrofagos inflamatorios 0 M1, los cuales se caracterizan por poseer un fenotipo

pro-inflamatorio con una mejorada actividad microbicida. Por el contrario, los
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macroéfagos activados por mediadores anti-inflamatorios como las citocinas IL-4, IL-
13 o infecciones por hongos o helmintos, son llamados macrofagos anti-
inflamatorios o M2, los cuales se caracterizan por estar involucrados en el
remodelamiento de tejidos, reparacion tisular y la resolucién de la respuesta

inflamatoria (Lee, 2019).
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Figura 5. Quimiotaxis y diferenciacién de los monocitos durante la respuesta inmunoldgica
frente a patégenos de la glandula mamaria bovina. Ademéas de los neutrdfilos, otros componentes
importantes de la respuesta inmune innata, como los monocitos, son reclutados al sitio de la infeccion
a través de la activacion del endotelio de la glandula mamaria. Los mediadores inflamatorios
producidos por la interaccién de las células epiteliales y los patégenos inducen la expresion de las
proteinas de adhesion en el endotelio para reclutar a los monocitos circulantes al sitio de infeccion.
Una vez llegado al sitio de infeccion, los monocitos se activan y se diferencian a macréfagos, los
cuales dependiendo del micro ambiente celular en el que se encuentren se polarizarian hacia el
fenotipo M1 o M2. El fenotipo M1 pro-inflamatorio se caracteriza por montar una eficiente respuesta
inflamatoria para destruir patégenos; mientras que, el fenotipo M2 o anti-inflamatorio se caracteriza
por montar una respuesta dirigida a la reparacién tisular y resolucion de la infamaciéon. Tomado y
modificado de Aitken et al (2011), y Lee (2019).

3.4 Relacion entre las infecciones intramamarias y el estado fisiolégico y
reproductivo de los bovinos

Durante el periodo del periparto, la lactancia y el periodo seco, las vacas
presentan una alta susceptibilidad a desarrollar infecciones intramamarias (IMI),
como la mastitis (Lamote et al, 2006; Oviedo-Boyso et al, 2007; Newman et al,
2010). Esta susceptibilidad esta relacionada con un desequilibrio en la respuesta
inmune innata de la GM, la cual se debe, en parte, a cambios metabdlicos,
nutricionales y hormonales (Lamote et al, 2006). Las hormonas reproductivas, como

el 17p-estradiol y la prolactina, participan de manera importante en el desarrollo,
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diferenciacion y funcién de la GM, asi como en la produccién de la leche (Enger et
al, 2018). Sin embargo, se ha reportado que cambios abruptos en las
concentraciones de estas hormonas estan asociadas a un desequilibrio de la
respuesta inmune innata de la GM (Fig. 6) (Need et al, 2014; Lacasse et al, 2019;
Alhusien & Dang, 2020).
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Figura 6. Incidencia de la mastitis bovina. Durante el periparto, la lactancia y el periodo seco, las
vacas son susceptibles a desarrollar infecciones intramamarias como la mastitis. Ademas, esta
susceptibilidad est4 asociada a cambios abruptos de hormonas reproductivas, como prolactina y
estradiol, las cuales inducen un desequilibrio de la respuesta inmune innata comprometiendo la salud
e integridad de la glandula mamaria. Tomado y modificado de Lamote et al (2006), y Lacasse et al
(2019).

3.4.1 Prolactina

La prolactina (PRL) es una hormona polipeptidica de aproximadamente 23
kDa que se secreta principalmente en la glandula pituitaria a través del eje
hipotalamico-hipofisiario-adrenal (Borba et al, 2018). Como tal, la PRL se expresa
como una pro-hormona que estd conformada de 227 aminoéacidos. Durante el
procesamiento, el péptido sefial de 28 aminoacidos es cortado de manera
proteolitica para dar como resultado la forma madura de 199 aminoéacidos, dando
lugar a un proteina 23 kDa con una estructura secundaria de alfa-hélice con 3
puentes disulfuro localizados de manera intramolecular (Cys*-Cys?!?, Cys®8-Cysl’4y
Cys'®l-Cys'®) y una estructura terciaria de forma globular (Teilum et al, 2005;

Binart, 2017) (Fig. 7A). La PRL hipofisaria es una hormona muy conservadacon una




M.C. Marco Antonio Barajas Mendiola PIDCB-UMSNH

homologia del 97% entre primates y un 56% entre primates y roedores, varia
ligeramente de tamafio dependiendo de la especie, por ejemplo: en ratas y ratones
es de 197 amino&cidos, mientras que en ovejas, cerdos, bovinos y humanos es de
199 aminoéacidos (Binart, 2017). Ademas, esta hormona puede ser producida en
sitios extra hipofisarios como la decidua, ovario, préstata, glandula mamaria, tejido
adiposo, cerebro y células inmunoldgicas como linfocitos y macréfagos, en donde
pueden presentar diferentes isoformas y desempefiar funciones distintas (Binart,
2017; Borba et al, 2018).

Por otra parte, ademas de la PRL hipofisaria de 23 kDa, existen otras formas
moleculares en humanos, que puede ser generadas por: 1) proceso alternativo del
transcrito original, 2) protedlisis o 3) por modificaciones post-traduccionales
(Freeman et al, 2000). La variante de 16kDa se produce por un corte proteolitico y
contiene el N-terminal de la proteina madura y solo se une a las células endoteliales
donde tiene propiedades anti-angiogénicas (Triebel et al, 2015). Ademas, existen
otras 2 isoformas de la proteina, una de ellas es la isoforma presenta un peso
molecular de 48-56 kDa y es llamada “big™-prolactina, y otra que es un complejo
entre la prolactina de 23 kDa y anticuerpos IgG que presenta un peso molecular de
>100 kDa llamada macro prolactina, estas dos ultimas isoformas presentan una
actividad biologica disminuida (Bole-Feysot et al, 1998; Binart et al, 2017). En
mujeres la concentracion de PRL en suero puede variar entre 15 a 25 ng/mL en
condiciones basales, algunas variaciones fisiologicas pueden estar asociadas con
el ciclo circadiano. Sin embargo, durante el embarazo los niveles de PRL sérica
incrementan progresivamente hasta alcanzar niveles de 300 a 600 ng/mL (Majundar
& Mangal, 2015).
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Figura 7. Estructura y funcién de la prolactina y su receptor. A) La prolactina presenta una
estructura terciaria con 4 dominios a-hélice, se indican los sitios de union a su receptor. B) El receptor
de prolactina presenta dos dominios B-plegada, se sefiala el sitio de union a la prolactina. Ademas,
se muestran las diferentes isoformas del receptor de prolactina producidos por edicion alternativa, se
muestra que la mayoria de las isoformas presentan el dominio extracelular 1 (D1 ECD) y 2 (D2 ECD),
transmembranal (TMD), intracelular (ICD), la caja 1, la caja 2, y el motivo WSXWS. C) La activacion
del receptor de prolactina obedece a una estequiometria de 1:2 (1 molécula de PRL por 2 monémeros
del receptor que se dimerizan). La prolactina se une a un primer monémero formando un complejo
inactivo. Luego este complejo se une a un segundo mondmero, formando un segundo complejo
inactivo, el cual finalmente es activado cuando las moléculas JAK y STAT son reclutadas en el ICD
del receptor. Tomado y modificado de Bole-Feysot et al (1998), y Binart et al (2017).

A la PRL se le han atribuido mas de 300 funciones fisiolégicas como la

osmorregulacion, el metabolismo, procesos reproductivos, la lactacion, el
comportamiento materno y la modulacién inmunoldgica (Freeman et al, 2000).
Ademas, por sus acciones se le ha atribuido un efecto de citocina del tipo Thl
(Suéarez A., L. P., et al; 2015). Estas funciones biolégicas son mediadas a través de
un receptor especifico, el receptor de PRL (PRLR, por sus siglas en inglés). La
edicion alternativa del PRLR genera diversas isoformas de este receptor que
incluyen las isoformas larga, intermedia y pequefa (Fig. 7B). En bovinos se

encuentran las isoformas corta y larga. Estos receptores constan de un dominio
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extracelular (donde se presenta la unién con su ligando) y se encuentra conservado
en todas las variantes de los PRLR, ademas de una region transmembranal y un
dominio intracelular de longitud variable (Oakes et al, 2008; Binart, 2017).

La activacion del PRLR se lleva a cabo de manera secuencial, primero una
molécula de PRL se une a través del sitio de unién 1 al PRLR formando un complejo
inactivo, este complejo induce la dimerizacion del receptor a través de la union del
sitio de unién 2 de PRL con el segundo receptor, formando el complejo activo. Esto
indica que la activacion del PRLR obedece a una estequiometria de 1:2 (1 molécula
de PRL por 2 monémeros del receptor) (Fig. 7C). Después de la dimerizacién del
receptor, se induce una sefializacion que activa factores de transcripcién (ej. STAT5,
c-Jun y c-Myc) involucrados en la proliferacion y sobrevivencia celular (Bernard et
al, 2015; Binart, 2017).

Los estudios funcionales realizados desde el descubrimiento de la PRL han
establecido claramente que el papel principal de esta hormona en los mamiferos es
inducir la diferenciacion de las glandulas mamarias durante el embarazo,
permitiendo la proliferacion de las células del epitelio mamario y asegurar la
produccion de la leche después del parto. Sin embargo, estudios recientes
demuestran que la sefalizacion del PRLR conduce a la regulacion de muchas
funciones que se extienden mas alla de la mamopoyesis y lactopoyesis, entre las
gue se incluyen: la reproduccién femenina, el recambio 0seo, homeostasis
hipofisaria, tolerancia a la glucosa, el comportamiento materno y la modulacion de

la respuesta inmunoldgica (Binart, 2017; Borba et al, 2018; Lacasse et al, 2019).

3.4.2 Estrégenos y el 17B-estradiol

Los estrégenos son hormonas esteroideas que regulan de manera
importante muchos de los aspectos de desarrollo y funcion, tanto en machos como
en hembras de distintas especies. Los estrogenos son producidos principalmente
en las génadas, en las hembras son producidos en los foliculos ovaricos, cuerpo
IUteo y la placenta. Ademas, también son producidos en menor cantidad en tejidos
no reproductivos como la glandula suprarrenal, tejido adiposo, mama e higado. Por
otra parte, en los machos un 20% de los estrégenos es producido en los testiculos

y el resto en el tejido adiposo, huesos, piel y cerebro (Lopez & Tena-Sempere, 2015;
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Cook et al, 2017; Yang et al, 2017).

La estructura quimica de los estrogenos se caracteriza por la presencia de
cuatro anillos: 1) un grupo fendlico (anillo A), 2) dos ciclohexanos y 3) un anillo
ciclopentano (anillo D). Existen 4 tipos de estrégenos: estrona (E1), estradiol (E2),
estriol (E3) y estetrol (E4) (Thomas & Potter, 2013; Medina-Estrada et al, 2018). Los
estrogenos son sintetizados a partir del colesterol de donde se derivan los
andrégenos como la testosterona, esta Ultima es convertida por la aromatasa
(P450aro o CYP19), la cual elimina un carbono (C19) y aromatiza el anillo A, para
dar origen al 17p-estradiol (E2) (Fig. 8) (Medina-Estrada et al, 2018). Otra via de
sintesis se presenta a través de la conversion de la androstenediona a estrona (E1),
la cual es catalizada por la aromatasa, y a su vez la E3 es convertida a 173-estradiol,
reaccion catalizada por la 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa 1 (173-HSD1, por

sus siglas eninglés) (Thomas & Potter, 2013; Medina- Estrada I., et al, 2018)
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Figura 8. Biosintesis del 17p-estradiol. La sintesis de los estrégenos se da a partir del colesterol, el
cual es un precursor de todos los esteroides. El colesterol es transformado a pregnolona (21C), el
cual es un precursor de mineralcorticoides (21C), glucocorticoides (21C) y andrégenos (19C). La
pregnolona es transformada a androestenediona (C19), través de una serie de reacciones en cuyo
paso final la 3 beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3B-HSD) participa de manera importante.
Después, por accion de la 17 beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17p-HSD), la androestenediona
es transformada en testosterona (C19) y esta a su vez es transformada, por actividad de la aromatasa
en 17B-estradiol (C18). Ademas, a partir de la androestenediona se produce la estrona, por actividad
de laaromatasa, y después es producido el 17p-estradiol, por actividad de la 173-HSD. Tomado y
modificado de Medina-Estrada I., et al, 2018.
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El E2 es sintetizado principalmente en los ovarios y es el estrdgeno mas
potente y abundante en la etapa reproductiva de las hembras. El rango de
concentracion en suero varia segun la especie, pero oscila entre los 50 pg/mL
(concentraciones basales) llegando alcanzar hasta los 1,500 pg/mL
(concentraciones suprafiosioldgicas) durante la fase pre-ovulatoria (Lamote et al,
2006; Medina-Estrada et al, 2018), y en el periodo gestacional oscila entre 100- 200
ng/mL (Kumar & Mangon, 2012).

Los principales efectos del E2 estdn asociados con las funciones
reproductivas o sexuales, aunque también esta involucrados en el desarrollo de
diferentes patologias, tales como el cancer, enfermedades autoinmunes y procesos
infecciosos, en donde la respuesta inmune puede ser alterada por esta hormona
(Nadkarni & McArthur, 2013; Barakat et al, 2016).

Los principales blancos de E2 son los 6rganos reproductivos femeninos
(ovario, utero y glandula mamaria). Ademas, E2 actia sobre una gran variedad de
poblaciones celulares; sin embargo, su principal blanco son las células epiteliales,
en donde regula procesos como la diferenciacion, proliferacién y apoptosis celular,
procesos asociados al ciclo reproductivo de las hembras como la ovulacion y la
lactancia. Ademas, esta hormona participa de manera importante en la regulacion
de otros procesos como el metabolismo (distribucion de grasa en el cuerpo),
hemodinamica (tono vascular), reproduccion (ovulacién, desarrollo de caracteres
sexuales primarios y secundarios, crecimiento e involucion de la glandula mamaria),
y procesos patolégicos como el cancer y enfermedades infecciosas, en donde la
respuesta inmunologica se ve comprometida (Medina-Estrada et al, 2018).

Los efectos del E2 son mediados por el receptor de estrégenos (ERs, por sus
siglas en inglés) y se clasifican como ERa (565 aminoacidos) y ERB (530
aminoacidos), descubiertos por primera vez en 1973 en el Utero de rata (Prozznits
et al, 2007). La distribucién y la funcion de estos receptores varia en funcion del
tejido en el que se encuentren (Cheskis et al, 2007). Estos receptores pertenecen a
la superfamilia de receptores nucleares, los cuales funcionan como factores
transcripcionales o asociados con otros factores de transcripcion para regular la
expresion de genes relacionados a las funciones ya descritas por el E2. Ademas de

los receptores nucleares, existe un tercer ER, llamado GPR30, el cual pertenece a
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la familia de los receptores acoplados a proteinas G. Este receptor es localizado en
la membrana plasmatica y en el reticulo endoplasmico y esta asociado
principalmente a respuestas no genomicas (modificaciones en el flujo de calcio,
liberacion de especies reactivas de nitrdgeno y oxigeno) (Medina-Estrada et al,
2018).

Los ERs a y B se mantienen inactivos a través de formar un complejo con
proteinas de choque térmico (Hsp70 y Hsp90). Una vez que se une a su ligando (ej.
E2), se induce un cambio conformacional que permite que el complejo inactivo se
disocie y se fosforile, lo cual promueve su activacion y su posterior traslocacion al
nacleo. En el nacleo, el ER interactia con los elementos de respuesta a estradiol
(EREs, por sus siglas en inglés) presentes en la secuencia del ADN (una secuencia
de repeticiones palindromica de 5-GGTCAnNnTGACC-3"). La sefalizacion a traves
de EREs puede desencadenar la activacion de elementos asociados al crecimiento
y proliferaciéon celular (c-fos, c-myc, EGF, p21, IGF1 y Raf) (Farzaneh & Zarghi,
2016). Adicionalmente, la sefializacion derivada de los ERs puede inducir la
produccion de 6xido nitrico, la secrecion de la PRL, modular el flujo de los canales de
calcio y regular la respuesta inmunolégica a traves de las vias de sefalizacion de
MAPKs, AKT y PKC (Monteiro et al, 2014; Medina- estrada et al, 2016). Ademas, la
interaccion del ERa con las MAPKSs favorece la fosforilacion de co-activadores como
SRC3, RIIP 140, p300 y CREB1, promoviendo el relajamiento de la cromatina y la
interaccion con los EREs (Simpson & Santen, 2015), lo cual favorece la transcripcion

de los genes.

3.4.3 Efecto Inmunomodulador de la prolactina

Las hormonas lactogénicas como la PRL, ademas de estar asociadas a los
cambios estructurales y funcionales de la glandula mamaria durante el periodo seco
y el inicio de la lactancia en bovinos, también tiene un papel relevante en la
respuesta inmunoldgica (Suéarez et al, 2015; Savino et al, 2017) . Se ha reportado
ampliamente que la PRL es producida por diversas células de la respuesta
inmunoldgica (ej. macréfagos, células NK, linfocitos y células epiteliales) en donde
modula diferentes procesos como la quimiotaxis, fagocitosis y funciones efectoras

como la produccion de citocinas y quimiocinas (Suérez et al, 2015; Alhussien & Dang,
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2020). En estudios realizados en una linea celular inmortalizada de epitelio mamario
bovino (MAC-T) se demostré que la PRL dispara una respuesta pro-inflamatoria a
través de la activacion del factor transcripcional NF-kB, ademéas de promover la
quimiotaxis de polimorfonucleares al sitio de la infeccion, resaltado un papel
importante de esta hormona en la mastitis crénica (Boutet et al, 2007). En linea con
lo anterior, en un modelo in vitro de mastitis bovina empleando un cultivo primario de
células de epitelio mamario bovino, la PRL a concentraciones fisioldgicas (5 ng/mL)
y S. aureus regulan de manera negativa la expresién de genes que codifican para
péptidos antimicrobianos, como B-defensinas y citocinas pro-inflamatorias como IL-
1B, asi como la produccion de 6xido nitrico (Gutiérrez-Barroso et al, 2007). Ademas,
en este mismo modelo de estudio se demostré que la PRL funciona como un
regulador de la respuesta inmune innata a través de la activacion del receptor TLR2
y no por la via canonica (activada a traves del PRLR), resaltando la relevancia de
gue la hormona promueve la internalizacion de la bacteria (Medina-Estrada et al,
2015). De manera importante, y tomando en cuenta las funciones
inmunomoduladoras de la PRL, se ha implementado el uso de agonistas de la
dopamina (por ejemplo: bromocriptina, cabergolina y quinagolida) como terapia
prometedora de infecciones intramamarias como la mastitis en el ganado bovino,
debido a que su uso en vacas en el periodo de lactancia tardia y en el periodo de
secado disminuyen las concentraciones de la PRL, reduciendo de manera
importante el riesgo de contraer infecciones en la glandula mamaria (Lacasse et al,
2019).

Por otra parte, en ensayos realizados con macrofagos peritoneales de murino
se demostré que la PRL a concentraciones de 300 ng/mL mejora de manera
significativa la expresion de citocinas pro-inflamatorias (IL-1p, IL-12p40, e IFN-y) a
través de las vias JAK/STAT y JNK/MAPKs. A concentraciones supra fisiologicas
(1000 ng/mL) la concentracion de las citocinas pro-inflamatorias se reduce de
manera significativa, pero la expresion de citocinas anti-inflamatorias (IL-10),
mediada por la sobre expresion de STAT3, mejora significativamente (Sodhi &
Tripathi, 2008). Lo anterior resalta las propiedades inmunomoduladoras de la PRL
por lo que es considerada como una citocina, debido a que comparte diversas

caracteristicas con estas moléculas como:1) participar en la respuesta inmune, 2)
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ser sintetizada por multiples tipos celulares, 3) ser pleiotropica, 4) actuar en conjunto
con otras citocinas para producir efectos sinérgicos o antagonicos (Suarez A et a,
2015).

3.4.4 Efecto Inmunomodulador del 17B-estradiol

La evidencia experimental sugiere que el E2 ejerce sus efectos
inmunomoduladores a través de la regulacion de los TLRs. Por ejemplo, en el tracto
reproductivo humano durante el inicio del ciclo gestacional, E2 (10-®M) a través de
ERa modula la via de sefalizacién desencadenada por el TLR3 (el cual reconoce
RNA de doble cadena). El incremento de E2 reduce la abundancia del TLR3
favoreciendo un microambiente anti-inflamatorio (Lesmeister et al, 2005). Ademas,
altos niveles de E2 reducen la abundancia de los TLRs en el epitelio endometrial
humano afectando directamente la interaccion patdgeno- hospedero (Kovats, 2015).
De manera importante, rio abajo de la sefializacion del TLR2, en el epitelio
endometrial de roedores se demostré que el E2 disminuye la secrecion de IL-6, esto
debido a que E2 inhibio la actividad de las cinasas ERK y p38 (cinasas encontradas
en la ruta de sefalizacion de las MAPKSs) (Breithaupt et al, 2013). Ademas, en el
oviducto de bovino, se encontré que la estimulacion con LPS induce la expresion de
los receptores TLR4 y TLR2 incrementando los niveles de secrecion de IL-1p y de
TNFa; sin embargo, la adicion de E2 (1 ng/mL) revierte los efectos inflamatorios del
LPS (Kowsar et al, 2013). En el mismo sentido, la produccién de 6xido nitrico a traves
de dafio mecéanico o por la estimulacién de LPS en el epitelio intestinal de rata es
disminuida por el E2 (Hirata et al, 2007; Patel et al, 2013). De manera importante se
describié que E2 (50 ng/mL) induce una respuesta anti-inflamatoria en células de
epitelio mamario bovino desafiadas con S. aureus a través de la sefializacion de
ERa, y bajo las mismas condiciones disminuye la internalizacion la bacteria en las
células epiteliales (Medina-Estrada et al, 2016). Por otra parte, E2 también regula
la actividad de diferentes factores de transcripcion. Por ejemplo, se ha descrito que
en el musculo liso de ratas y en hepatocitos de ratén, el E2 revierte el efecto
estimulador de la IL-1p sobre la produccién de 6xido nitrico, ademas incrementa la
expresiony del inhibidor del factor transcripcional NF-kB (1kB), este incremento evita
la activacion y la traslocacion al nucleo de dicho factor y la subsecuente expresion
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de genes inflamatorios. Ademas, en el utero de humano y en células epiteliales del
tracto urinario, E2 puede modular la activacion de otros factores de transcripcion
como SP1, STAT, AP-1y el receptor de vitamina D (VDR, por sus siglas en inglés),
los cuales también participan en la regulacion de la RIl. En este sentido, E2 inhibe
la fosforilacion de STAT y promueve la activacion del VDR a través de la via de
sefalizacion de las MAPKs (Buitrago et al, 2007; Villajo et al, 2012). Aunado a los
efectos anti-inflamatorios del E2, en algunos modelos se ha reportado su actividad
antimicrobiana contra distintos patégenos, mediante la produccién de péptidos
antimicrobianos. Por ejemplo, en células de epitelio mamario bovino tratado con E2
se demostro la expresion de moléculas antimicrobianas como: la beta defensina 1
(DEFB1, por sus siglas en inglés), beta defensina de neutrofilos bovinos 5 (BNBDS5,
por sus siglas en inglés) y la psoriasina 100A7 (S100A7). Estos efectos fueron
logrados a través de la activacion de los factores de transcripcion AP-1 y NF1;
ademas, estos eventos se relacionaron con la disminucion de la internalizacion de
S. aureus (Medina-Estrada et al, 2016).

Lo anterior remarca de manera importante los efectos del E2 sobre la
regulacion de la respuesta inmunolégica en los epitelios del tracto reproductor de
las hembras, debido a: 1) que es uno de los blancos principales por parte de esta
hormona, 2) por sus funciones intimamente asociadas a la reproduccion, y 3) por la

relevancia que presentan en la defensa del hospedero.

3.5 Epigenética

El término epigenética fue descrito por primera vez por Conrad Waddington
en 1942 para referirse al estudio de las interacciones entre los genes y el ambiente
gue se producen en los organismos. Waddington, a través de sus estudios en
embriologia, la defini6 como el estudio de todos los eventos que llevan el complejo
proceso de desarrollo que media entre genotipo y fenotipo (Conrad, 1939).
Posteriormente, Huxley en 1956 redefinié el término cuando en sus estudios
observo que la variacion en la especificacion del fenotipo celular no necesariamente
esta relacionada con la secuencia del gen. Ademas, con base a los trabajos de
Waddington y Huxley, en 1958 David Nanney uso el termino epigenética para

distinguir entre diferentes tipos de control celular, proponiendo que los componentes
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genéticos que son los responsables del mantenimiento de los genes (expresados o
no expresados) son mediados por los mecanismos auxiliares que controlan la
expresion de genes especificos. Desde entonces la definicibn del término
epigenética ha evolucionado gradualmente con el tiempo (Deans & Maggert , 2015).
Hoy en dia la epigenética puede ser definida como una serie de cambios en el
fenotipo, lo cuales pueden ser heredados (en células sométicas) y que son
provocados por diferentes mecanismos que generan cambios en la cromatina, en
donde regulan procesos moleculares del ADN como la replicacién, transcripcion y
reparaciéon sin producir cambios en la secuencia de nucleétidos del material
genético y que pueden ser reversibles, ademas de ser mediados por el medio
ambiente en el que se encuentra la célula (Allis & Jenuwein, 2016).

Las células eucariotas poseen una gran cantidad de ADN que se encuentra
confinado en el ndcleo de forma compacta en una estructura conocida como
cromatina, la cual esta plegada en un complejo proteina-ADN llamado nucleosoma.
Este nucleosoma esta constituido por un octamero de proteinas llamadas histonas
(H2A, H2B, H3 y H4) que estan recubiertas por 146 pb de ADN, y estas unidades
nucleosomales estan conectadas por la histona H1 (Luger et al, 1997). Ademas,
estas estructuras pueden sufrir modificaciones tanto a nivel de ADN como de las
histonas, generando regiones del ADN expuestas en menor o mayor grado a la
maquinaria transcripcional, y estos cambios son regulados por mecanismos
epigenéticos que incluyen: 1) metilacion del ADN, 2) modificaciones
postraduccionales de las histonas, 3) remodelado de la cromatina, 4) ARN no

codificante y 5) dinamica nuclear (Yan et al, 2010).
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Figura 9. Mecanismos de regulacidon epigenética. La regulacion de la expresion génica esta
regulada a diferentes niveles por mecanismos epigenéticos, los cuales incluyen: 1) metilacion del
ADN, 2) modificaciones postraduccionales (principalmente acetilacion y metilacion) en las histonas,
3) actividad de los complejos remodeladores de la cromatina, 4) actividad de ARNs no codificantes
(como miARNSs), y 5) la dindmica nuclear. Tomado y modificado de Yan et al (2010).

El primer nivel de regulacion es la metilacion del ADN y se lleva a cabo en
regiones del ADN conocidas como islas CpG (regiones ricas en los dinucleétidos
citosina-guanina), en el cual un grupo metilo es transferido a la posicion 5™ del anillo
de citosina generado 5-metilcitosina. Esta reaccion es catalizada por un grupo de
enzimas llamadas ADN metiltransferasas (DNMTSs, por sus siglas en inglés), las
cuales se encuentran agrupadas en 2 familias: DNMT1 y DNMT3 (3a y 3b).
Generalmente este mecanismo esta asociado a la represion de los genes debido a
gue genera una compactacion de la cromatina haciendo inaccesible a la maquinaria
transcripcion en los sitios de inicio de la transcripcion, regulando procesos como la
gametogénesis, el desarrollo embrionario y la diferenciacién celular (Krause et al,
2016; Allis & Jenuwein, 2016; Chen et al, 2017; Zhang & Cao, 2019).

En el segundo nivel de la regulacion epigenética se encuentran las
modificaciones postraduccionales en las histonas, estas son modificaciones
guimicas covalentes que se llevan a cabo generalmente en los residuos de lisina
(K) de los tallos de las histonas y participan en el control de la regulaciéon de la
cromatina y la expresion génica. Entre las modificaciones mas estudiadas se

encuentran la acetilacién y la metilacion. La acetilacion de las histonas involucra la

( 1
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transferencia de un grupo acetilo al grupo amino de la lisina, lo cual promueve que
las cargas positivas de las lisinas se neutralicen, alterando las interacciones
electrostéticasen la cromatina favoreciendo el relajamiento de esta estructura y
permitiendo la expresion de genes. Esta reaccion es realizada por un grupo de
enzimas llamadas acetiltransferasas de histona (HATS, por sus siglas en inglés.
Como parte de la regulacion de la acetilacidn, las desacetilasas de histona (HDACSs,
por sus siglas en inglés) son enzimas que quitan los grupos acetilo de los residuos de
lisina y se han descrito 4 clases (HDACI, I, lll y IV). De manera importante, la
actividad de las HDACs esté relacionada con el silenciamiento de genes, progresion
del ciclo celular, diferenciacion y a la respuesta inducida por el dafio al ADN (Krause
et al, 2016; Allis & Jenuwein, 2016; Chen et al, 2017; Zhang & Cao, 2019).

Por otra parte, los residuos de lisina también pueden sufrir metilaciones. El
efecto de esta modificacion no estéa relacionado con un resultado definido debido a
gue depende del residuo en donde se lleve a cabo la metilacién y del grado de
metilacion (mono, di o tri-metilado) de dicho residuo. Por ejemplo, la trimetilacion de
la lisina 4 (H3K4me3) esta asociada a la expresion de genes, mientras que la
trimetilacion de la lisina 27 (H3K27me3) esta asociada a la represion de genes. De
igual manera, el grupo metilo puede ser removido por la actividad de las enzimas
desmetilasas de histona (HDMTSs, por sus siglas en inglés) (Krause et al, 2016; Allis
& Jenuwein, 2016; Chen et al, 2017; Zhang & Cao, 2019).

En el tercer nivel de regulacion epigenética se encuentra el remodelamiento
de la cromatina, un proceso dependiente de trifosfato de adenosina (ATP, por sus
siglas en inglés). En este proceso la interaccién del ADN-histonas es parcialmente
liberada permitiendo que las histonas se deslicen facilmente sobre la cadena de
ADN, reestructurando los nucleosomas. Ademas, este proceso permite el remplazo
de las histonas H2 modificadas y no modificadas, lo cual conlleva a una apertura de
la cromatina. Cuatro complejos reguladores de la cromatina han sido descritos
(SWI/SNF, ISWI, CHD y INO80) y estan relacionados con la progresion del ciclo
celular, supresion de tumores, replicacion del ADN, diferenciacion y regulacion del
cromosoma X (Clapier et al, 2017; Zhang & Cao X, 2019).

El cuarto nivel de regulacion estd conformado por ARN no codificantes,
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dentro de estos los micro ARN (miRNAs, por sus siglas en inglés) son los mas
estudiados. Los miRNAs son pequefias moléculas de ARN (18-22 pb) que
interactian con la regién no traducible (UTR, por sus siglas en inglés) del extremo
3" del ARN mensajero (ARNm) blanco para inducir la degradacion de dicho ARNm
o inhibir la traduccion de la proteina. Sin embargo, se ha reportado que algunos
miRNAs interactian en otras regiones, por ejemplo, en el extremo 5 UTR,
secuencias codificantes y en los promotores de los genes (Ha & Kim, 2014; O Brien
et al, 2018; Zhang & Cao, 2019).

Finalmente, en el quinto nivel de regulacién epigenética se encuentra la
dindmica nuclear. Esta formada por dos sitios, uno de ellos es la lamina nuclear, en
donde existe poca densidad de genes y por lo tanto una baja actividad
transcripcional, mientras que, en la zona central, donde se encuentra el nacleo, se
ha identificado una mayor actividad transcripcional y por la tanto una mayor
expresion génica (Yan et al, 2010).

3.5.1 Mecanismos epigenéticos relacionados con la prolactina y el 178-

estradiol

De manera general se ha descrito que la glandula mamaria de varias
especies de mamiferos sufre cambios epigenéticos durante su diferenciacion y
desarrollo alo largo de la vida (Holliday et al, 2018; Ivanova et al, 2021). En bovinos,
se ha reportado que la PRL genera modificaciones epigenéticas asociadas con la
expresion de genes de proteinas de la leche, como la k-caseina, B- lactoglobulina o
proteina acida del suero (WAP, por sus siglas en inglés en el ganado bovino y su
produccion se ve influenciada por factores como la nutricién, salud de la ubre,
frecuencia de ordefia, fotoperiodo, enfermedades intramamarias como la mastitis
y por la concentracion de las hormonas lactogénicas (Bulger & Groudine, 2010;
Singh et al 2010). Ademas, existe una correlacion negativa entre la expresion de
genes que codifican para las proteinas de la leche y la metilacién del ADN, ya que
cuando la region promotora de estos genes se encuentra hipometilada, permite que
la expresion de dichos genes se lleve a cabo (Vanselow et al, 2006; Singh et al, 2010;
Rijnkels et al, 2013). En linea con lo anterior, en estudios en ratones se demostro
qgue cuando el gene de la a-caseina estéa hipermetilado, su expresion se reprime,
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asociando este evento a la involucion de la glandula mamaria y el cese de la
lactancia (Nguyen et al, 2014). De manera importante, el efecto de las hormonas
lactogénicas sobre la expresion de genes que codifican para las proteinas de leche
como las caseinas, estan asociados con cambios en las modificaciones en las
histonas y en el reclutamiento de factores transcripcionales (Lemay et al, 2013;
lvanova et al, 2021).

Por otra parte, el efecto de las hormonas lactogénicas como PRL y E2 sobre
la expresion de genes relacionados con la produccion de la leche se ha descritoen
células epiteliales mamarias de murinos y bovinos, en donde se encontrd
incrementos en la acetilacién global de la histona H3 (H3ac) y en la metilacién de la
marca H3K9me2 (marca relacionada al relajamiento de la cromatina); ambas
marcas se encontraron en la region promotora modulando la expresion de genes
gue codifican para proteinas como la caseina y la proteina WSP; ademas de la
lactosa (Montazer-Torbati et al, 2008; Rijnkels et al, 2013). Recientemente se
demostré en un modelo in vitro de mastitis subclinica bovina que las hormonas PRL
y E2 regulan la expresion de las marcas epigenéticas H3K9ac y H3K9me2 durante
la infeccidén con S. aureus (Salgado-Lora et al, 2020). Lo anterior demuestra que la
regulacion epigenética de los genes involucrados en los procesos fisiologicos (por
ejemplo, la lactancia y la respuesta inmunologica) estan regulados por hormonas
lactogénicas. Ademas, evidencia que demuestre lo anterior, hasta el momento es

escasa.
3.5.1 Mecanismos epigenéticos relacionados a enfermedades infecciosas

De manera importante se ha demostrado en investigaciones de la interaccion
hospedero-patdégeno, que microrganismos como las bacterias han desarrollado
estrategias sofisticadas que le permiten remodelar el epigenoma del hospedero y
evadir la respuesta inmune (Jurdzinski et al, 2018; Fischer, 2020; Fol et al, 2020).
Por ejemplo, en estudios en cancer gastrico relacionado a la infeccién por
Helicobacter pylori se identifico alteraciones en la metilacion del ADN en la regién
promotora de genes supresores de tumores. Interesantemente, Mycobacterium
leprae indujo la reprogramacion de células de Schwann (células tipo glial que rodean
el contorno de los axones) en células tipo tallo que estan asociadas con alteraciones

en la metilacién y en la promocion de la diseminacion del bacilo. Ademas, las
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bacterias pueden modular las marcas epigenéticas del hospedero de manera
indirecta a través de sus efectos sobre la sefializacion promovida por las MAPKS.
Por ejemplo, Bacillus anthracis y M. tuberculosis modulan cambios en la fosforilacién
y acetilacién de la histona H3 dependientes de las MAPKSs, causando cambios en la
activacion de la respuesta inflamatoria por parte de las células epiteliales y de
macrofagos (Jurdzinski et al, 2018). Asi mismo, la modulacién de la expresion de los
MiRNAs asociados a procesos biolégicos como la respuesta inmune, es otro de las
estrategias adoptadas por las bacterias para sobrevivir en las células hospederas
(Das et al, 2016). Por ejemplo, M. tuberculosis regula de manera negativa la
expresion del miRNA Let-7f, el cual tiene como objetivo el ARNm de la proteina
A20, un inhibidor del factor transcripcional de NF-xB. La regulacion negativa de Let-
7f fue acompafada por una sobre expresion de la proteina A20 inhibiendo la
respuesta pro-inflamatoria en ratones infectados con la bacteria. Esto refleja que M.
tuberculosis manipula la expresion de Let-7f para sobrevivir dentro de las células
hospederas (Kumar et al, 2015). Lo anterior refleja que los patdgenos pueden
inducir cambios epigenéticos en las células hospederas a través de la manipulacion
de las vias de sefalizacion activadas durante el proceso de infeccidn, resaltando
una intima comunicacion entre los eventos epigenéticos y de sefalizacion que les
proporciona a los microorganismos patdégenos una ventaja sobre la célula hospedera

en su capacidad de evadir el sistema inmune de manera exitosa.

En lo particular, la regulacion epigenética ocasionada por S. aureus en un
modelo murino de mastitis indujo la hiperacetilacion de las histonas H3K9 y H3K14,
asi como la modulacién de miRNAs que estan relacionados con la expresion de
genes pro y anti-inflamatorios (Modak et al, 2014). Ademas, en linfocitos
provenientes de vacas con mastitis subclinica, se observaron altos niveles de la
marca H3K27me3, una marca estrechamente relacionada con la compactacion de
la cromatina y el silenciamiento de genes relacionados a la respuesta inmune innata
(He et al, 2016). Asi mismo, S. aureus puede modular otros mecanismos
epigenéticos como los miRNAs. Mediante andlisis transcriptdmicos y acercamientos
moleculares, se ha descrito la presencia de mas de 350 miRNAs que estan
directamente relacionados, ademas de otros procesos, con la respuesta

inmunoldgica asociada a la infeccion con S. aureus, los cuales pueden estar
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modulando la respuesta inmunoldgica montada por el hospedero que le permite
evadir dicha respuesta, favoreciendo su éxito en el establecimiento de la infeccién
(Lai et al, 2020; Do, 2021; Tucker et al, 2021).

3.6. Antecedentes

En el grupo de trabajo se ha demostrado la importancia de la prolactina y el
17B-estradiol en el establecimiento de la infeccion de las CEMB por S. aureus. En
este sentido, se ha demostrado que la PRL a concentraciones fisioldgicas (5 ng/mL)
promueve la internalizacion de S. aureus (Ochoa-Zarzosa et al, 2007; Gutiérrez-
Barroso et al, 2008), lo que se relaciona con la expresion y el incremento de la
abundancia en la membrana del receptor TLR2 y de la integrina o581 (Medina-
Estrada et al, 2015). Asi mismo, PRL induce la activacion de los factores de
transcripcion como NF-«kB y AP-1, promoviendo la expresion de genes pro-
inflamatorios como IL-18, TNFa, IL-6 y de mediadores inflamatorios como el NO a
traves de la activacion de la iNOS, inhibiendo la expresion de genes anti-
inflamatorios (IL-10) y de péptidos antimicrobianos (Gutiérrez-Barroso et al, 2008;
Lara-Zarate et al, 2011; Medina-Estrada et al, 2015). Notablemente, S. aureus
inhibe el perfil pro- inflamatorio desencadenado por la PRL (Gutiérrez-Barroso A., et
al, 2008; Lara- Zarate L., et al, 2011; Medina-Estrada I., et al, 2015) (Fig. 10A).

Por otra parte, E2 a concentraciones fisiolégicas (50 pg/mL) disminuye la
internalizacién de S. aureus en las CEMB (Medina-Estrada et al, 2016). Ademas,
induce la activacion de factores de transcripcion como AP-1, NF1 y ER reduciendo
la expresion de genes pro-inflamatorios como IL-13, TNFa, IL-6 (de forma basal o
inducidos por S. aureus), promoviendo una respuesta anti- inflamatoria a través de
la expresion de IL-10 y favoreciendo una respuesta antimicrobiana mediante la
expresion de péptidos antimicrobianos (DEFB1, DEFB5 y S100A7) (Medina-Estrada
et al, 2016; Medina Estrada et al, 2018). A pesar de que E2 induce la expresion del
receptor TLR2, no promueve la abundancia en la membrana de este, un efecto
similar fue observado cuando se evaluo la integrina a5p1 (Medina-Estrada et al,
2016). Aunado a esto, E2 puede bloquear la sefializacién del mecanismo tipo Zipper
a través de la inhibicion de la actividad de la cinasa de adhesion focal (FAK, por sus
siglas en inglés), resultando en la disminucién de la internalizacién de la bacteria
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(Fig. 10B) (Medina-Estrada et al, 2018).
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Figura 10. Efecto Inmunomodulador de la prolactina y 17p-estradiol en células de epitelio
mamario durante el desafio con S. aureus. A) La prolactina a concentraciones fisiolégicas (5
ng/mL) induce la internalizacién de S. aureus, la cual es mediada por la integrina a5B1. Ademas,
induce una respuesta inflamatoria a través de la activacién de diferentes factores de transcripcién
(AP-1 y NFkB), la produccién de NO y la abundancia en la membrana del receptor TLR2 en las
CEMB. B) EI 17p-estradiol a concentraciones fisioldgicas (50 pg/mL) reduce la internalizacion de S.
aureus através de lainhibicion de la cinasa de adhesién focal (FAK). Ademas, mediada por el receptor
de estrégenos alfa (ERa) induce una respuesta anti- inflamatoria y antimicrobiana y la abundancia
en la membrana del receptor TLR2 e inhibe la respuesta inflamatoria.

Recientemente en el grupo de trabajo se demostré que el tratamiento con la
mezcla hormonal (PRL + E2) en CEMB durante la infeccidén con S. aureus, reduce
la internalizacion de la bacteria. Ademas, esta mezcla hormonal promueve la
expresion y la abundancia en la membrana del receptor TLR2 y una regulacion
positiva de la expresion de elementos de la respuesta inmune innata (IL-8, IL-6,
TNFa e IL-10) y de la respuesta antimicrobiana (LAP y BNBD10). Asi mismo, la
mezcla hormonal regula mecanismos epigenéticos como la acetilacion global de la
histona H3 y las marcas epigenéticas H3K9ac y H3K9me2. Estos datos se
relacionaron con una disminucién de la actividad de las HDACs y de las HDMs, las
cuales son importante en la regulacion de la expresiéon de H3K9ac y H3K9me2,
respectivamente (Fig. 11) (Salgado-Lora et al, 2020). Estos resultados sugieren que
PRL y E2 pueden modular la expresion de genes de la respuesta inmune innata y

de péptidos antimicrobianos a través de la regulacion de la regulacién de estas
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Figura 11. Efecto de la mezcla hormonal sobre la regulacion de la RIl mediada a través de
mecanismos epigenéticos en CEMB desafiadas con S. aureus. Prolactina (5 ng/mL) y 173-
estradiol (50 pg/mL) inducen una reduccioén en la internalizaciéon de S. aureus y la abundancia en la
membrana del receptor TLR2, y favorece la respuesta anti-inflamatoria y antimicrobiana en las
CEMB. Ademas, la mezcla hormonal favorece la acetilacion global de la histona H3 (H3ac) y la
expresion de las marcas epigenéticas H3K9ac (marca asociada a la expresion de genes) y H3K9me2
(marca asociada a la represion de genes) y disminuye la actividad de las enzimas epigenéticas
HDCAs (enzimas que remueven grupos acetilo de las histonas) y KDMs (enzimas que remueven
grupos metilo de las histonas) en CEMB.
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IV. Justificacion

La mastitis bovina subclinica es una enfermedad inflamatoria de la glandula
mamaria, causada principalmente por Staphylococcus aureus, que afecta de manera
dramética la economia de la ganaderia lechera alrededor del mundo. A pesar de
gue las hormonas prolactina y 173-estradiol desempeiian un papel relevante en el
tejido mamario in vivo, hoy en dia existen escasos reportes relacionados con la
regulacién epigenética que ejercen sobre los genes de la respuesta inmune innata.
En este sentido, se requiere realizar un estudio detallado que permita no solamente
determinar el perfil de las modificaciones epigenéticas que las hormonas ejercen
sobre las células epiteliales mamarias, sino también sobre otros componentes de la
respuesta inmune innata, como los macréfagos. Este estudio permite entender los
mecanismos epigenéticos inducidos por las hormonas prolactina y 17p3-estradiol
durante una infeccion cronica como la mastitis bovina, lo cual aporta elementos que

permitan implementar medidas de control y prevencion.
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V. Hipotesis
» Las hormonas prolactina y 17B-estradiol inducen modificaciones
epigenéticas que regulan diferencialmente la expresion de genes de la
respuesta inmune innata en células epiteliales y macré6fagos bovinos durante

el desafio con Staphylococcus aureus.
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VI. Objetivos

6.1 Objetivo general

» Caracterizar las modificaciones epigenéticas en genes de la respuesta

inmune innata en células de epitelio mamario y macréfagos bovino inducidas
por las hormonas prolactina y 17B-estradiol durante el desafio con

Staphylococcus aureus.

6.2 Objetivos especificos

Determinar las modificaciones epigenéticas especificas de la histona H3 en
la region promotora de los genes de la respuesta inmune innata reguladas
por las hormonas prolactina y 17p-estradiol en células de epitelio mamario
bovinos durante el desafio con Staphylococcus aureus.

Analizar la expresion de los miRNAs (mi-451, miR-30b, miR-144. miR-146a,
miR-155, miR-7863, miR-23a, miR.21 y Let-7a5p) regulada por las hormonas
prolactina y 17B-estradiol en células de epitelio mamario y macrofagos
durante el desafio con Staphylococcus aureus.

Analizar la expresion de los elementos de la respuesta inmune innata
(citocinas, quimiocinas, oxido nitrico) regulados por las hormonas prolactina
y 17p-estradiol en macrofagos bovinos durante el desafio con
Staphylococcus aureus.

Determinar las modificaciones epigenéticas globales de la histona H3
reguladas por las hormonas prolactina y 17p-estradiol en macrofagos bovinos
durante el desafio con Staphylococcus aureus.

Analizar la actividad de las desacetilasas de histona (HDACS) reguladas por
las hormonas prolactina y 173-estradiol en macrofagos bovinos durante el

desafio con Staphylococcus aureus.
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VIl. Estrategia experimental

» Evaluacion de las modificaciones especificas de la histona H3 y de la
expresion de miRNAs inducidos por la prolactina y el 17p-estradiol en células

de epitelio mamario bovino desafiadas con Staphylococcus aureus.

SahE v
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Figura 12. Esquema representativo de la estrategia establecida para la evaluacion de la
regulacién epigenética inducida por bPRL y E2 en CEMB durante el desafio con S. aureus.
Ensayos de invasion con proteccién con gentamicina fueron realizados y las CEMB se emplearon
para evaluar: 1) Las modificaciones globales de la histona H3 mediante ensayos de Western blot, 2)
la actividad de las HDACs y HATSs a través de fluorimetria y colorimetria, 3) el enriquecimiento de
las marcas epigenéticas H3K9ac y H3K9me2 en la region promotora de los genes mediante ChlP-
RTg-PCR, y finalmente 4) la expresién de miRNAs involucrados en la regulacion de elementos de
la RIl através de RT-qPCR.
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» Evaluacion de la expresion de los elementos de la respuesta inmune innata,
de las modificaciones globales de la histona H3, de la actividad de las HDACs
y la expresion de miRNAs inducidos por la prolactina y el 17p-estradiol en

macroéfagos bovinos desafiados con Staphylococcus aureus.
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Figura 13. Esquema representativo de la estrategia establecida para la evaluacion de la
regulaciéon de los elementos de la RIl y de los mecanismos epigenéticos inducida por bPRL y
E2 en macréfagos bovinos durante el desafio con S. aureus. Los macréfagos bovinos fueron
diferenciados durante 28 dias en medio RPMI (suplementado con piruvato de sodio 1 mM y 20%
Suero fetal bovino) de monocitos aislados de sangre periféricas de vacas lactantes (60-90 dias)
sanas. Ensayos de invasién con proteccién con gentamicina fueron realizados y los macréfagos
bovinos se emplearon para evaluar: 1) la expresién de elementos de la RII (citocinas, quimiocinas y
péptidos antimicrobianos) y miRNAs involucrados en la regulacién de elementos de la RIl a través
de RT-gPCR, 2) la secrecion de citocinas mediante citometria de flujo, 3) Las modificaciones
globales de la histona H3 mediante ensayos de Western blot, y 4) la actividad de las HDACs a través
de fluorimetria.




M.C. Marco Antonio Barajas Mendiola PIDCB-UMSNH

VIIl. Resultados

Los resultados generados en la realizacion del presente trabajo se presentan en 3
capitulos y un anexo:

1) El capitulo | corresponde al articulo de investigacion: “Prolactin regulates H3K9ac
and H3K9me2 epigenetic marks and miRNAs expression in bovine mammary
epithelial cells challenged with Staphylococcus aureus™ Frontiers in
Microbiology,,23 September 2022 Sec. Infectious Agents and Disease. Volume
13 - 2022 https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.990478. ISSN: 1664-302X. Factor de
impacto 6.064 (2021 JCR Science Edition).

1) Anexo 1: Prolactina y 17B-estradiol regulan la expresion de genes de la respuesta
inmune innata a través de las marcas epigenéticas H3K9ac y H3K9me2, y la
expresion de miARNs en células de epitelio mamario bovino durante el desafio con

Staphylococcus aureus.

2) El capitulo Il se presenta el manuscrito: Prolactin and 17p-estradiol modulates
the innate immune response through epigenetics mechanisms in bovine

macrophages challenged with Staphylococcus aureus.

3) El capitulo Il comprende el articulo de divulgacion: “Enfermedades autoinmunes
bajo la influencia de la epigenética”. Milenaria Ciencia y arte afio 11, no. 18. julio-
diciembre de 2021.ISSN: 2954-9436.
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8.1 Capitulo |

Prolactin regulates H3K9ac and H3K9me2 epigenetic marks and miRNAs
expression in bovine mammary epithelial cells challenged with Staphylococcus

aureus.
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Prolactin regulates H3K9ac and
H3K9me2 epigenetic marks and
MiRNAs expression in bovine
mammary epithelial cells
challenged with Staphylococcus
aureus

Marco Antonio Barajas-Mendiola,
Maria Guadalupe Salgado-Lora, Joel Edmundo Lopez-Meza
and Alejandra Ochoa-Zarzosa*

Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia, Facultad de Medicina Veterinaria 'y
Zootecnia, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Morelia, Mexico

Epigenetic mechanisms are essential in the regulation of immune response
during infections. Changes in the levels of reproductive hormones, such
as prolactin, compromise the mammary gland’s innate immune response
(IIR); however, its effect on epigenetic marks is poorly known. This work
explored the epigenetic regulation induced by bovine prolactin (bPRL) on
bovine mammary epithelial cells (bMECs) challenged with Staphylococcus
aureus. In this work, bMECs were treated as follows: (1) control cells without
any treatment, (2) bMECs treated with bPRL (5 ng/ml) at different times
(12 or 24 h), (3) bMECs challenged with S. aureus for 2 h, and (4) bMECs
treated with bPRL at different times (12 or 24 h), and then challenged
with S. aureus 2 h. By western blot analyses of histones, we determined
that the H3K9ac mark decreased (20%) in bMECs treated with bPRL (12 h)
and challenged with S. aureus, while the H3K9me2 mark was increased
(50%) in the same conditions. Also, this result coincided with an increase
(2.3-fold) in HDAC activity analyzed using the cellular histone deacetylase
fluorescent kit FLUOR DE LYS®. ChIP-gqPCRs were performed to determine
if the epigenetic marks detected in the histones correlate with enriched
marks in the promoter regions of inflammatory genes associated with the
S. aureus challenge. The H3K9ac mark was enriched in the promoter region
of IL-1, IL-10, and BNBD10 genes (1.5, 2.5, 7.5-fold, respectively) in bMECs
treated with bPRL, but in bMECs challenged with S. aureus it was reduced.
Besides, the H3K9me2 mark was enriched in the promoter region of IL-1f
and /L-10 genes (3.5 and 2.5-fold, respectively) in bMECs challenged with
S. aureus but was inhibited by bPRL. Additionally, the expression of several
miRNAs was analyzed by gPCR. Let-7a-5p, miR-21a, miR-30b, miR-155, and
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miR-7863 miRNAs were up-regulated (2, 1.5, 10, 1.5, 3.9-fold, respectively) in
bMECs challenged with S. aureus; however, bPRL induced a down-regulation
in the expression of these miRNAs. In conclusion, bPRL induces epigenetic

regulation on specific IR elements, allowing S. aureus to persist and evade
the host immune response.

prolactin, innate immunity, epigenetic, mastitis, Staphylococcus aureus

Introduction

Bovine mastitis is an inflammatory disease of the mammary
gland that generates significant economic loss to dairy farming
worldwide due to reduced milk quality, high treatment costs due
to the infection, decrease in milk production, fertility problems,
or the cull of animals with chronic mastitis (Huijps et al., 2008;
Reshi et al., 2015; Ruegg, 2017; Dego, 2020). This disease usually
results from microbial infections, and Staphylococcus aureus is
the most prevalent causal pathogen in many regions (9-17%
from milk samples) (Wilson et al., 1997; Pitkild et al., 2004). In
addition, S. aureus is isolated more frequently from subclinical
mastitis than clinical mastitis (up to 75% of the cases in US
herds) (Dego, 2020). This pathogen can internalize into the
mammary gland’s epithelial cells, evading the immune system,
favoring chronic infections, and failure in antibiotic therapy
(Barkema et al., 2006; Atalla et al., 2008; Barlow, 2011; Conlon,
2014; Josse et al., 2017; Lee et al., 2018; Zaatout et al., 2020).
(for
modifications on the DNA and histones) have a relevant

Epigenetic ~ mechanisms example,  chemical
role in the regulation of differentiation, function, and health
of the mammary gland (Devinoy and Rijnkels, 2010; Ivanova
et al,, 2021; Wang and Ibeagha-Awemu, 2021). For example,
in bovines, the hypomethylation of a-casein gene favors its
expression, while methylation represses its expression (Singh
et al,, 2010). Also, there is an increase in the DNA methylation
in peripheral blood lymphocytes isolated from cows with
mastitis naturally infected with S. aureus (Song et al., 2016).
Besides, the histone H3K27me3 mark was up-regulated in
isolated peripheral blood lymphocytes from cows with mastitis
caused by S. aureus. It was related to a down-regulation in the
expression of the inflammatory response genes (He et al., 2016).
Recently, our research group reported that combined bovine
prolactin (bPRL) and 17p-estradiol modulate the IIR during
S. aureus infection using an in vitro model of bovine mastitis,
and these effects were related to the regulation of H3 histone
modifications, such as H3K9ac and H3K9me2 (Salgado-Lora
et al., 2020).

The epigenetic regulation also may be achieved through
micro RNAs (miRNAs), and several reports evidence its role
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in bovine bacterial infections (Do et al,, 2021). For example, a
miRNA transcriptional analysis of MAC-T cell line challenged
with S. aureus and Escherichia coli revealed a single and
differential pattern of miRNAs expression, where bta-miR-
184, miR-24-3p, miR-148, mir-486, and Let-7a-5p were unique
miRNAs expressed during E. coli infection, while bta-miR-2339,
miR-499, miR-99a, and miR.23a only were expressed during
S. aureus infection (Jin et al., 2014). In addition, the miRNA
expression analysis of monocytes-derived macrophages infected
with Streptococcus agalactiae showed that miRNAs promote an
inflammatory phenotype in these cells regulating the expression
of genes coding for IL-6, IL-1B, and TNF-a (Lewandowska-Sabat
et al., 2018).

Mammary gland function is regulated by hormones
(for 17B-estradiol,
glucocorticoids). Abrupt hormone levels change during

example, prolactin, progesterone,
the peripartum and lactation has been associated with the
risk of mastitis development due to an impaired IIR (Lamote
et al., 2006; Brisken and O’Malley, 2010; Lacasse et al., 2019;
Alhussien and Dang, 2020). Prolactin is a hormone of 23 kDa
(199 amino acids) synthesized mainly by the lactotrophic cells
of the anterior pituitary gland with a relevant role in lactation
regulation; however, this hormone also is involved in the
regulation of the immune response (Binart, 2017; Savino, 2017;
Berczi and Nagy, 2019).

Previously, we reported that bPRL at physiological
concentrations (5 ng/ml) induces the internalization of
S. aureus into bovine mammary epithelial cells (bMECs) and
modulates the IIR of these cells. Particularly, bPRL up-regulated
the expression of TNF-a, IL-1B, and IL-6 genes; however,
cells pre-treated with this hormone inhibited the bacterial
induction of these genes. Similarly, the expression of the
anti-inflammatory cytokine IL-10 gene was induced by bPRL
(Medina-Estrada et al,, 2015). Despite the epigenetic role of
bPRL on the mammary gland and IIR, their effects on specific
epigenetic modifications in the promoter region of IIR genes
and miRNAs expression in intramammary infections caused by
S. aureus are scarce. Thus, this work aimed to characterize if the
effects of bPRL on IIR genes in bMECs occur through epigenetic
modifications of the promoter region of inflammatory response
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genes. Besides we evaluate if other elements, such as miRNA
expression, were modulated by bPRL in cells challenged with
S. aureus. This information is relevant to knowing the epigenetic
mechanisms underlying bovine mastitis, considering that bPRL
receptor signal pathways have been associated with this disease
(Khan et al., 2020).

Materials and methods

Bovine prolactin

Purified bovine prolactin (bPRL) (AFP7170E) was provided
by A. F. Parlow from National Hormone & Peptide Program
(NHPP)-National Institute of Diabetes and Digestive and
Kidney Diseases (NIDDK) (Torrance, CA, USA) (Parlow, 2002).
The hormone was dissolved in sterile water. We used 5 ng/ml in
all experiments, as reported (Gutiérrez-Barroso et al., 2008).

Antibodies

For western blot assays, mouse monoclonal antibody anti-
H3K9Ac (1:2,000) (Sc36616, Santa Cruz, CA, USA) and mouse
monoclonal antibody anti-H3K9me2 ChIP grade (1:1,000)
(ab1220, Abcam, Cambridge, UK) were used as primary
antibodies. The rabbit polyclonal antibody anti-H3-ChIP grade
(1:5,000) (ab1791, Abcam, Cambridge, UK) was used as load
control. Secondary antibodies (1:3,000) raised against mouse
and rabbit antibodies coupled to radish peroxidase were
purchased from Cell Signaling Technology (Danvers, MA,
USA).

For the chromatin immunoprecipitation assay (ChIP),
3 pg of the mouse monoclonal antibody anti-H3K9me2-
ChIP grade (ab1220, Abcam, Cambridge, UK) and rabbit
polyclonal antibody anti-H3K9ac-grade ChIP (ab10812, Abcam,
Cambridge, UK) were used in each assay. In addition, rabbit
polyclonal antibody anti-H3-grade ChIP (Abcam, ab1791) and
the mouse polyclonal antibody anti-IgG (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) were used as reference control and negative
isotype control, respectively.

Staphylococcus aureus strain

Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach (ATCC
27543) strain was used in this work. This strain was isolated
from a case of clinic mastitis and can invade bovine mammary
epithelial cells (Medina-Estrada et al., 2015). Bacteria were
grown overnight in Luria-Bertani (LB) broth (BIOXON, Becton
Dickinson-México, México) at 37°C. Colony-forming units
(CFU) were adjusted by measuring the optical density at 600 nm
(OD0.2=9.2 x 107 CFU/ml).
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Primary bovine mammary epithelial
cell culture

Bovine mammary epithelial cell (bMECs) were isolated
from alveolar tissue of the udder of healthy lactating cows
(slaughtered for meat), according to Anaya-Lopez et al.
(2006). Cells from passages 2-8 were used in all the
experiments. Cells were grown on 90 x 15 mm culture
Petri dishes (NEST Biotechnology Co. Wuxi, Jiangsu, China)
in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-
12 Ham (DMEM/F12-Ham) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) supplemented with 10% of fetal bovine serum (FBS)
(Equitech Bio, Kerrville, TX, USA), insulin 10 pg/ml (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), hydrocortisone 5 pg/ml (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), penicillin 100 U/ml (Gibco,
Waltham, MA, USA) streptomycin 100 pg/ml (Gibco) and
amphotericin B 1 pg/ml (Sigma Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) to obtain the complete medium. Prior to the challenge,
cells were maintained in a 5% CO, atmosphere at 37°C.
All the experiments were performed using cells synchronized
in DMEM/F12-Ham medium without FBS and antibiotics
(incomplete medium) for 24 h. bMECs were treated as follows:
(1) control cells without any treatment, (2) bMECs treated
with bPRL (5 ng/ml) at different times (12 or 24 h), (3)
bMECs challenged with S. aureus for 2 h, and (4) bMECs
treated with bPRL at different times (12 or 24 h), and then
challenged with S. aureus 2 h. The interaction of S. aureus with
bMEC:s for 2 h is based on previous studies from our research
group (Anaya-Lopez et al.,, 2006; Gutiérrez-Barroso et al., 2008;
Medina-Estrada et al,, 2015), which analyzed the IIR to S. aureus
challenge after this time.

Invasion assays

For ChIP assays, monolayers of 10 x 10® bMECs were
grown in complete medium on 60 x 15 mm cell culture
Petri dishes (NEST Biotechnology Co. Wuxi, Jiangsu, China)
previously coated with 500 pl of type 1 rat collagen (Sigma-
Aldrich St. Louis, MO, USA). Cells were incubated until
reaching 90% of confluence in a 5% CO, atmosphere at 37°C
for 4 days. For the miRNAs expression assays, monolayers of
2.5 x 10° bMECs were grown in complete medium on 24-
well plates (NEST Biotechnology Co., Wuxi, Jiangsu, China)
previously coated with 200 pl of type 1 rat collagen. Cells
were incubated until reaching 90% of confluence in a 5% CO,
atmosphere at 37°C for 24 h. Previous to the challenge, cells
were synchronized with the incomplete medium in a 5% CO,
atmosphere at 37°C for 24 h. Then, cells were treated with
bPRL (5 ng/ml) and incubated in a 5% CO, atmosphere at 37°C
for 12 h or 24 h. The invasion assay was performed using the
gentamicin protection assay previously described (Gutiérrez-
Barroso et al.,, 2008; Alva-Murillo et al., 2014). Briefly, bMECs
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treated with bPRL were challenged with S. aureus (OD = 0.2)
at a multiplicity of infection (MOI) of 30:1 (bacteria: cell) in a
5% CO, atmosphere at 37°C for 2 h. Later, cells were washed
three times with PBS (pH 7.4), and an incomplete medium
supplemented with gentamicin 80 pLg/ml was added to eliminate
extracellular bacteria for 1 h. Finally, cells were washed three
times with PBS (pH 7.4) and were employed for ChIP and
miRNAs expression assays as indicated below.

Chromatin immunoprecipitation-qPCR
assays

Enrichment of the epigenetic marks on the promoter region
of the IIR genes was assessed by ChIP, as described by Carey
et al. (2009), with some modifications. DNA-protein complexes
of the bMECs (10 x 10° cells) were fixed by cross-linking with
1% of formaldehyde (Baker Analyzed, J. T. Baker) in agitation
for 10 min, and the reaction was stopped with glycine 1.35
M (Sigma) for 5 min. Then, cells were washed three times
with cold PBS (pH 7.4), detached with a sterile cell scraper
(Corning, Manassas, VA, USA), and centrifuged at 1,500 rpm
for 10 min at 4°C. The cell pellet was resuspended in 10 ml
of cold lysis buffer for ChIP (50 mM HEPES-KOH pH 7.5,
140 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.1% sodium deoxycholate,
0.1% SDS) and incubated 10 min on ice. The nuclei were pelleted
at 1,500 rpm for 10 min at 4°C, then resuspended in cold lysis
buffer with 10 ul of a cocktail of protease inhibitors (Sigma-
Aldrich St. Louis, MO, USA). The chromatin was sheared by
sonication (6 x 15 s pulses followed by 60 s rest). 300 pl
chromatin (100 jg/ml) diluted in cold dilution buffer for ChIP
(1% Triton X-100, 2 mM EDTA pH 8, 20 mM Tris-HCl pH
8, 150 mM NaCl) were supplemented with 3 pl of a cocktail
of protease inhibitors and 50 pl of a mixture of protein A
agarose/protein G agarose beads (Invitrogen, Waltham, MA,
USA) were added to preclear the chromatin in agitation at
4°C for 2 h. Next, the samples were centrifuged at 3,000 rpm
for 5 min at 4°C, the supernatants were transferred to new
microtubes, and 3 pg of the specific antibody was added and
maintained in agitation overnight at 4°C. Again, 50 pl of a
mixture of protein A agarose/protein G agarose beads were
added to each sample and kept in agitation at 4°C for 2 h.
Then, the samples were centrifuged at 3,000 rpm for 3 min
at 4°C, and the supernatants were removed carefully. Further,
1 ml of cold wash buffer for ChIP (0.1% SDS, 1% Triton X-
100, 2 mM EDTA pH 8, 20 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NacCl)
was added to samples, maintained in agitation for 10 min at
room temperature, and centrifuged at 3,000 rpm for 3 min
at 4°C, three times. Then, 1 ml of cold final wash buffer for
ChIP (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA pH 8, 20 mM
Tris-HCl pH 8, 500 mM NaCl) was added, maintained in
agitation for 10 min at room temperature, and centrifuged at
3,000 rpm for 3 min at 4°C. The beads were resuspended in
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300 pl of elution buffer for ChIP (1% SDS, 100 mM NaHCOj3)
supplemented with 0.5 ul of proteinase K (20 wg/pl, Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) and incubated at 55°C for 2 h.
An additional incubation at 65°C for 4 h was performed to
reverse the cross-linking. Finally, the samples were incubated for
5 min at room temperature and centrifuged at 13,000 rpm for
5 min. The supernatants were transferred to new microtubes,
and the DNA was isolated by phenol/chloroform extraction
and frozen at -80°C until use. The enrichment of epigenetic
marks was analyzed by quantitative PCR using the comparative
Ct method (AACt) in a StepOne Plus Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) according to the
manufacturer’s instructions. The reactions were carried out with
qPCRBIO SyGreen Blue Mix Hi-ROX master mix (Biosystems,
Wayne, PA, USA) with specific primers (Invitrogen, Waltham,
MA, USA) for the promoter region of the IIR genes. The primer
sequences and the PCR conditions used to amplify the promoter
region of the bovine IIR genes are described in Table 1. GAPDH
was used as a positive control for the analysis of H3K9ac
enrichment and negative control for studying enrichment in
H3K9me?2.

RNA isolation and miRNAs expression

To analyze the effect of bPRL and S. aureus on the miRNAs
expression, monolayers of 2.5 x 10° cells were cultured in 24-
well plates (NEST, Biotechnology Co., Wuxi, Jiangsu, China)
and incubated with bPRL (5 ng/ml) for 12 h and challenged or
not with S. aureus (MOI 30:1). The total RNA was extracted
using the TrizolTMReagent (Invitrogen, Waltham, MA, USA)
according to the manufacturer’s instructions. The integrity
of total RNA was verified by agarose gel electrophoresis,
and the genomic DNA contamination was removed with
DNAse I (Invitrogen, Waltham, MA, USA) according to the
manufacturer’s instructions. Then, the cDNA was synthesized
according to Varkonyi-Gasic and Hellens (2011), with some
modifications. Briefly, 1 g of total RNA was reversed
transcribed to cDNA using the M-MLV-Reverse Transcriptase
(Invitrogen, Waltham, MA, USA) in a reaction of 20 pl
containing 1 WM stem-loop RT primer and 10 pM dNTPs mix
(Invitrogen, Waltham, MA, USA). The reaction was incubated
at 65°C for 5 min and then transferred to ice. Further, 1X
First-Strand Buffer, 10 mM dithiothreitol, and 2 U/ul of
RNAseOUT™ (Invitrogen, Waltham, MA, USA) were added to
the reaction mixture incubated at 37°C for 2 min. Finally, 5 U/pl
of M-MLV reverse transcriptase was added, and the reaction
mixture was incubated at 37°C for 50 min, followed by 70°C
for 15 min. The RT-qPCR assay was performed by quantitative
PCR using the comparative Ct method (A ACt) in a StepOne
Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Waltham,
MA, USA) according to the manufacturer’s instructions. The
reactions were carried out with qPCRBIO SyGreen Blue Mix
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TABLE 1 Primers used for the analysis of the promoter region of innate immune response genes.

10.3389/fmicb.2022.990478

Bovine (genes)! Sequence (5'—3') Tm Fragment (bp) Reference
0

TNF-a F-GCTCATGGGTTTCTCCACCCA 60 197 This work
R-GGAGGTTATCTCCAGGGGGT

IL-1p F-TTGCCTGCCAGGTACAAGAT 60 154 This work
R-ACCATTTGCCATGCCAGTCC

IL-8 F-CAAAGCTTGGGTCACACAG 60 183 This work
R-AGGGAACAAGTGCACCATC

IL-10 F-GCGAAGGTTCAGCAAGAAG 60 129 This work
R-TAATGAGGCTGGGGAAAACC

LAP F-GCTGAACTGACTGCCAGGAA 58.5 125 This work
R-GGAGTGGCCTTCATAGCACA

BNBD10 F-CAGGGGAAACAGGCAAGTCT 555 147 This work
R-GGGGCAGTCACTTGTATGCT

GAPDH F-CTCTAATGTTCACCTTCCTC 58 191 This work

R-CGACCACCCTATTCAGGTTC

I'TNF-q, tumor necrosis factor-alpha; IL-1B, interleukin 1-beta; IL-8, chemokine interleukin 8; IL-10, interleukin 10; LAP, lingual antimicrobial peptide; BNBD10, bovine neutrophil

beta-defensin 10; GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase.

TABLE 2 Primers used for the analysis of bovine miRNA expression.

Bovine miRNA Sequence 5" to 3’ Tm (°C) Reference
Let-7a-5p 2Stem-Loop GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGG 54 This study
TATTCGCACCAGAGCCAAC
b Universal Reverse Primer GTGCAGGGTCCGAGGT
°miRNA specific sequence AACTAT

dForward Primer GGGTGAGGTAGTAGGTTGT

miR-21a “miRNA specific sequence AGTCAA 56 This study
dForward Primer GTTGTAGCTTATCAGACTGATG

miR-30b “miRNA specific sequence AGCTGA 60 This study
dForward Primer GTTTGGTGTAAACATCCTACAC

miR-155 “miRNA specific sequence ACCCCT 56 This study
dForward Primer GTGGGTTAATGCTAATCGTGAT

miR-23a “miRNA specific sequence TGGAAA 58 This study
dForward Primer GTGATCACATTGCCAGGGA

miR-7863 °miRNA specific sequence TGGAAA 50 This study
dForward Primer GTTGATGGACTGTCACCTG

miR-146a “miRNA specific sequence ACAACC 52 This study
4Forward Primer GTGGTGAGAACTGAATTCCATA

miR-144 “miRNA specific sequence ACAACC 58 This study
4Forward Primer GTTGGGTACAGTATAGATGATG

miR-451 “miRNA specific sequence AAACTC 52 This study
dForward Primer GTTGGAAACCGTTACCATTACT

U6 Stem-Loop CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT 50 to 60 (Han et al., 2020)

Reverse Primer

Forward Primer

GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT
CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT

2The Stem-Loop and the ®Universal Reverse Primer sequences are the same for all miRNAs evaluated except for the “miRNA specific and 4forward primer sequences. Primers were
designed using the miRNA Primer Design Tool date base [miRNA Primer Design Tool | Login (dote.hu)].
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Hi-ROX master mix (Biosystems, Wayne, PA, USA) with the
specific primers (Elim Biopharm, Hayward, CA, USA) for
the miRNAs. The stem-loop primer and the sequences of the
primers used to amplify bovine miRNAs were designed using
the miRNA Primer Design Tool'. The sequences and the PCR
conditions used to amplify the bovine miRNAs are described
in Table 2. U6 miRNA was used as an internal control of
amplification.

Extraction and purification of histones

To analyze the effects of bPRL on the global epigenetics
marks H3K9ac and H3K9me2 of bMECs, the histones were
extracted according to the acidic extraction for histones protocol
described by Shechter et al. (2007) and modified by Salgado-
Lora et al. (2020). Briefly, 3 x 10° cells were cultured in Petri
dishes at 90% of confluence, then bPRL (5 ng/ml) was added for
12 or 24 h, and then the cells were challenged with S. aureus for
2 h. Next, the cells were washed three times with PBS (pH 7.4),
detached with trypsin (0.05%)-EDTA (0.02%) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), and centrifuged at 3,200 rpm at 4°C for
10 min. Next, the pellet was washed with PBS (pH 7.4) and
resuspended in 1 ml of hypotonic lysis buffer (10 mM Tris-HCI
pH 8.0, 1 mM KCl, 1.5 mM MgCl,, 1 mM DTT), and cells were
maintained in agitation at 4°C for 30 min. After, the intact nuclei
were pelleted at 10,000 rpm for 10 min at 4°C, resuspended in
400 pl of 0.4 N H,SOy4, and maintained in agitation overnight
at 4°C. Next, the samples were centrifuged at 13,200 rpm for
10 min at 4°C; then, histones were precipitated with TCA (33%)
and maintained in agitation at 4°C overnight. Next, histones
were pelleted at 13,200 rpm for 10 min at 4°C, washed with cold
acetone, and centrifugated at 13,200 for 10 min at 4°C; this last
step was performed three times. Finally, histones were air-dried
for 20 min at room temperature, and the pellet was dissolved
in sterile distilled water and stored at —80°C until use. Finally,
the histones were resolved on a 15% SDS-PAGE gel to verify the
integrity before performing the western blot analysis.

Western blot assays

Histone proteins were transferred to PVDF membranes
using a semi-dry transfer system (Fisher Scientific, Waltham,
MA, United States). Membranes were blocked with 5% non-
fat milk in PBS (pH 7.4) at 4°C for 4 h and then incubated
with primary antibodies: anti-H3ac (1:1,000), anti-H3K9ac
(1:200), anti-H3K9me2 (1:1,000), anti-H3 (1:5,000), at 4°C
overnight. After this, the primary antibodies were removed,
and the membranes were incubated with the mouse or anti-
rabbit horseradish peroxidase coupled secondary antibodies

1 http://genomics.dote.hu:8080/mirnadesigntool/
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(1:3,000) at 4°C for 2 h. Finally, the secondary antibody was
removed and ECL western blotting substrate WesternsureT
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) was added and
developed using the iBright CL1500 Imaging System (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA). Signal intensity was quantified
by densitometry using the iBright Analysis software (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA). The data of the target histone
mark were normalized to H3 expression.

Histone deacetylases activity assay

Histone deacetylases (HDACs) activity was evaluated using
the cellular histone deacetylase fluorescent kit FLUOR DE LYS®
(Enzo, Enzo Biochem, New York, NY, USA) according to the
manufacturer’s instructions. The kit measures the activity of
the HDACs class I (HDAC 1, 2, 3, and 8), class ITa (HDAC 4,
5, 7, and 9), and class IIb (HDAC6 and 10). Briefly, 1 x 104
bMECs were grown on 96-well plates in a complete medium in
a 5% CO, atmosphere at 37°C for 24 h. Then, the cells were
synchronized for 16 h with the incomplete medium. Cells were
treated with bPRL (5 ng/ml) and then were challenged with
S. aureus (MOI 30:1) for 2 h, as control bMECs without any
treatment were used. Next, the supernatant was removed, and
50 pl of acetylated FLUOR DE LYS® substrate was added and
incubated at 37°C for 4 h. Later, the substrate was removed,
the cells were washed with PBS (pH 7.4) three times, and 25 1
of the developer was added and incubated at 37°C for 5 min.
A standard curve was generated using serial dilutions (1:10) of
the deacetylated FLUOR DE LYS © standard and the developer
supplied with the kit. Finally, the relative fluorescence units
(RFU) of both cells and the standard curve counts were acquired
with a Varioskan (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) plate
reader (360 nm emission and 460 nm excitation). Trichostatin
A (TSA, 1 pM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was used
as an inhibitor of HDAC:s activity. The data of HDACs activity
was calculated and normalized (to 1-fold) regarding the control
condition.

Histone demethylases activity

Histone demethylases (HDMs) activity was evaluated using
the Jumonji family demethylases activity kit (Invitrogen,
Waltham, MA, USA). bMECs were grown on 96-well plates
and treated as described for the HDACs assay, and cell lysates
were obtained according to the manufacturer’s instructions.
The product of the enzymatic demethylation reactions is
formaldehyde, which was quantitated directly by a fluorescent
product with a Varioskan (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA) plate reader (450 nm excitation, 510 nm emission). HDM
activity was calculated and normalized (to 1-fold) regarding the
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control condition. According to the manufacturer’s instructions,
the assays were run in duplicate from two different experiments.

Statistics analysis

For western blot and ChIP-qPCR analysis, the data were
obtained from at least three and four independent experiments,
respectively, in triplicate and were compared with a ¢-student,
and one-way analysis of variance (ANOVA) using the post hoc
Tukey test, respectively. The results are reported as the
mean = standard error (SE) with a significance level of p < 0.05,
p < 0.01, or p < 0.001. For HDACs and HDMs activity, the
data were obtained from at least three and two independent
experiments for duplicated, respectively, and were compared
using t-student. The results are reported as the mean =+ standard
error (SE) with a significance level of p < 0.05, p < 0.01, or
p < 0.001. Finally, for miRNAs analysis, the data were obtained
from at least four experiments in triplicate and were compared
with the ¢-student and Wilcoxon test. The results are reported as
the mean =+ SE with a significance level of p < 0.05, p < 0.01, or
p < 0.001.

Results

Histone epigenetic marks are regulated
by bovine prolactin in bovine
mammary epithelial cells during
Staphylococcus aureus challenge

Previously we reported the bPRL effects on IIR of bMECs.
In this work, we analyzed the levels of several histone marks
to determine if these effects could be related to epigenetic
modulation. The results showed that the global acetylation of
histone H3 of bMECs was not modified by bPRL at 12 h
(Figure 1A). However, in bMECs treated with the hormone for
24 h and challenged with S. aureus, the global H3 acetylation
decreased by 50% regarding control bMECs (Figure 1B). To
determine if the hormone regulates specific H3 residues in
bMECs, the H3K9ac and H3K9me2 marks were analyzed.
The results showed that cells treated 12 h with bPRL and
challenged with S. aureus significantly decreased the H3K9ac
mark (20%) regarding control (Figure 1C). Interestingly, there
were no significant changes in H3K9ac at 24 h (data not
shown). Concerning the H3K9me2 mark, bMECs challenged
with S. aureus increased significantly this mark (50%), as well
as cells treated with bPRL (12 h) alone or together with the
challenge (30%) (Figure 1D). Finally, bPRL at 24 h of treatment
did not modify this mark (data not shown).

To explore if bPRL could be involved in the modulation of
H3K9ac through regulating HDACs, the activity of two classes
of HDAC:s (class I and II) was evaluated. The evaluations were
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performed at 6 and 12 h, considering that the effects of bPRL
on the H3K9ac mark were detected at 12 h. Results showed
that do not exist significant changes in the HDACs activity in
both bMECs treated or not treated with bPRL, but when the
bMECs were challenged with S. aureus, the HDACs activity
was increased (2.3-fold) (Figures 2A,B). Also, we evaluated
the HDMs activity (enzymes involved in the methyl group
remotion), and the results showed a tendency to reduction
in activity (10%) in bMECs treated with bPRL 12 h and
challenged with S. aureus (Figure 2C); however, there were no
significative differences.

Bovine prolactin regulates the
expression of innate immune response
elements through H3K9ac and
H3K9me2 marks in bovine mammary
epithelial cells challenged with
Staphylococcus aureus

As indicated above, the epigenetic marks H3K9ac and
H3K9me2 were modified in bMECs treated with bPRL and
challenged with S. aureus. To determine the role of these marks
in the expression of IIR elements regulated by bPRL, ChIP
and quantitative qPCR assays were carried out. The results
showed that the H3K9ac mark was enriched significantly in the
promoter region of IL-1B, IL-10, and BNBDIO genes (1.5, 2.5,
and 7.5-fold, respectively) in bMECs treated 12 h with bPRL
(Figure 3A). Still, this epigenetic mark was reduced significantly
in both bMECs treated with bPRL and challenged and in
cells only challenged (Figure 3A). Also, the promoter region
of TNF-a gene showed an increase of the H3K9ac mark (5-
fold) in bMECs challenged; however, in cells challenged and
treated with bPRL this epigenetic mark decreased significantly
(3-fold) (Figure 3A). Moreover, this mark was not modified in
the promoter region of IL-8 and LAP genes under the same
conditions (Figure 3A). Additionally, we observed an inverse
relationship between the H3K9me2 and H3K9ac marks for
the IL-IP and IL-10 genes. H3K9me2 mark was significantly
enriched in the promoter region of IL-1f and IL-10 (3.5,
2.5-fold, respectively) in bMECs only challenged. Still, it was
reduced in bMECs treated with bPRL and challenged or
not challenged (Figure 3B). A similar effect was observed
for the LAP gene under the same conditions (Figure 3B).
Interestingly, the H3K9me2 mark was enriched significantly
in the promoter region of TNF-a and IL-8 genes (1.3 and 3-
fold, respectively) of bMECs treated with bPRL and challenged
(Figure 3B). Altogether, these results indicate that bPRL,
through epigenetic modifications mediated by H3K9ac and
H3K9me2, allows the regulation of gene expression of IIR
elements in bMECs. Moreover, this regulation is modified
during S. aureus challenge. These marks correlate with the level
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of the expression of these genes, as reported (Medina-Estrada
et al., 2015).

miRNAs expression in bovine
mammary epithelial cells is regulated
by bovine prolactin during
Staphylococcus aureus challenge

The expression of diverse miRNAs involved in the
regulation of immune response of bMECs was evaluated by
qPCR in cells treated with bPRL and challenged with S. aureus.
The results showed an up-regulation in the expression of
miRNAs Let-7a-5p, miR-21a, miR-30b, miR-155, and miR-
7863 (2, 1.5, 10, 1.5, and 3.9-fold, respectively) in bMECs
challenged with S. aureus (Figure 4). Also, bPRL (12 h) induced
a down-regulation of these miRNAs in bMECs challenged or
not challenged (Figure 4). Further, a significant increase in the
miR-23a expression (3-fold) was observed in bMECs treated
only with bPRL (12 h); however, S. aureus induced a significant
decrease of this miRNA in bMECs treated or not treated with
the hormone (Figure 4F). On the other hand, the expression
of miR-451, miR-144, and miR146a miRNAs was not modified
(Figures 4G-I). These findings show that bPRL, through the
miRNA’s expression, could participate in regulating immune
response mounted in bMECs challenged with S. aureus.

Discussion

Bovine mastitis susceptibility has been associated with
abrupt changes in the levels of reproductive hormones that
induce an impaired immune response (Lamote et al.,, 2006;
Lacasse et al, 2019; Alhussien and Dang, 2020). Previously
we showed that bPRL induces a pro-inflammatory response
in bMECs, which is down-regulated in cells challenged with
S. aureus (Ochoa-Zarzosa et al., 2007; Gutiérrez-Barroso et al.,
2008; Lara-Zarate et al., 2011; Medina-Estrada et al., 2015). In
this work, we show evidence that this response is regulated by
global and specific histone marks on the promoter region of IIR
genes and the expression of regulatory miRNAs.

Several reports have shown the role of epigenetic regulation
in mammary gland function. For example, the levels of DNA
methylation are important for a-casein gene expression (Singh
et al,, 2010), and an increase in this mark has been reported
in peripheral blood lymphocytes from cows with mastitis (Song
etal, 2016), as well as in the histone H3K27me3 mark (He et al.,
2016). Besides, combined hormones bPRL and 17f-estradiol
regulate H3 histone marks during S. aureus infection (Salgado-
Lora et al, 2020). In this work, bPRL (24 h) and S. aureus
reduced H3 global acetylation of bMECs (Figure 1B), which is
related to chromatin compaction that make difficult the access
of the transcriptional machinery. This result agrees with the
down-regulation of pro-inflammatory genes TNF-a, IL-1f, and
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IL-8 in S. aureus-challenged bMECs and treated with bPRL
previously reported (Medina-Estrada et al, 2015). Also, the
H3K9ac mark was increased by S. aureus in bMECs, but it was
reduced in the presence of bPRL (Figure 1C). These results
agree with the up-regulation of this mark by S. aureus reported
in a murine mastitis model (Modak et al., 2014). Noteworthy,
the H3K9me2 mark was increased by S. aureus and bPRL in
bMECs (Figure 1D), and it inversely correlated with the H3K9ac
mark, which also agrees with light lysine demethylases (KDMs)
activity reduction (Figure 2C). Interestingly, the H3K9ac mark
reduction and H3K9me2 induction in bMECs treated with
bPRL and challenged coincides with the increase in the HDACs
activity (Figures 2A,B), which suggests differential regulation of
these enzymes. A similar effect was reported by Bdez-Magana
et al. (2020), who showed that S. aureus induced the HDACs
activity in bMECs, which was enhanced by the antimicrobial
peptide y-thionin. However, an opposite effect was reported in
bMECs challenged with S. aureus and treated with the combined
hormones bPRL and 17f-estradiol, in this case, the histone
acetylation was increased, but HDACs activity was down-
regulated or inhibited (Salgado-Lora et al., 2020). Possibly, 178-
estradiol could be inhibiting the effect of bPRL; however, the
cross-linking between both hormone signaling pathways needs
further research (Rasmussen et al., 2010).

From those mentioned above, we hypothesized that
prolactin could regulate the gene expression of elements of
IIR in bMECs through the induction of specific epigenetic
marks such as H3K9ac and H3K9me2. ChIP assays showed
that bPRL favors the enrichment of the H3K9ac mark in
the promoter region of IL-1p and IL-10 genes (Figure 3A),
which suggests chromatin decompaction that allows the
transcriptional machinery access; however, S. aureus reduced
this mark (Figure 3A), suggesting that the chromatin has been
condensed. These results agree with a previous report of our
group where it was shown that bPRL increased both gene
expression and secretion of IL-1p and induced the expression
of IL-10, while S. aureus downregulated the expression of
both genes (Medina-Estrada et al, 2015). Similar findings
were reported by Modak et al. (2014) in a murine mastitis
model. Also, we observed an inverse relationship between the
enrichment of the H3K9ac mark and the H3K9me2 mark in
the promoter region of IL-1f and IL-10 genes (Figures 3A,B)
under the conditions mentioned above. Similar behavior was
observed for the BNBDI0 gene concerning the H3K9ac mark
(Figure 3A), which was consistent with this gene’s expression
level (personal communication). However, for this gene, even
though there was a significant attenuation of the enrichment
of the H3K9me2 mark (Figure 3B) in all of the conditions
evaluated, suggesting the participation of other repressor marks
in the negative regulation for the expression of BNBDI0 gene.
In this sense, an opposite effect was observed on the LAP
gene. bMECs only challenged with S. aureus showed significant
enrichment of the H3K9me2 mark in the promoter region of
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(n = 4). The symbol **" indicates a significant change (p < 0.05)

this gene, which was attenuated in the presence of the hormone
(Figure 3B), while there was no significant enrichment of the
H3K9ac mark or inverse correlation concerning the H3K9me2
(Figure 3A); thus, probably the expression of this gene may
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be regulated for another epigenetic mark such as H3Kl4ac,
H3K27ac, or H3K4me3, which are involved in the relaxing of
chromatin and positive expression of genes (Modak et al., 2014).
Further research is necessary to respond to these issues.
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Activity of HDACs and HDMs in bMECs treated with bPRL and challenged with S. aureus. bMECs were treated (A) 6 and (B) 12 h with bPRL

(5 ng/ml) and then were challenged or not 2 h with S. aureus (MOI 30:1). HDACs substrate was added and incubated according to the
manufacturer’s instructions. Total HDACs activity was determined using the HDAC fluorometric cellular activity assay FLUOR DE LYS®. Each bar
shows the mean + SE of HDAC activity of cells from three independent experiments for duplicates, considering the expression of control cells

(bMECs without treatment) as 1 (data normalized). The symbol "**

(p < 0.05) indicates a significant change. Trichostatin (TSA, 1 wM) was used as

an inhibitor of HDACs. (C) bMECs were treated 12 h with bPRL (5 ng/ml) and then were challenged or not 2 h with S. aureus (MOl 30:1), and
were incubated with the substrates for Jumonji demethylases (HDMs). Each bar shows the mean of the HDM activity of cell lysates from two
different experiments + SE, which were run in duplicate (n = 4), considering the expression of control cells as 1 (data normalized).

Previously, our group reported that S. aureus induced both
the gene expression and the secretion of TNF-a in bMECs, and
this expression was downregulated by bPRL (Medina-Estrada
et al, 2015). This is consistent with our results because the
H3K9ac mark was increased on the promoter region of the
TNF-a gene in bMECs only challenged and was reduced by
bPRL (Figure 3A). Also, an inverse relationship was observed
between the enrichment of the H3K9ac mark and the repressor
H3K9me2 mark on the promoter region of the TNF-a gene
(Figure 3B). A similar effect was observed in the promoter
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region of the IL-8 gene concerning H3K9me2 (Figure 3B),
except that an inverse correlation concerning the H3K9me2
mark only was observed in cells treated or not treated with
the hormone and challenged with S. aureus (Figure 3B). To
our knowledge, this is the first report that correlates epigenetics
marks in the regulation of IIR by the lactogenic hormone bPRL
in bMECs challenged with S. aureus.

On the other hand, small non-coding RNA molecules
such as miRNAs are involved in regulating many physiologic
processes; their role has been reported particularly in regulating
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normalized regarding internal control U6. Each bar shows the mean + SE and was analyzed using t-student and Wilcoxon tests from four

independent experiments (n = 4).

the immune response during infectious diseases (Hirschberger
et al,, 2018; Nejad et al,, 2018). To evaluate other epigenetics
mechanisms modulated by bPRL, the expression of miRNAs
involved in the regulation of IIR genes by S. aureus such
as mir-21a, miR-30b, Let-7a-5p, miR-155, miR-23a, miR-7863,
miR-144, miR-146a, and mi-451 was analyzed (Jin et al,
2014). Let-7a-5p, miR-21a, and mir-30b have a key role in
the regulation of expression of IIR genes such as IL-6, IL-18,
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"*"(p < 0.05), **" (p < 0.01), and "***" (p < 0.001) indicate significant differences.

and TNF-a through the direct interaction with elements
downstream of the signaling pathway of Toll-like receptors
(TLRs) and it has been reported that their overexpression
promotes the internalization and persistence of intracellular
bacteria in the cells host (Zhou et al., 2018). We showed that
Let-7a-5p, miR-21a, and mir-30b were up-regulated in bMECs
challenged with S. aureus and down-regulated significantly in
the presence of bPRL (Figures 4A-C). This is in agreement with
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Xu et al. (2021), who demonstrated that the pro-inflammatory
response induced by bacterial lipopolysaccharide (LPS) is
alleviated when miR-30b is silenced (Xu et al., 2021). In addition,
Corsetti et al. (2018) reported that inhibition of expression of
miR-21a induced the downregulation of TNF-a and promoted
bacterial control in the host cell (Corsetti et al, 2018). In
contrast to our results, Magry$ and Bogut (2021) reported that
a small variant colony (SVC) of Staphylococcus epidermidis
down-regulated the expression of Let-7a-5p changing the pro-
inflammatory profile to an anti-inflammatory environment that
favors its intracellular persistence in macrophages THP-1. In
this sense, Let-7a-5p could be key in the immune response of
bMECs during S. aureus infection because the upregulation of
this miRNA coincides with the downregulation of expression of
IL-6 (Medina-Estrada et al., 2015; Zaatout et al., 2020). Further
investigation is necessary to identify the molecular targets of
miR-21a, and mir-30b and the key role in the immune response
in bMECs challenged with S. aureus and treated or not with
bPRL. On the other hand, miR-155 is the master regulator
of pro-inflammatory genes, which are up-regulated through
the signaling pathway of TLRs; this miRNA targets the IKKp
kinase, which is involved in the modulation of translocation of
the transcription factor nuclear factor k B (NF-k B) to nuclei
and promotes the expression of pro-inflammatory mediators
(Zhou et al., 2018). In this sense, the interaction IKKp k-miR-
155 promotes in bacterial infections the escape to immune
response mounted for the host through the downregulation of
the expression of pro-inflammatory genes (Zhou et al,, 2018).
In this study, we showed that S. aureus promotes a significant
upregulation of miR-155 in bMECs. This expression was
attenuated in the presence of bPRL (Figure 4D). This supports
the fact that miR-155 plays a key role in the success of the
establishment and persistence of bacterial infection. Moreover,
it has been reported that overexpression of miR-155 induces the
expression and production of TNF-a in mycobacterial infection
(Behrouzi et al., 2019). This is consistent with our results, where
we showed an H3K9ac mark increased in the promotor gene
of TNF-a (Figure 3A), which promotes the transcription of
this gene and protein secretion (Medina-Estrada et al., 2015).
Interestingly, the presence of bPRL attenuated the expression
of miR-155 and coincides with the reduction of the H3K9ac
mark in the promoter region of TNF-a and the reduction
of gene expression and protein secretion (Medina-Estrada
et al,, 2015). A similar effect was reported by Rajaram et al.
(2011), who demonstrated that lipomannan, a component of
the cellular wall of Mycobacterium tuberculosis, blocks TNF-
a synthesis mediated by mir-155 (Rajaram et al, 2011). In
this sense, bPRL could be key for the downregulation of TNEF-
a through H3K9ac and miR-155. miR-23a is also a miRNA
that regulates the inflammatory response by inhibiting the
translocation of NF-k B to nuclei and targeting PI3K kinase
(Zhou et al., 2018). Recently, Cai et al. (2021) reported that
short exposition of lipoteichoic acid (LTA), a component of
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the cellular wall of S. aureus, induced the overexpression of
miR-23a, which targeted the PI3K kinase-TLR2-MyD88 axis
and downregulated the pro-inflammatory response in the cell
line MAC-T (bovine mammary epithelial cells), while the
inhibition of expression of miR-23a or long exposition of LTA
reversed this effect (Cai et al, 2021). Our results showed a
similar effect in bMECs treated only with bPRL; we observed
a significant increment of expression of miR-23a, but this
expression was downregulated in the presence of the bacteria
(Figure 4F). Possibly, short periods of the exposition of bMECs
with S. aureus are sufficient to decrease the protective effect of
bPRL through miR-23a-TLR2-MyD88-IP3K kinase. However,
the regulatory mechanism of miR-23 related to the immune
response is still poorly understood. We detected a significative
level of expression of miR-7863 in bMECs challenged with
S. aureus, which was down-regulated in the presence of bPRL
(Figure 4E). This agrees with Luoreng et al. (2018). They
reported through transcriptional analysis the expression of
miR-7863 only in mastitis caused by S. aureus or E. coli. In
this sense, miR-7863 could be a biomarker of bovine mastitis.
Moreover, given that bPRL down-regulated the expression of
miR-7863, it could be interesting to investigate the target of this
miRNA and the molecular mechanism involved in the immune
response during bacterial infection. Finally, even though miR-
451, miR-144, and miR-146a are important regulators of the
pro-inflammatory during bacterial infections (Zhou et al., 2018),
we did not observe any changes in the expression level of
these miRNAs in our model of study (Figures 4G-I). This
suggests that miR-451, miR-144, and miR-146a are not key in
regulating the immune response of bMECs during S. aureus
challenge.

Conclusion

Bovine prolactin regulates the IIR of bMECs through
modifications of H3K9ac and H3K9me2 marks and the
expression of miRNAs. In general, we observed that bPRL
induced an anti-inflammatory profile in bMECs through the
regulation of epigenetic marks in promotor genes of key
cytokines and in the induction of miRNAs that block the pro-
inflammatory cytokine production, reverting the inflammatory
response induced by S. aureus. To our knowledge, this is the
first report that correlates epigenetic mechanisms in regulating
elements of IIR modulated by lactogenic hormone bPRL in
bMECs challenged with S. aureus.
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Capitulo 8.2

Anexo 1: Prolactina y 173-estradiol regulan la expresion de genes de la respuesta
inmune innata a través de las marcas epigenéticas H3K9ac y H3K9me2, y la
expresion de miARNSs en células de epitelio mamario bovino durante el desafio con

Staphylococcus aureus.
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ANEXO 1

Prolactina y 17B-estradiol regulan la expresion de genes de la respuesta
inmune innata a través de las marcas epigenéticas H3K9ac y H3K9me2, y la
expresion de miRNAs en células de epitelio mamario bovino durante el desafio

con Staphylococcus aureus
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Resumen

La mastitis subclinica es una inflamacion de la glandula mamaria (GM) causada
principalmente por la bacteria Gram-positiva Staphylococcus aureus (S. aureus).
Durante la mastitis, existen cambios abruptos en los niveles de hormonas
reproductivas, como la prolactina (PRL) y el 17B-estradiol (E2), que comprometen
la respuesta inmune innata (RIl) de la GM. Los mecanismos epigenéticos son una
clave importante en la regulacion de la respuesta inmune durante un proceso
infeccioso. Sin embargo, los efectos de PRL y E2 sobre la regulacion epigenética
aun son poco conocidos. En el presente estudio se exploro la regulaciéon epigenética
inducida por la prolactina bovina (bPRL, 5 ng/mL) y E2 (50 pg/mL) en células de
epitelio mamario bovino (CEMB) desafiadas con S. aureus. Se determiné que la
marca epigenética H3K9ac se enriquecio significativamente en la regidbn promotora
de los genes IL-14, IL-8, IL-10, BNBD10 y LAP (1.61, 2.38, 3.15, 9.30 y 7.56 veces,
respectivamente) en CEMB tratadas con bPRL y E2 y desafiadas con S. aureus, no
obstante, en ausencia de las hormonas el nivel de enriqguecimiento de esta marca

disminuy6. Asi mismo, la marca H3K9me2 se enriquecio significativamente en la

region promotora de los genes IL-14, IL-8, BNBD10 y LAP (3.17, 2.0, 7.09 y 5.62
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veces, respectivamente) en CEMB solo desafiadas con S. aureus, mientras que esta
disminuyé en presencia de las hormonas. Un efecto contrario se observo para
ambas marcas en el gen de TNF ¢, bajo las mismas condiciones. Adicionalmente,
se observo un incremento en la expresiéon de los miIRNAs: miR-155, miR-146a, miR-
21a, miR-451, miR-23a, miR.30b, miR-7863, miR-144, Let-7a-5p (8.2, 8.6, 16.56,
13.72,7.59, 23.0, 11.97, 6.74 y 4.14 veces, respectivamente) en CEMB desafiadas
con S. aureus, mientras que en presencia de las hormonas el nivel de expresion de
estos miRNAs disminuyd. En conclusion, estos resultados sugieren que bPRL y E2
inducen una regulacién sobre los elementos de la RIl a través de mecanismos
epigenéticos que le permiten a S. aureus tener éxito, tanto en la persistencia y la
evasion del sistema inmune del hospedero.

Palabras clave: mastitis, hormonas, inmunidad innata, regulacion epigenética,

Staphylococcus aureus

Introduccién

La mastitis subclinica bovina es una de las principales causas de las pérdidas
econdmicas en la ganaderia lechera debido a la reduccion de la calidad de la leche,
pérdida del valor del animal, costos de tratamientos, riesgo de sacrificio y en
ocasiones la muerte de los animales (Ruegg, 2017; Gussmann et al, 2019). Como
tal, la mastitis subclinica bovina es una enfermedad inflamatoria de la glandula
mamaria (GM) ocasionada principalmente por la bacteria Gram positiva
Staphylococcus aureus (S. aureus), que se caracteriza por no manifestar una
inflamacion local, resultando una carencia de signos visuales, de tal modo que esta
infeccion se diagnostica por un alto contenido de células somaticas en la leche, la
cual si persiste por mas de dos meses, se le denomina mastitis cronica (Petzl et al,
2008; Thompson-Crispi et al, 2014; Gunther et al, 2017). Durante la mastitis, se
induce un desequilibrio de la respuesta inmune innata (RIl) del animal que esta
asociada a los cambios fisiolégicos de la GM regulados por hormonas como la
prolactina (PRL) y el 17B-estradiol (E2), las cuales presentan cambios abruptos
durante el periodo del periparto y lactancia del animal (Lamote et al, 2006; Newman
et al, 2010; Need et al, 2014; Enger et al, 2018; Lacasse et al, 2019). El epitelio de
la GM es una barrera fisica que actia como primera linea de defensa contra
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patdgenos, y participa de manera muy importante en la RIl, ya que se ha
demostrado que cuando las células epiteliales mamarias bovinas (CEMB) son
enfrentadas con componentes bacterianos, desencadenan vias complejas de
sefalizacion que culminan con la produccion de componentes de la RIl como
guimiocinas y citocinas inflamatorias que ayudan a controlar y erradicar al patégeno
invasor (Rainard et al, 2022). En vista de que las hormonas PRL y E2 inducen
cambios en la RIl, se ha demostrado que la PRL (5 ng/mL) induce la internalizacion
de S. aureus en CEMB, y en conjunto con la infeccién, promueve una respuesta
inflamatoria (Oviedo-Boyso et al, 2007; Gutiérrez-Barroso et al, 2008; Lara-Zarate et
al, 2011; Medina- Estrada et al, 2015). Por su parte, el E2 (50 pg/mL) reduce la
internalizacién de S. aureusy larespuesta inflamatoria inducida por la bacteria en las
CEMB, promoviendo una respuesta anti-inflamatoria y antimicrobiana (Medina-
Estrada et al, 2016). Por otra parte, y de manera muy general, se ha descrito que la
GM (de varias especies) sufre cambios epigenéticos durante los diferentes eventos
de proliferacion y diferenciacion que presenta este tejido a lo largo de la vida de un
organismo (Holliday, H., et al, 2018; Ilvanova, E., et al, 2021). En particular, en
bovinos se han descrito modificaciones epigenéticas de genes asociados a la
expresion de proteinas de la leche como las caseinas. Por ejemplo, se ha observado
gue cuando el gen de la a-caseina es hipometilado se induce su expresion, mientras
gue cuando este mismo gen es metilado, se reprime su expresion (Singh, K., et al,
2010). Asi mismo, se han reportado cambios epigenéticos en linfocitos de sangre
periférica aislados de vacas con mastitis ocasionada por la infeccion de S. aureus
de manera natural, mostrando un aumento del patron de hipermetilacion en el ADN
en vacas infectadas (Song, M., et al, 2016). Ademas, se ha reportado que la tri-
metilacion del residuo Lys27 de la Histona H3 (H3K27me3) se encuentra aumentada
en linfocitos de sangre periférica de aislados de vacas con mastitis por S. aureus,
observandose que este tipo de modificacion inhibe la transcripcion de genes

involucrados en la respuesta inflamatoria (He, Y., et al, 2016).

Recientemente, en un modelo in vitro de mastitis bovina se reportd que la bPRL y
el E2 modulan la RIl en CEMB durante la infeccion con S. aureus, y estos efectos
se relacionaron a la regulacién de las modificaciones de la histona H3, tales como la
acetilaciéon y la di-metilacion de la lisina 9 (H3K9ac y H3K9ame?2) (Salgado Lora et
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al, 2020). Ademas, se demostrd que bPRL modula la expresion de genes de la Rl
a través de las modificaciones epigenéticas H3K9ac y H3K9me2 en las CEMB
desafiadas con S. aureus (Barajas-Mendiola et al, 2022). Esto demuestra de manera
muy importante que varios genes involucrados en la respuesta inflamatoria durante
la mastitis inducida por S. aureus estan altamente metilados y no se expresan,

promoviendo el estado cronico de la enfermedad.

Otro tipo de regulacion epigenética es a través de los miRNAs, los cuales son
moléculas pequefias de ARN (19-24 nucleétidos) que participan de manera muy
importante en la regulacion de la expresion de genes involucrados en la RIl y
adaptativa, tanto de humanos como de animales (Das et al, 2016; Do, D. N., et al,
2021). En lo particular, un andlisis del transcriptoma de miRNAs de CEMB (linea
celular MAC-T) desafiadas con S. aureus y E. coli revel6 un patron unico y diferencial
de la expresion de miARNS, en donde bta-miR-184, miR-24-3p, miR-148, miR-486
y let-7a-5p son miARNS Unicos expresados durante lainfeccion con E. coli y bta-miR-
2339, miR-499, miR-23a y mir-99a se expresaron de manera unica durante la
infeccion con S. aureus (Jin et al, 2014). Por otra parte, el analisis de expresion de
mMiRNAs de macrofagos derivados de monocitos bovinos infectados con
Streptococcus agalactiae, reveld la participacion de miRNAs que favorecen un
fenotipo inflamatorio de estas células inmunes a través de la expresion de genes
como IL-6, IL-1B y TNF-a. Recientemente se demostré que E2 y PRL regula la
expresion de miRNAs involucrados en la regulacion de la respuesta pro-inflamatoria
en CEMB desafiadas con S. aureus (Lewandowska-Sabat et al, 2018). A pesar de
gue las hormonas PRL y E2 desempefian un papel relevante para el tejido mamario
bovino in vivo, hoy en dia existen escasos reportes relacionados con la regulacién
epigenética que ejercen estas hormonas sobre genes de la RIl. En este sentido, es
necesario realizar un estudio que permita determinar el perfil de modificaciones
epigenéticas que ejercen las hormonas sobre las CEMB, lo cual proporcionaria
elementos necesarios que permitan desarrollar nuevos enfoques terapéuticos para
mejorar la salud y la productividad del ganado lechero. En el presente trabajo se
caracterizaron las modificaciones epigenéticas de las histonas en genes de la Rl
de células de epitelio mamario bovino y la expresion de miARNSs inducidas por las
hormonas prolactina y 173-estradiol durante la infeccion con S. aureus.
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Materiales y métodos

Reactivos

Prolactina bovina (bPRL) purificada (AFP7170E). La cual fue proporcionada por A. F.
Parlow (NHPP, NDDK, Torrance, CA, USA), y se disolvid en agua estéril. 173-
estradiol E2, fue adquirido de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), y se disolvié en
etanol al 1% (vehiculo). En este trabajo, todos los experimentos se realizaron
usando una concentracion de 5 ng/mL de bPRL y 50 pg/mL de E2 (concentraciones

fisiologicas).

Anticuerpos

Para los ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) se usaron 3 pg por
inmunoprecipitado (IP) de los anticuerpos: anti-H3K9ac grado ChlIP policlonal de
conejo (abacam, ab10812), anti-H3K9me2-grado ChIP monoclonal de raton
(abcam, ab1220), como control de referencia se usé el anticuerpo anti-H3-grado
ChIP policlonal de conejo (abcam, ab1791), y como control negativo de isotipo se

uso el anticuerpo anti-IgG policlonal de raton (Sigma-Aldrich).

Cultivo primario de células de epitelio mamario bovino (CEMB)

Las CEMB se aislaron del tejido alveolar de la ubre de vacas lactantes sanas de
acuerdo al protocolo previamente descrito (Anaya-Lopez et al, 2006). Se usaron
células de los pasajes 2 al 8 para todos los experimentos. Las CEMB se cultivaron
en cajas de cultivo Petri de 90x15 mm (NEST, 753001) en medio Dulbecco's
Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM/F12-Ham) (Sigma-
Aldrich, D8900) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% (Equinotech), 10
ug/mL de insulina (Sigma-Aldrich, 19278), 5 ng/mL de hidrocortisona (Sigma-Aldrich,
H6909), 100 U/mL de penicilina (Gibco, 15140-122) 100 pug/mL de estreptomicina
(Gibco, 15140-122) y 1 ug/mL de anfotericina B (Sigma, A2942), de aqui en adelante
este sera referido como medio completo. Las células se mantuvieron a 37°C, en
atmosfera de 5% de CO2. Todos los experimentos se realizaron con el medio

DMEM/F-2-Ham sin rojo de fenol libre de SFB y antibiéticos (medio incompleto).
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Cepa de Staphylococcus aureus (S. aureus)

En este trabajo se usO la cepa de Staphylococcus aureus subsp. aureus
(ATCC27543). Esta cepa fue aislada de un caso de mastitis clinica con capacidad
de invadir células de epitelio mamario bovino (Anaya-Lo6pez, J. L. et al, 2006). La
bacteria se crecié en caldo Luria-Bertani (LB) (BIOXON) a 37°C, las unidades
formadoras de colonia (UFCs) se ajustaron mediante densidad optica a 600 nm (DO
0.2= 9.2x107 UFC/mL).

Ensayos de invasion

Para los ensayos de ChIP, se crecieron monocapas de 5x10® CEMB en medio
completo en placas de cultivo Petri de 60x15 mm previamente tratadas con 500 pL
de colagena de rata (Sigma-Aldrich). Las células se incubaron hasta alcanzar un
90% de confluencia a 37°C, en atmosfera de 5% de CO: por 4 dias. Para los
ensayos de la expresién de miRNAs, se cultivaron monocapas de 2.5x10° CEMB
en placas de cultivo de 24 pozos (NEST) previamente tratadas con 200 uL de
colagena de rata (Sigma-Aldrich). Las células se incubaron hasta alcanzar un 90%
de confluencia a 37°C, en atmosfera de 5% de CO2 por 24 h. Para ambos ensayos,
previo a la infeccién las células se sincronizaron en medio incompleto a 37°C, en
atmosfera de 5% de CO:2 por 24 h. Después las células fueron tratadas con bPRL
(5 ng/mL) y E2 (50 pg/mL) e incubadas a 37°C, en atmosfera de 5% de CO:2 durante
12 h. los ensayos de invasion se realizaron usando el ensayo de proteccion con
gentamicina previamente descrito (Alva-Murillo, N., et al, 2015). Brevemente, las
CEMB se infectaron con S. aureus (DO= 0.2) a una multiplicidad de infeccion (MOI)
de 30:1 (bacteria: célula) en atmosfera de 5% de COz a 37°C durante 2 h. Después,
las células se lavaron 3 veces con PBS (pH 7.4) y se adiciond medio incompleto
suplementado con 80 upg/mL de gentamicina (para eliminar las bacterias
extracelulares) y se incubé en atmosfera de 5% de CO:z a 37°C durante 1 h.
Finalmente las CEMB se lavaron 3 veces con PBS (pH 7.4) y fueron empleadas

para llevar a cabo los ensayos de ChIP y analisis de la expresion de miRNAs.

Ensayos de ChIP-qPCR

Para analizar el enriquecimiento de las marcas epigenéticas en la region promotora
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de los genes de la respuesta inmune innata, se realizaron ensayos de
inmunoprecipitacion de la cromatina acoplados a PCR tiempo real (ChIP-gPCR).
Primeramente, se obtuvieron los inmunoprecipitados (IP) de acuerdo al protocolo
previamente descrito (Barajas-Mendiola, M. A., et al, 2022) y después el
enriguecimiento de las marcas epigenéticas fue evaluado mediante PCR tiempo real
usando el método comparativo Ct (ACt) en el termociclador StepOnePlus Real-time
PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA. USA) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Las reacciones se llevaron a cabo usando el estuche
gPCRBIO SyGreen Blue Mix Hi-ROX master mix (Biosystems, PB20.16-20). Se
usaron oligonucleétidos especificos (Invitrogen) que reconocen la regiéon promotora
de los genes de bovino de la respuesta inmune innata. Las secuencias de los
oligonucledtidos y las condiciones de la PCR empleadas fueron previamente
descritas por (Barajas-Mendiola et al, 2022). GAPDH fue usado como control
positivo de enriquecimiento para el analisis de la marca H3K9ac, mientras que el
mismo gene fue usado como control negativo de enriquecimiento para el analisis de

la marca H3K9me?2.

Aislamiento de ARN total y analisis de la expresion de miRNAs

Para analizar el efecto de las hormonas sobre la expresion de miARNSs involucrados
en laregulacion de la respuesta inflamatoria en las CEMB desafiadas con S. aureus,
se realizaron ensayos de RT-gPCR. El ARN total de las CEMB fue extraido usando
el sistema Trizol™Reagent (Invitrogen, 15596-018) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. EI ARN total fue visualizado en un gel de agarosa al 1% para
corroborar su integridad. Después, se removié la contaminacion de ADN gendémico
usando DNAsa | (Invitrogen, 18068-015) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La sintesis del cDNA se realizé de acuerdo al protocolo previamente
descrito (Barajas-Mendiola et al, 2022). El analisis de la expresion de los miRNAs
fue evaluado mediante PCR tiempo real usando el método comparativo Ct (AACt)
en el termociclador StepOnePlus Real-time PCR system (Applied Biosystems,
Foster City, CA. USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las reacciones
se llevaron a cabo usando la enzima qPCRBIO SyGreen Blue Mix Hi-ROX master

mix (Biosystems, PB20.16-20) con oligonucle6tidos especificos (ELIM Biopharm)
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para los miRNAs bovinos. Las secuencias de los oligonucleétidos y las condiciones
de la PCR fueron previamente descritas (Barajas-Mendiola et al, 2022). El miRNA

U6 fue usado como control interno de amplificacion.

Andlisis estadistico

Los datos fueron obtenidos de al menos 3 experimentos independientes (n=3) y
fueron analizados en el software PRISM 8.0 mediante un andlisis de la variancia de
una solo via (one-way ANOVA), usando el post hoc Tukey. Los resultados se
reportaron como la media + error estdndar (ES) con un nivel de significancia de
p<0.5.

Resultados
La prolactina bovina y el 17B-estradiol regulan la expresion de los elementos
de la respuesta inmune innata a traves de las marcas H3K9ac y H3K9me2 en

células de epitelio mamario bovino durante el desafio con S. aureus

Previamente, nuestro grupo de trabajo reportd la expresion diferencial de genes de
la RIl y la regulacion epigenética de las marcas H3K9ac y H3K9me2 (40 y 20%,
respectivamente) en CEMB tratadas con la bPRL (5 ng/mL) y el E2 (50 pg/mL) y
desafiadas con S. aureus (Salgado-Lora et al, 2020). Dichas marcas epigenéticas
pueden estar relacionadas con los efectos inmunomoduladores de las hormonas.
En este trabaj6 se analizo el papel de las marcas H3K9ac (una marca asociada con
la expresion de genes) y H3K9me2 (una marca asociada con la represion de genes)
en la modulacion de la expresion de los genes de la RIl inducida por las hormonas
mediante ensayos de ChIP y PCR tiempo real. Los resultados mostraron que la
marca epigenética H3K9ac se enriquecid de manera significativa en la region
promotora de los genes IL-8, IL-10, BNBD10 y LAP (2.38, 3.15, 9.30 y 7.56 veces,
respectivamente) en las CEMB previamente tratadas con la mezcla hormonal y
desafiadas 2 h con S. aureus (MOI 30:1) (Figura 1C, D, E y F). No obstante, en las
CMEB desafiadas con la bacteria los niveles de enriquecimiento en la regién
promotora de estos genes disminuy6 de manera significativa (1.52, 1.58, 2.17y 3.15
veces, respectivamente) (Figura 1C, D, E y F). Asi mismo, también se observé un
aumento significativo en la regién promotora solo en los genes IL-10, BNBD10 y LAP
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(1.86, 3.84 y 2.61 veces, respectivamente) en las CEMB tratadas con la mezcla
hormonal (Figura 1 D, E y F). En linea con lo anterior, se observo un efecto similar
para la marca epigenética H3K9ac en la region promotora del gen de IL-13 (2.30
veces) (Figura 1B), en CEMB bajo las mismas condiciones. Mientras que en las
CMEB tratadas y no con la mezcla hormonal y desafiadas con S. aureus el nivel de
enriquecimiento de H3K9ac en la regién promotora del gen de IL-15 se redujo
(FiguralB). De manera interesante, un efecto contrario se observé para el gen de
TNF«, ya que se encontré un enriquecimiento significativo de H3K9ac en la region
promotora de este gen en las CEMB desafiadas con S. aureus (4.14 veces) (Figura
1A). Mientras que en presencia de la mezcla hormonal disminuy6 dramaticamente
en las CEMB desafiadas o no (Figura 1A). Envista de que los cambios de acetilacion
de las histonas se ven acomparfados por cambios en los niveles de metilacion de las
mismas, también se evalud el enriquecimiento de la marca represora H3K9me2 en
la region promotora de estos genes. Los resultados mostraron que hubo un
enriquecimiento significativo de esta marca epigenética en la region promotora de
los genes IL-8, BNBD10 y LAP (2.0, 7.09 y 5.62 veces, respectivamente) en las
CEMB desafiadas con S. aureus (Figura 2C, E, F). Un efecto similar se observé en
el enriquecimiento de esta marca en la region promotora del gen de IL-15 (3.17
veces) (Figura 2B). Notablemente, en las CEMB tratadas (12 h) con la mezcla
hormonal y posteriormente desafiadas con S. aureus, la marca H3K9me2 disminuyo6
de manera significativa en la region promotora de los genes IL-8, BNBD10 y LAP
(1.12,3.56y 3.61 veces, respectivamente) (Figura 2C, Ey F). Ademas, en las CMEB
Unicamente tratadas con la mezcla hormonal, H3K9me2 solo se enriquecié en la
region promotora de los genes BNBD10 y LAP (2.0 y 2.76 veces, respectivamente)
(Figura 2E y F). Interesantemente, un se observd efecto contrario en el
enriguecimiento de H3K9me2 en la region promotora del gene de TNFa. Un
enriquecimiento significativo (2.67 veces) de esta marca epigenética se observé en
la region promotora de este gene en las CEMB tratadas (12 h) con la mezcla
hormonal y posteriormente desafiadas con S. aureus (Figura 2A), mientras que en
las CEMB tratadas o no con la mezcla hormonal y desafiadas o no con la bacteria,
esta marca disminuy6 sustancialmente (Figura 2A). Ademas, no se observd un
cambio en el enriquecimiento de la marca H3K9me2 para el gene de IL-10 (Figura
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2D) bajo todas las condiciones evaluadas. Estos resultados indican que la bPRL y
E2 modulan elementos de la Rll en CEMB desafiadas con S. aureus a través de las
marcas epigenéticas H3K9ac y H3K9me?2.

La expresion de miRNAs bovinos es regulada por la prolactina bovinay el 178-

estradiol en células de epitelio mamario bovino desafiadas con S. aureus

Por otra parte, con el fin de determinar otros mecanismos epigenéticos modulados
por bPRL y E2 en la regulacion de la expresion de genes de la RIl en las CEMB
desafiadas con S. aureus, se evaluaron miRNAs como: miR-21a, Let-7a-5p, miR-
30b, miR-155. miR23a, miR-7863, mir-451, miR-144 y mir-146a, los cuales
participan de manera importante en la regulacion de la expresion de genes de la RIl.
Mediante ensayos de RT-gPCR, los resultados mostraron un incremento
significativo en la expresion de miR-155, miR-146a, miR-21a, miR-451, miR-23a,
miR.30b, miR-7863, miR-144, Let-7a-5p (8.2, 8.6, 16.56, 13.72, 7.59, 23.0, 11.97,
6.74 y 4.14 veces, respectivamente) en las CEMB desafiadas con S. aureus (Figura
3A- 1), mientras que en presencia de las hormonas el nivel de expresion de miR-
155, miR-146a, miR-21a disminuyd de manera significativa (4.88, 5.89, 4.79). Un
efecto similar fue observado en la expresion de miR-23a, miR.30b, miR-7863, miR-
144, Let-7a-5p (5.56, 15.20, 3.77, 4.70, 1.86 veces, respectivamente) bajo estas
mismas condiciones (Figura 3E, F, G, H e I). Sin embargo, bajo estas condiciones no
hubo cambios en la expresion de miR-451 (Figura 3D). Importantemente, bPRL y E2
indujeron la expresion de miR-155, miR-146a, miR-21a, miR-451 (2.66, 2.88, 3.24
y 3.37 veces, respectivamente) en las CEMB (Figura 3A, B, C y D). Estos resultados
indican que la bPRL y el E2 regulan la expresion de miARNs que estaninvolucrados
en la regulacién de los genes de la respuesta inmune innata, particularmente de la

respuesta inflamatoria.

Discusion

Cambios abruptos en las concentraciones de las hormonas reproductivas, como
prolactina y 17p-estradiol, inducen un desequilibrio de la respuesta inmune innata de
la glandula mamaria, lo cual esta asociado a la susceptibilidad de desarrollar
infecciones intramamarias como la mastitis (Lamote et al 2006; Newman et al, 2010;

Need et al, 2014; Enger et al, 2018; Lacasse et al, 2019). Previamente se demostré
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gue bPRL induce una respuesta pro-inflamatoria en las CEMB, la cual es inhibida
por S. aureus (Gutiérrez-Barroso et al, 2008; Lara-Zéarate et al, 2011; Medina-
Estrada et al, 2015), mientras que E2 induce una respuesta anti-inflamatoria y
antimicrobiana (Medina- Estrada et al, 2016). Ademas, la mezcla hormonal favorecio
la respuesta antimicrobiana en las CEMB y esta respuesta fue mantenida después
de lainfeccién con S. aureus (Salgado-Lora et al, 2020). Importantemente, Salgado-
Lora y colaboradores (2020) demostraron que las hormonas regularon la acetilacion
global de la histona H3 y marcas especificas, tales como la H3K9ac y H3K9me2 en
CEMB desafiadas con S. aureus (Salgado-Lora et al, 2020). En este trabajo se
muestra evidencia de que la RIl montada por las CEMB durante el desafio con S.
aureus es regulada por las marcas epigenéticas H3K9ac y H3K9me2. Los
resultados mostraron E2 y bPRL favorecen el enriquecimiento de la marca
epigenética H3K9ac, una marca asociada a la expresion de genes, en la region
promotora de los genes IL-10, BNBD10 y LAP (Figura 1D, E y F), lo cual sugiere
gue la cromatina esta descondensanda y esto permite que la maquinaria
transcripcional se posicione para iniciar la transcripcion. Estos resultados estan en
acuerdo con lo reportado por Salgado-Lora y colaboradores (2020), en el que se
mostro que la mezcla hormonal regula de manera positiva la expresion de estos
genes (Salgado-Lora et al, 2020). Previamente se demostro que S. aureus inhibe la
expresion de los genes IL-10, BNBD10 y LAP (Medina-Estrada et al, 2015; Salgado-
Lora et al, 2020), posiblemente para disminuir la defensa antimicrobiana por parte
de la célula hospedera. Aqui se muestra que esta regulacion negativa de los genes
antimicrobianos y anti- inflamatorio coincide con la reduccién del enriquecimiento de
la marca H3K9ac en la region promotora de estos genes (Figura 1D, E y F).
Interesantemente, el enriquecimiento de la marca H3K9ac inducido por la mezcla
hormonal fue mas evidente en la region promotora de los genes IL-10, BNBD10 y
LAP cuando las CEMB fueron infectadas con S. aureus (Figura 1D, Ey F), y esto
también coincide con la expresion de estos genes bajo las mismas condiciones
(Salgado-Lora et al, 2020). Sin embargo, estos resultados no coinciden con el
estudio realizado solo usando E2 (Medina-Estrada et al, 2015). Posiblemente esto se
deba al hecho de que bPRL este potenciando el efecto del E2; sin embargo, la

comunicacion entre las vias de sefalizacién de ambas hormonas requiere una fuerte
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investigacion (Rasmussen et al, 2010). Notablemente, se observo una relacion
inversa entre la marca H3K9ac y la marca H3K9me2 en la regién promotora de los
genes IL-10, BNBD10 y LAP, en donde la mezcla hormonal reduce el
enriquecimiento de la marca H3K9me2 (Figura 2D, E, F), lo cual coincide con el
enriguecimiento de la marca H3K9ac y la expresion de los genes (Salgado-Lora et
al, 2020). Ademas, S. aureus induce el incremento de H3K9me2 en la region
promotora de estos genes (Figura 2D, E, F), lo cual coincide con la regulacién
negativa de estos genes (Salgado-Lora et al, 2020). Estos resultados no coinciden
con lo reportado por Barajas-Mendiola y colaboradores (2022), esto debido a que
probablemente el E2 esta opacando el efecto de la bPRL, y en este estudio los
ensayos se realizaron solo usando bPRL (Barajas-Mendiola et al, 2022).
Similarmente, la mezcla hormonal favorece el enriquecimiento de la marca H3K9ac
en la region promotora de los genes IL-8 e IL-1 3 (Figura 1B y C) coincidiendo con la
reduccion de la marca H3K9me2 (Figura 2B y C) y la regulacion positiva de estos
genes previamente reportada por Salgado-Lora y colaboradores (2020). Ademas,
se observé que S. aureus induce una reduccion del enriquecimiento de la marca
H3K9ac en estos genes (Figura 1B y C), coincidiendo con el aumento de la marca
H3K9me2 en la regidén promotora de estos genes (Figura 2B, C). Sin embargo, la
expresion de los genes IL-8 e IL-15 (Salgado- Lora et al, 2020) bajo estas
condiciones, no coincide con lo reportado aqui, posiblemente otras marcas
epigenéticas como H3Kl4ac, H3K27ac o H3K4me3, marcas asociadas a la
expresion de genes, estén participando en la regulaciéon de la expresion de IL-8 e
IL-14 bajo las condiciones ya mencionadas (Modak et al, 2014). Investigaciones
futuras seran necesarias para responder esta pregunta. De manera importante la
regulacion de las marcas H3K9ac y H3K9me2 sobre los genes IL-8 e IL-1/ fueron
reproducibles cuando las CEMB fueron tratadas solo con bPRL en las mismas
condiciones (Barajas-Mendiola et al, 2022), esto probablemente se deba a los
efectos pro-inflamatorios de la bPRL (Medina-Estrada et al, 2015). Previamente en el
grupo se reporté que S. aureus induce la expresion y secrecion de TNFo en las CEMB
y que esta expresion es regulada de forma negativa por bPRL (Medina-Estrada et
al, 2015) y por la mezcla hormonal (Salgado-Lora, M. G., et al, 2020). Esto es
consistente con nuestros resultados debido a que la marca H3K9ac se incrementé
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en la region promotora de este gene en las CEMB desafiadas con S. aureus y se
redujo en presencia de la mezcla hormonal (Figura 1A). Ademas, también se observo
una relacion inversa entre las marcas H3K9ac y H3K9me2 en la regién promotora
de este gene (Figura 2A). Este efecto fue similar en ensayos donde solo se usé
bPRL (Barajas-Mendiola et al, 2022). Estos resultados indican que la mezcla
hormonal induce una regulacion epigenética especifica mediada por las marcas
H3K9ac y H3K9me2, favoreciendo una respuesta antimicrobiana y disminuyendo la
respuesta pro-inflamatoria.

Por otra parte, pequefios ARNs no codificantes, como los miRNAs, participan de
forma importante en la regulacion de diversos procesos fisiologicos, Yy
particularmente se ha descrito su participacion en la regulacion de la respuesta
inmune durante infecciones bacterianas (Zhou et al, 2018; Chandan et al, 2020).
Aqui se evaluo la expresion de miRNAs que estan involucrados en la regulacion de
la RIl tales como: miR-21a, Let-7a-5p, miR-30b, miR-155, miR23a, miR-7863, mir-
451, miR-144 y mir-146a (Jin et al, 2014). miR-155, miR146ay miR-21a son miARNs
gue estan involucrados en la regulacion de la expresion de genes pro-inflamatorios
como IL-6, IL-1B y TNFa, a través de interaccionar directamente con elementos de
la via de sefalizacion de los receptores tipo Toll (TLRS) y se ha observado que en
infecciones de bacterias intracelulares su expresion se ve incrementada (Zhou et al,
2018). Aqui se muestra que S. aureus indujo la expresion de miR-155, miR146a y
miR-21a en las CEMB Yy significativamente el nivel de expresion disminuy6 en
presencia de la mezcla hormonal (Figura 3A, B, C). miR-155 es un regulador
maestro de la respuesta inflamatoria, principalmente a través de la regulaciéon de la
translocacion de NF-xB hacia el nlcleo para regular de manera positiva la expresion
de genes pro-inflamatorios (Zhou et al, 2018). Ademas, se ha reportado que la sobre
expresion de miR-155 induce la expresion y secrecion de TNFa en infecciones por
Mycobacterium promoviendo el establecimiento y la persistencia bacteriana
(Behrouzi et al, 2019). Esto coincide con nuestros resultados, en donde se observo
gue S. aureus induce la expresién de miR-155 (Figura 3A), ademas esto también
es consistente con los resultados de la regulacion a través de las modificaciones de
la histona H3, en donde se detectd una relacion del enriquecimiento de la marca

H3K9ac en la region promotora de TNFa (Figura 1A) con la regulacion positiva de la
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expresion de este gene (Medina-Estrada et al, 2015; Salgado-Lora et al, 2020). Al
igual que miR-155, miR-146a también es un regulador de la respuesta pro-
inflamatoria en infecciones bacterianas (Zhou et al, 2018). Los resultados muestran
gue la sobreexpresion de miR-146a (Figura 3B) coincide con la regulacion de la
expresion y secrecion de TNFa (Medina-Estrada et al, 2015; Salgado-Lora et al,
2020); y esto esté relacionado al enriquecimiento de la marca H3K9ac en la regién
promotora de este gene (Figura 1A). Sin embargo, los resultados de este trabajo no
coinciden con lo reportado por Wang y colaboradores (2017), en el que mostraron
una regulacion negativa de miR-146a en las CEMB, esto debido a que en este estudio
se us6 LPS para infectar a las células (Wang et al, 2017). Ademas, las respuestas
inducidas por S. aureus son diferentes a las inducidas por Escherichia coli
(Thompson-Crispi et al, 2014). A pesar de que miR-21a regula la respuesta pro-
inflamatoria durante infecciones microbianas y participa de forma importante en
enfermedades de las vias respiratorias (Zhou et al, 2019), en infecciones
intramamarias como la mastitis es escasamente conocido su papel. Aqui se muestra
gue S. aureusinduce la expresion de miR-21a (Figura 1C) y esto correlaciona con
la presencia de este miARN en la leche de vacas infectadas con S. aureus (Do et al,
2021). Sin embargo, se requiere de mas investigacion sobre la participacion de este
mMiRNA.

Ademas, en este trabajo se muestra que S. aureus induce la expresiéon de
miR-23a, miR-30b y miR-144 en las CEMB, pero esta disminuy0 significativamente
en presencia de la mezcla hormonal (Figura 3E, F, H). miR-23a es también un
MiRNA que esté dirigido a inhibir la respuesta pro-inflamatoria a través de suprimir
la translocacion del factor de transcripcion NF-kB hacia el nucleo y especificamente
se orienta a la cinasa PI3K (Cai et al, 2021). Los resultados muestran que miR-23a
se sobre expresa en las CEMB desafiados con S. aureus (Figura 3E), y esto no
coincide con lo reportado por Cai y colaboradores (2021) en donde demuestran que
miR-23a inhibe la respuesta inflamatoria mediada por PI3K (Cai et al, 2021). Esto
puede deberse a que en este estudio emplearon una linea de epitelio mamario
inmortalizada (MAC-T) y el LTA para infectar estas células. Sin embargo,
probablemente la sobreexpresion de miR-23a tenga efecto sobre otras citocinas

inflamatorias como IL-18, debido a que en este estudio la sobreexpresion de miR-
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23a coincide con la disminucion de la marca H3K9ac en la regién promotora de este
gene (Figura 1B), pero no con la regulacion de la expresion del gen (Salgado-Lora et
al, 2020), lo cual probablemente obedezca a que otra marca epigenética esta
modulando la expresion de gene (Modak et al, 2014). miR-30b posee un papel
protector en el dafio ocasionado por la inflamacion y esta involucrado en la inhibicion
de la formacion del autofagosoma y persistencia de bacterias intracelulares(Xu et
al, 2021). Aqui se demostré que miR-30b es regulado de manera positiva en las
CEMB desafiadas con S. aureus (Figura 3F), y esto correlaciona con la presencia de
este miARN en la leche de vacas infectadas con S. aureus (Do et al, 2021).
Probablemente miR-21a este disminuyendo la respuesta inflamatoria vy
promoviendo que S. aureus se establezca de manera exitosa en el nicho
intracelular; sin embargo, para responder esto es necesaria una posterior
investigacion. miR-144 esta involucrado en la regulacion negativa de la expresion
de TNFa e INFy a través de la via de sefializacion TLR2/JAK/MAPK (Zhou et al,
2018), aqui se muestra evidencia que S. aureus induce la expresion de este miARN
en las CEMB (Figura 3H). El papel de este miRNA no ha sido explorado en
infecciones por S. aureus, mientras que, en otras enfermedades, como la
tuberculosis, tiene una relevancia importante en la proteccion inmune al contribuir
con la regulacion negativa de TNFa e INFy (Behrouzi A. et al, 2019). Es necesaria
mayor investigacion para entender el papel de miR-144 en infecciones
intramamarias como la mastitis. Adicionalmente, se muestra que S. aureus induce
la expresion de miR-7863 en las CEMB y significativamente su nivel de expresion
disminuy6 en presencia de la mezcla hormonal (Figura 3G), esto coincide con lo
reportado por Loureng y colaboradores (2018). Ellos reportaron mediante un analisis
transcripcional que miR-7863 solo se expresa en mastitis causadas por E. coliy S.
aureus, en este sentido miR-7863 podria ser usado como un biomarcador de la
mastitis bovina (Luoreng et al, 2018). Sin embargo, al observar que la mezcla
hormonal reduce su expresion (Figura 3G) podria ser interesante buscar el blanco
y el mecanismo molecular implicado en la respuesta inmune durante la infeccion
bacteriana. Let-7a-5p esta involucrado en la regulacion de la expresién de genes
pro-inflamatorios como IL-6, IL-18 y TNFa (Zhou et al, 2018). Nuestro estudio

muestra que Let-7a-5p se expresé de manera importante en las CEMB desafiadas
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con S. aureus. En contraste con nuestros resultados, Magry$s & Bogut (2021)
reportaron que la variante de colonia pequefia (SCV) de Staphylococcus epidermidis
regul6 de manera negativa la expresion de Let-7a-5p cambiando el perfil pro-
inflamatorio a un entorno antiinflamatorio, lo cual favorecela persistencia intracelular
en los macrofagos THP-1 (Magrys & Bogut, 2021). En este sentido, Let-7a-5p podria
ser clave en la respuesta inmune de las CEMB durante la infeccion por S. aureus,
porgue la regulacion positiva de este miARN coincide con la regulacion negativa de
la expresion de IL-6 (Medina-Estrada et al, 2015). Finalmente, En este trabajo se
observo que S. aureus induce la expresion de miR-451: sin embargo, la presencia
de la mezcla hormonal no produjo cambios (Figura 3D). Esto coincide con lo
reportado por Murata y colaboradores (2014). En ese trabajo se demostrd que miR-
451 se sobre expresa en neutrofilos murinos estimulados con LPS y que regula de
manera importante la respuesta inflamatoria a través de la via p38MAPK, ademas
esto se relaciond con la inhibicién de la quimiotaxis de neutréfilos hacia el sitio de
infeccion durante una infeccion (Murata et al, 2014). En este sentido, un efecto
similar puede estar sucediendo en nuestro modelo de estudio, debido a S. aureus
induce la expresion de miR-144 en las CEMB (Figura 3H) y esto coincide con la
reduccion del enriquecimiento de la marca H3K9ac en la region promotora (Figura
1C) y con la inhibicion de la expresion de este gen (Salgado-Lora et al, 2020). Estos
resultados sugieren que bPRL y E2, a través de la expresiéon de miARNs y de las
marcas epigenéticas H3K9ac y H3K9me2, participan de manera importante en la
regulacion de la respuesta inmune montada por las CEMB. Sin embargo, bacterias
como S. aureus pueden desregular la respuesta inmunologica montada por las
CEMB a través de la modulacién de estos mecanismos epigenéticos, lo cual puede
explicar, en parte, la evasion del sistema inmune montado por las células

hospederas, asi como su persistencia en ellas.

Conclusion

Los resultados sugieren que la prolactina bovina y el 17p-estradiol regulan la
expresion de los elementos de la respuesta inmune innata de las CEMB a través de
la regulacion de las marcas epigenéticas H3K9ac y H3K9me2. Ademas, las

hormonas regulan diferencialmente la expresion de miARNs involucrados en la
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respuesta inflamatoria de las CMEB durante el desafio con S. aureus. Esto indica
gue las hormonas favorecen la respuesta antimicrobiana, disminuyendo la

respuesta pro- inflamatoria.
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Leyendas de figura

Figura 1. Andlisis del enriquecimiento de la marca H3K9ac inducido por
prolactina y 17B-estradiol en la regién promotora de los genes de los
elementos de larespuesta inmune innata en CEMB desafiadas con S. aureus.
Monocapas (1x10° células) de CEMB tratadas (12 h) con prolactina bovina (bPRL,
5 ng/mL) y 17B-estradiol (E2, 50 pg/mL) y desafiadas (2) con S. aureus (MOI 30:1),
fueron usadas para analizar el enriquecimiento de la marca H3K9ac (marca
asociada a la expresion de los genes) en la region promotora de los genes TNFa
A), IL-1p B), IL-8 C), IL-10 D), BNBD10 E) y LAP F) mediante ensayos de ChlIP-
gPCR. Los datos se normalizaron con respecto al control de isotipo IgG; vy la
expresion del vehiculo (células + 1% de etanol) se consideré como 1. Las barras
corresponden a la media +error estandar de 4 experimentos independientes (n=4).
Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA de una sola via, post hoc
Tukey, p<0.05). GAPDH G) se us6 como control positivo del enriquecimiento de la
marca H3K9ac. Vehiculo: CEMB tratadas con etanol al 1%; bPRL + E2: CEMB
tratadas con prolactina (5 ng/mL) y 17B-estradiol (50 pg/mL); bPRL + E2 + S.
aureus: CEMB tratadas con la mezcla hormonal y desafiadas con S. aureus: S.

aureus: CEMB desafiadas con S. aureus.

Figura 2. Andlisis del enriquecimiento de la marca H3K9me2 inducido por
prolactina y 17B-estradiol en la region promotora de los genes de los
elementos de la respuesta inmune innata en CEMB desafiadas con S. aureus.
Monocapas (1x10°8 células) de CEMB tratadas (12 h) con prolactina bovina (bPRL,
5 ng/mL) y 17B-estradiol (E2, 50 pg/mL) y desafiadas (2) con S. aureus (MOI 30:1),
fueron usadas para analizar el enriquecimiento de la marca H3K9me2 (marca
asociada a la represion de los genes) en la region promotora de los genes TNFa A),
IL-18 B), IL-8 C), IL-10 D), BNBD10 E) y LAP F) mediante ensayos de ChIP-gPCR.
Los datos se normalizaron con respecto al control de isotipo IgG; y la expresion del
vehiculo (células + 1% de etanol) se consider6é como 1. Las barras corresponden a
la media * error estdndar de 4 experimentos independientes (n=4). Letras diferentes

indican diferencias significativas (ANOVA de una sola via, post hoc Tukey, p<0.05).
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GAPDH G) se us6é como control negativo del enriquecimiento de la marca
H3K9me2. Vehiculo: CEMB tratadas con etanol al 1%; bPRL + E2: CEMB tratadas
con prolactina (5 ng/mL) y 17p-estradiol (50 pg/mL); bPRL + E2 + S. aureus: CEMB
tratadas con la mezcla hormonal y desafiadas con S. aureus: S. aureus: CEMB
desafiadas con S. aureus.

Figura 3. Expresién de miRNAs inducidos por prolactina y 17B-estradiol en
CEMB durante el desafio con S. aureus. Ensayos de RT-gPCR para evaluar la

expresion de miARNs en macrofagos bovinos tratados con PRL y E2 y desafiadas

con S. aureus. Monocapas (2.5x105 células) de CEMB tratadas (12 h) con prolactina
bovina (bPRL, 5 ng/mL) y 17p-estradiol (E2, 50 pg/mL) y desafiadas con S. aureus
(2 h) (MOI 30:1), fueron usadas para analizar la expresion relativa de miR-155 A),
miR-146a B), miR-21a C), miR-451 D), miR-23a E), miR-30b F), miR- 7863 G), miR-
144 H), y Let-7a-5p 1). El miARN U6 fue usado como gen enddgeno para todas las
condiciones. Los valores se normalizaron con respecto al vehiculo. Las barras
representan la media + error estandar de 4 experimentos independientes (n=4).
Letras diferentes indican cambios significativos (ANOVA de dos vias y el post hoc
Tukey p<0.05). Vehiculo: CEMB tratadas con etanol al 1%; bPRL + E2: CEMB
tratadas con prolactina (5 ng/mL) y 17B-estradiol (50 pg/mL); bPRL + E2 + S.
aureus: CEMB tratadas con la mezcla hormonal y desafiadas con S. aureus: S.

aureus: CEMB desafiadas con S. aureus.
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8.3 Capitulo I

Se presenta el manuscrito: Prolactin and 173-estradiol modulates the innate

immune response through epigenetics mechanisms in bovine macrophages

challenged with Staphylococcus aureus.
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Abstract

Staphylococcus aureus is the most prevalent pathogen associated with subclinical
mastitis, an inflammatory disease of the mammary gland of dairy cattle that
significantly affects the economy of dairy farming worldwide. The neuroendocrine
system regulates critical immune system components, such as macrophages,
through bidirectional communication by neurotransmitters, cytokines, and
hormones involving epigenetic regulation. Therefore, changes in the levels of
reproductive hormones, such as bovine prolactin (bPRL) and 173-estradiol (E2),
compromise the innate immune response (IIR) of the mammary gland. In this work,
we evaluated the effect of bPRL and E2 on the IIR of bovine macrophages
challenged with S. aureus. We showed by RT-qPCR and flow cytometry that
physiologic concentrations of the hormones (bPRL 5 ng/mL; E2 50 pg/mL) induced
significant changes in the expression of pro and anti-inflammatory cytokines,
chemokines, and antimicrobial peptides in bovine macrophages challenged with S.
aureus. Notably, these effects were non-dependent on the TLR2 receptor.
Additionally, miRNA expression was analyzed by gPCR. Results showed that miR-
451, miR-155, and miR-7863 expression increased significantly in macrophages
challenged with S. aureus but decreased substantially in the presence of the

hormones. Interestingly, the miR-146a and miR-21a expression was increased in
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infected macrophages in the presence of the hormonal mix. Further, the hormones,
but not S. aureus, increased the Let-7a-5p expression; similar results were
observed for miR-30b and miR-23a expression. Moreover, we showed that bPRL
and E2 favor the global acetylation of histone H3 and the epigenetic H3K9ac mark,
but no H3K9me2 mark in macrophages challenged or not with S. aureus. Finally,
we determined that bPRL and E2 induced HDAC activity in macrophages, which
was increased by the bacterium. All these findings suggest that bPRL and E2
regulate IIR elements and epigenetic mechanisms in macrophages challenged with
S. aureus.

Keywords: hormones, macrophages, epigenetic regulation, Staphylococcus

aureus, bovine mastitis.

Introduction

Subclinical mastitis is an inflammatory disease of the mammary gland (MG) of
dairy cattle mainly caused by the Gram-positive bacteria Staphylococcus aureus
that produces important economic losses for dairy farming around the world
(Huijps, K., et al, 2008; Thompson-Crispi, K, et al., 2014; Gunther, J. et al, 2017;
Ruegg, P. L., 2017; Dego, O. K., 2020). In this sense, MG is the primary target
tissue for establishing S. aureus infection (Aitken, S. L., et al, 2011; Sordillo L. M.
et al, 2018). This infection could become a chronic infection impairing the innate
immune response (lIR) and compromising the integrity of tissue, leading to
functional loss of the tissue, which in turn leads to the culling of the animal
(Gussmann, M., et al, 2019). Moreover, MG is a complex tissue composed of
different types of cells (endothelial, epithelial, leucocyte cells, etc). It is the target of
reproductive hormones such as prolactin (PRL) and 17-estradiol (E2), which play
an essential role during the differentiation, development, and function of this tissue
(Inman, J. L. et al, 2015). Further, abrupt changes in these reproductive hormones
are associated with the IIR imbalance of the MG; this establishes a relationship
between intramammary infections (IMIs) and the physiologic and reproductive
status of animals (Newman, K. A., et al, 2010; Lamote, |., et al, 2006; Enger, B. D.,
et al, 2018; Lacasse, P., et al, 2019).
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During peripartum, lactation, and dry period, cows are more susceptible to IMIs,
such as mastitis, and this is associated, in part, with the reproductive hormones
(Lamote, 1., et al, 2006; Lacasse, P., et al, 2019; Alhussien, M. N., & Dang, A. K.,
2020). As a part of the immune response of MG against pathogens, epithelial cells
play an important role in triggering a relevant defense against infection because
they are in close contact with the pathogen (Rainard, P., Gilbert, F., & Germon, P.,
2022). Moreover, the role of PRL and E2 on the regulation of IR elements in
epithelial cells of MG during the challenge with S. aureus has been explored in our
workgroup. We demonstrated that bovine PRL (bPRL) at a physiological
concentration (5 ng/mL) induces a pro-inflammatory response and promotes the
internalization of S. aureus into bovine mammary epithelial cells (bMECS)
(Gutiérrez-Barroso, A., et al, 2008; Lara- Zarate L., et al, 2011; Medina-Estrada I.,
et al, 2015). Also, E2 at a physiological concentration (50 pg/mL) induces anti-
inflammatory and antimicrobial response and reduces the internalization of the
bacteria (Medina-Estrada I., et al, 2016). In addition, the hormonal mix causes
similar effects showed by E2 in bMECs challenged whit S. aureus (Salgado-Lora
M. G., et al, 2022). However, in bacterial persistent studies, we observed that this
response is insufficient to eliminate the infection (personal communication). In this
sense, another component of the IIR, such as macrophages, becomes critical for
stopping infection (Renna, M. S., et al, 2019).

Macrophages are professional phagocytes that engulf invading microorganisms
like S. aureus and trigger several killing mechanisms to efficiently eliminate the
bacteria (Pidwill G. R., et al, 2021). Despite this, S. aureus can survive in
macrophages and persist intracellularly, eventually enabling bacterial
dissemination (Hommes, J. W., & Surewaard, B. G, 2022). Notably, Alhusien et al,
(2015) reported that the number and the phagocytic activity of macrophages
decreased in animals with subclinical mastitis (Alhusien, M., et al, 2015). This show
that macrophages in cattle dairy are critical components associated with the health
status of animals. On the other hand, epigenetic mechanisms (e.g., chemical
modifications on DNA and histones, miRNAS) have a relevant role in the regulation
of the development, function, and health of the MG (Holliday, H., et al, 2018;
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Ilvanova, E., et al, 2021). Researchin bovines found that the hypomethylation of the
a-casein gene favors its expression, while methylation represses it (Singh, K. et al
2010). Further, an increase in DNA methylation was observed in peripheral blood
lymphocytes from cows with mastitis naturally infected with S. aureus (Song, M., et
al, 2016). In addition, the histone H3K9me3 was up-regulated in lymphocytes from
cows with subclinical mastitis caused by S. aureus, and this was related to the
down-regulation of the expression of the inflammatory response genes (He, Y., et
al, 2016). Moreover, previously we reported that bPRL and E2 modulate the IR
through H3K9ac and H3K9me2 regulation in bMECs challenged with S. aureus
(Salgado-Lora, M. G., et al 2020; Barajas-Mendiola, M. A., et al 2022). miRNAs are
another epigenetic mechanism regulating MG functions (Do, D. N. et al, 2021). For
example, the miRNA expression analysis of monocytes-derived macrophages
infected with Streptococcus agalactiae showed that miRNASs promote an
inflammatory phenotype in these cells regulating the expression of IL-6, IL-13, and
TNFa genes (Lewandowska-Sabat, A. M., 2018). Notably, the miRNA regulatory
function has been broadly reported in the bovine mammary epithelium and is a key
regulator of the immune response during bacterial infection (Miretti S, et al, 2020;
Do, D. N., et al, 2021), but in macrophages, is scarce. Although reproductive
hormones such as PRL and E2 are relevant for mammary tissue function, there are
no reports related to the effect of both hormones on IIR and epigenetic regulation
in bovine macrophages during S. aureus infection, which was the aim of this work.
This will allow a better understanding of the interactions between the stress
hormones and the phagocytic cells, opening up new therapeutic approaches and

improving the well-being and sustainability of dairy herds.

2. Materials and Methods

2.1 Hormones

Purified bovine prolactin (bPRL) (AFP7170E) was provided by A. F. Parlow from
National Hormone & Peptide Program (NHPP)-National Institute of Diabetes and
Digestive and Kidney Diseases (NIDDKD) (Torrance, CA, USA) (Parlow, 2002).

17p-estradiol (E2) was purchased from Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA). The




M.C. Marco Antonio Barajas Mendiola PIDCB-UMSNH

working solutions were dissolved in water and 1% ethanol sterile, respectively. We
used bPRL 5 ng/mL and E2 50 pg/mL in all experiments, as reported (Medina-
Estrada et al, 2015; Medina-Estrada et al, 2016).

2.2 Antibodies

For western blot assays, rabbit polyclonal antibody anti-H3ac (H3K9ac, K14ac,
K18ac, K23, and K27ac) (1:1,000) (abcam, ab47915, Cambridge, UK); rabbit
monoclonal antibody H3K9ac (1:1,000) (abcam, ab10812, Cambridge, UK); mouse
monoclonal antibody anti-H3K9me2 (1:1,000) (abcam, ab1220, Cambridge, UK),
all were used as primary antibodies; and rabbit polyclonal antibody anti-H3
(1:3000) (abcam, ab1791, Cambridge UK) was used as load control. Secondary
antibodies (1:3,000) raised against mouse and rabbit antibodies coupled to
horseradish peroxidase were purchased from Cell Signaling Technology (Danvers,
Ma, USA).

2.3 Staphylococcus aureus strain

Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC27543) strain was used in this work.
This strain was isolated from clinic mastitis and can invade mammary epithelial
tissue. Bacteria grew overnight in Luria-Bertani (LB) broth (BIOXON, Becton
Dickinson, México) at 37°C. Colony-forming units (CFU) were adjusted by

measuring the optical density at 600 nm (OD= 9.2 x 107 CFU/mL).

2.4 Primary culture of the bovine macrophages

Blood mononuclear cells were isolated from healthy lactating cows (90-120
lactating days) using the Ficoll-Paque ™Plus system according to the
manufacturer's specifications. Briefly, 4 mL of bovine peripheral blood was mixed
with 4 mL of PBS pH 7.4 sterile. The mix was deposited in a 15 mL tube that
contained 3 mL of Ficoll-Paque ™Plus and centrifuged to 400 x g at 20°C for 4
minutes. The mononuclear cell layer was removed and washed with 4 mL PBS pH
7.4 sterile. The cells were centrifuged to 400 x g at 20°C for 15 minutes. The pellet
was washed with 4 mL PBS pH 7.4 sterile and centrifuged to 100 x g at 20°C for 10
minutes. Mononuclear cells were grown in RPMI-1640 medium (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA) supplemented with 20% of fetal bovine serum (FBS) (Equitech
Bio, Kerrville, TX, USA), sodium pyruvate 1 mM (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
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USA), penicillin 100 u/mL (GIBCO, Waltham, MA, USA), streptomycin 100
pg/mL (GIBCO, Waltham, MA, USA); and amphotericin B 1 ng/mL (Sigma-Aldrich,

St Louis, MO, USA) (complete RPMI-1640 medium). 2x108 mononuclear cells
were incubated in 5% CO2 atmosphere at 37°C for 2 h. Then, the floating cells
(lymphocytes) were removed, and the adherent cells (monocytes) were washed
with PBS pH 7.4 sterile. Finally, the monocytes were maintained in complete
RPMI-1640 medium in 5% CO2 atmosphere at 37°C for 28 days (renewing the
medium each 4-5 days) until differentiation to macrophages (Supplementary Figure
S1).

2.5 Multiplicity of infection assay

Bovine macrophages were challenged with S. aureus at different multiplicities of
infection (MOI, 1:1, 10:1, bacteria: cell) and several interaction times (0.5, 1, and 2
h). Phagocytized CFUs were recovered on agar LB plates after macrophage lysis
and maintained at 37°C for 16 h. CFUs were counted using the Scan 500-
Interscience system.

2.6 Invasion assays

Bovine macrophages were cultured in a 6-well plate (NEST Biotechnology Co.,
Wouxi, Jiangsu, China) previously treated with 200 puL of type 1 rat collagen (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA). As described above, cells were incubated in a
complete medium in a 5% CO2 atmosphere at 37°C. Then, cells were treated with
bPRL (5 ng/mL) and E2 (50 pg/mL) and incubated in a 5% CO atmosphere at
37°C for 24 h. The invasion assay was performed using the gentamicin protection
assay as described (Gutiérrez-Barroso et al, 2008). Briefly, bovine macrophages
treated with bPRL and E2 was challenged with S. aureus (OD= 0.2) with an MOI of
10:1 in a 5% CO2 atmosphere at 37°C for 2 h. Later, cells were washed two times
with PBS (pH 7.4), and gentamicin 80 ng/mL was added to eliminate extracellular
bacteria for 1 h. Finally, cells were washed two times with PBS (pH 7.4) and were
employed to perform the different assays described in the following sections.

2.7 RNA Isolation, gene and miRNAs expression analysis

To analyze the effect of the hormones on the expression of IIR genes in bovine

macrophages challenged or not with S. aureus, bovine macrophages (~2.5x105
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cells) cultured in 6-well plates were incubated with the hormones (24 h) and then
challenged or not with S. aureus (MOI 10:1). Total RNA (1 pg) was extracted with
the Trizol™Reagent (Invitrogen Waltham, MA, USA) according to the
manufacturer's instructions. The integrity of RNA was verified by agarose gel
electrophoresis, and the genomic DNA contamination was removed with DNAse |
(Invitrogen, Waltham MA, USA) according to the manufacturer's instructions. Then,
cDNA was synthesized using the GeneScript Reverse™ Transcriptase system
(GeneCraft) according to the manufacturer's instructions. Briefly, 1 ug of total RNA
was reversed transcribed to cDNA in a 20 pL reaction containing 5X GeneScript
Buffer, 0.5 pg/uL Oligo d(T) (Invitrogen), 10 mM dNTPs mix (Invitrogen, Waltham,
MA, USA), 10 mM DTT (Invitrogen, Waltham, MA, USA). The mix was incubated at
80°C for 3 minutes and immediately transferred to ice. Finally, 2 U/uL
RNAseOUT™ (Invitrogen, Waltham, MA, USA), 25 mM MgCl2, and 10 U/uL
GeneScript reverse transcriptase were added, and the reaction was incubated at
42°C for 30 minutes, followed by 80°C for 10 minutes. The RT-gPCR assay was
performed by quantitative PCR using the comparative Ct method (AACt) in a
StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA).
The reactions were carried out with gPCRBIO SyGreen Blue Mix Hi-ROX master
mix (Biosystem, Wayne, PA, USA) using specific primers (Elim Biopharm,
Hayward, CA, USA). The sequences and the PCR conditions are described in
Table 1. The GAPDH gene was used as an internal control of amplification.

To analyze the effect of the hormones on miRNA expression in bovine
macrophages challenged or not with S. aureus, the sequences and the PCR
conditions used to amplify the bovine miRNAs are described in Table 2. U6 miRNA
was used as an internal control of amplification.

2.8 Nitric oxide production assay

The nitric oxide (NO) production was assessed in culture supernatants. It was
indirectly measured by a modified Griess assay (Arias-Negrete S., et al, 2014),

evaluating the nitrite concentration released by bovine macrophages. Briefly,

bovine macrophages (~2.5x105 cells) were cultured in 24-well plates and then

incubated with the hormones (24 h), and then challenged or not with S. aureus
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(MOI 10:1). 100 pL of supernatants were placed in 96-well plates, and 50 uL of
sulfanilamide solution (Griess reactive A) was added, followed by the addition of 50
uL of N-1-naphthyl-ethylenediamine (Griess reactive B). The reaction was
performed at room temperature in darkness for 30 minutes. Nitrite accumulation
was determined by spectrophotometry at 540 nm using a standard curve of
calibration of nitrite.

2.9 Analysis of cytokine secretion

To analyze the effect of the hormones on cytokine secretion, bovine macrophages

(~2.5x105 cells) cultured in 24- well plates were treated with the hormones (24 h)
and then challenged or not with S. aureus (MOI 10:1). The supernatants were
collected and used to determinate the secretion of cytokines using the BD™CBA
Human Inflammatory Cytokine kit (Fisher Scientific, BD 551811, San Diego, CA,
USA), according to the manufacturer's instructions and analyzed in a BD
Accury™C6 cytometer (BD Biosciences).

2.10 Histone extraction and western blot assays

To analyze the effects of the hormones on the epigenetics marks, bovine

macrophages (~1x106 cells) cultured in 6-well plates were treated with the
hormones (12 and 24 h) and then challenged or not with S. aureus (MOI 10:1).
Then, histone extraction was carried out by acid extraction as reported (Salgado-
Lora M. G., et al, 2020). Briefly, cells were washed two times with PBS (pH 7.4)
and detached with PBS-TE (PBS,10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) on
ice. Cells were resuspended in an H-Lysis solution (0.25 M sucrose, 3 mM CaCl2,
1 mM Tris pH 8.0, and 0.5% NP-4), shooked, and centrifuged at 3,900 rpm at 4°C
for 5 minutes. Then, the pellet was recovered and washed with an H-wash solution
(300 mM NacCl, 5 mM MgClI2, 5 mM DTT, and 0.5% NP-40), shooked, and
centrifuged at 3900 rpm at 4°C for 5 minutes. Histone extraction was accomplished
with an H-extraction solution (0.5 M HCI, 10% glycerol, and 0.1 M 2-
mercaptoethylamine-HCI). Then the supernatant was recovered by centrifugation
at 13,000 rpm at 4°C for 10 minutes, and cold acetone was added (1:5 ratio).
Finally, the histones were precipitated for 5 days at -20°C. The precipitate was

recovered by centrifugation at 13,000 rpm at 4°C for 10 minutes, dissolved in 25 uL
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of the sterile deionized water, and stored at -80°C until use.

For western blot analysis, the histones were separated in a 15% SDS-PAGE gel
and transferred to a PVDF membrane by semi-dry transfer, as reported (Salgado-
Lora M. G., et al, 2020). The membranes were blocked with 5% non-fat dry milk in
cold PBS at 4°C overnight. Subsequently, the membranes were washed three
times with cold TBS and then incubated with the primary antibodies: anti- H3ac
(1:1,000), anti-H3K9ac (1:1,000), anti-H3K9me2 (1:1,000), and anti-H3 (1:3,000),
at 4°C overnight. Then, primary antibodies were removed and stored at 4°C. The
membranes were washed three times with cold TBS, and incubated 2 h at 4°C with
the horseradish peroxidase-coupled anti-lgG secondary antibody (1:3,000). Then,
the secondary antibody was removed and stored at -20°C, and the membranes
were washed three times with cold TBS. Finally, 200 uL of ECL substrate was
added to membranes and exposed to an X-ray plate. The plate was manually
developed in the dark. The intensity of the signals was quantified by densitometry
with the ImageJ software. 3.5 mM sodium butyrate was used as a positive control
for H3K9ac induction and negative control for H3K9me2 induction (supplementary
figure S4). Data were normalized based on the H3 signal and presented as the
relative expression level concerning untreated cells.

2.11 HDACs activity

Bovine macrophages (~1x106 cells) cultured in 6-well plates were treated with the
hormones (6 and 12 h) and then challenged or not with S. aureus (MOI 10:1).
Then, cells were washed two times with PBS (pH 7.4) and detached with PBS-TE
(PBS,10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) on ice. Immediately,
preparation of the samples for the fluorometric assay was performed according to
the manufacturer's instructions of the Histone Deacetylase (HDAC Activity Assay
Kit Fluorometric Kit (abcam, ab15604, Cambridge, UK). The changes in
fluorescence intensity were monitored for 1 h in a Varioskan spectrophotometer
(Thermo Scientific).

2.12 Statistics analysis

The data were obtained from at least three independent experiments (n=3), except

for secretion cytokine assay, miRNAs expression, and HDACs activity assays,
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where data were obtained from two independent experiments (n=2). Data were
analyzed in PRISM 8.0 software by performing a two-way analysis of variance
(two-way ANOVA) using the post hoc Tukey test. The results are reported as the
mean =* the standard error (SE) with a significance level of p<0.5.

3. Results

3.1 Multiplicity of infection (MOI) determination

The multiplicity of infection (MOI) is a concept frequently used in infectious disease
research and is defined as the ratio of infectious agents (e.g., phages, viruses,
bacteria, protozoans) to infect a target (e.g., a cell) (Scheiner K. A., et al, 2022).
Thus, the optimum MOI and the interaction time for evaluating any molecule's
immunomodulatory properties should be determined. The results showed that the
most suitable MOI was 10:1 (bacteria: cell) and 2 h of interaction because the
CFUs recovered were higher (~4 CFUs/macrophage), and cell viability was ~83%
(Figure 1 and S2). We selected the MOI of 10:1 and 2 h of interaction for
evaluating the immunomodulatory effects of bPRL and E2 on bovine macrophages
challenged with S. aureus.

3.2 Pro-inflammatory genes expression and nitric oxide production are
differently regulated by prolactin and 17B-estradiol in bovine macrophages
challenged with S. aureus

To analyze if the hormones modulate the expression of elements of the IIR in
bovine macrophages, we evaluate the expression of pro-inflammatory and anti-
inflammatory cytokines and antimicrobial peptide genes by RT-gPCR. Data
showed that bPRL, but not E2, significantly induced the of TNF« and IL-6 (3.8, and
6.5-fold, respectively) (Figure 2A, B). A similar effect was observed in cells infected
with S. aureus; however, this effect was reverted by bPRL (Figure 2A, B). Notably,
E2 attenuated the pro-inflammatory effect of bPRL in bovine macrophages
because the expression of TNF« and IL-6 was significantly reduced (2.2, and 3.1-
fold, respectively) when both hormones were present (Figura 2A, B). Also, in
macrophages treated with bPRL or hormonal mix and then challenged with S.

aureus, these cytokines' expression levels were reduced dramatically (Figure 2A,
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B). A contrary effect was observed for the IL-14 expression, E2, but no bPRL
significantly induced the expression of IL-14(5.1-fold) (Figure 2C); a similar effect
was observed in cells treated with E2 and then challenged with the bacteria (4.6-
fold). Also, changes in the level expression were not observed in bovine
macrophages treated or not with bPRL or hormonal mix and then challenged with
S. aureus (Figure 2C). Importantly, the secretion of cytokines coincides with the
gene expression of these cytokines when the cytokine secretion was evaluated
(Figure 2D-F). Additionally, bPRL and S. aureus, but no E2, induced nitrite
production significantly (4.1 and 6.2 uM, respectively) in bovine macrophages
(Figure 3A). Also, E2 attenuated the effect of bPRL in macrophages treated with
both hormones reducing the level of nitrite production (2.3 uM), but not when it was
previously treated with the hormones or hormonal mix and challenged with S
aureus (Figure 3A). Finally, we showed that bPRL and E2 significantly induced the
expression of IL-8 (3.0 and 3.7-fold, respectively) (Figure 3B). The hormonal
combination strongly induced the IL-8 expression (6.1-fold). Moreover, in
macrophages treated or not with the hormones and then challenged with S.
aureus, the level expression of IL-8 was strongly induced (Figure 3B). A similar
result for this cytokine was observed when the secretion was evaluated (Figure
30).

3.3 Anti-inflammatory and antimicrobial genes are differently regulated by
prolactin and 17B-estradiol in bovine macrophages challenged with S. aureus
Recently it was reported the immunoprotective role of E2 in murine macrophages
against S. aureus (Souza, C. L. S. E. et al, 2021). In this sense, we evaluated the
anti-inflammatory and antimicrobial gene expression in macrophages challenged
with S. aureus. We showed that E2 and S. aureus, but not bPRL, significantly
induced the expression of IL-10 (3.9 and 5.8-fold, respectively) (Figure 4A).
Notably, when the cells were previously treated with E2 and then challenged with
the bacteria, the expression level was dramatically reduced (0.6-fold) (Figure 4A).
Further, when macrophages were treated with the hormonal mix, the expression
level of IL-10 was maintained at similar levels (4.4-fold) observed in cells only

treated with E2, but in the presence of bacteria, the level expression of this
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cytokine was dramatically reduced (0.8-fold) (Figure 4A). Similar data were
observed when IL-10 secretion was evaluated (Figure 4B). Also, E2 and S. aureus
significantly induced the expression of the antimicrobial peptide BNBD10 (5.5 and
2.7-fold, respectively) (Figure 4C). Further, cells previously treated with E2 and
then challenged with S. aureus showed a more accentuated expression of
BNBD10 (8.1-fold) (Figure 4C). Notably, the effects observed with E2 were
downregulated by bPRL due to macrophages pre-treated with the hormonal mix,
and then challenged or not with S. aureus showed a level expression of BND10
reduced (2.6, and 3,7-fold respectively), which was similar to macrophages
challenged with S. aureus (Figure 4C). Moreover, E2 significantly induced the
S100A7 expression in macrophages (2.3-fold) (Figure 4D). Besides, we observed
a similar tendency for the BNBD10 gene for all conditions evaluated; there were
any significant changes (Figure 4D). Notably, the effects exerted by the hormones
on elements of IIR expression in bovine macrophages were not TLR2-dependent
(Figure S3). All findings suggest that E2 and bPRL regulate elements of the IIR of
macrophages through a via independent of TLR2.

3.4 miRNAs expression in bovine macrophages is regulated by prolactin and
17B-estradiol during the S. aureus challenge

mMiRNAs are small non-codificant RNAs involved in regulating several cellular
functions; their role in regulating immune response is critical during bacterial
infection (Das K., et al, 2016). In this study, we evaluated miRNAs involved in the
regulation of the IIR by gPCR in bovine macrophages treated with bPRL and E2
and challenged with S. aureus. The results showed that miR-155 expression, a
master regulator of the inflammatory response, was up-regulated for bPRL and S.
aureus (7.2, and 5.8-fold, respectively) (Figure 5A). However, when bPRL was
previously added to the cells and then challenged with the bacteria, there was a
significant decrease in the expression level of miR-155 (3-fold) (Figure 5A).
Moreover, E2 seems to be not significantly regulating miR-155 expression, but
when was added together with and then challenged or not with S. aureus, a
decreased expression of miR-155 (2.8, and 1.3-fold, respectively) was observed

(Figure 5A). Besides, the results showed that E2 up-regulated the expression of
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miR- 451, miR-146a, and miR-21(3.6, 4.4, and 7.2-fold, respectively) in bovine
macrophages (Figure 5B, C, D). Notably, when the cells were only challenged with
S. aureus, an up-regulation was observed for these miRNAs was observed (2.3,
2.9. and 2.7-fold, respectively) (Figure 5B, C, D). bPRL seems negatively regulate
the effects of E2; when macrophages were pre-treated with the hormonal mix, the
level expression of miR-451, miR-146a, and miR-21a significantly decreased (2.9,
2.1, and 1.8-fold, respectively) (Figure 5B, C, D). A similar effect was observed for
miR-451 in cells pre-treated with the hormonal mix and then challenged with
bacteria (Figure 5B). Notably, contrary effects for miR-146a and miR-21a were
observed under the same conditions. The hormonal mix favored the up-regulation
of miR-146a and miR-21a after the challenge with the bacteria (4.9, and 4.8-fold,
respectively) (Figure 5C, D). Moreover, we evaluated the miR-23a and miR-30b
expression. The results showed that E2, but not bPRL, increased the expression of
miR-23a (3.6-fold), but when were challenged with S. aureus (post-hormonal
treatment), the level expression was dramatically increased (7.9-fold) (Figure 5E).
The expression level of miR-23a was dramatically dejected when the macrophages
were treated with the hormonal mix and challenged or not with S. aureus (Figure
5E). On the other hand, E2 and bPRL up-regulated the expression of miR-30b (2.3,
and 3-fold, respectively), a similar effect was observed in cells previously treated
with bPRL and the challenged with S. aureus (3-fold) (Figure 5F). Further, the
hormonal mix in macrophages challenged or not with S. aureus dramatically
reduced the level expression of miR-30b (Figure 5F). Interestingly, E2, bPRL, and
hormonal mix up-regulated the expression of Let-7a-5p (6.0, 9.1, and
4.3-fold-respectively), but the expression level of this miRNA was dejected when
cells were challenged with S. aureus (Figure 5G). Finally, miR-7863 was up-
regulated in macrophages challenged with S. aureus (2.1-fold) (Figure 5H).
Interestingly, the hormones discouraged the expression of this miRNA in cells
challenged or not with S. aureus (Figure 5H). All findings suggest that E2 and
bPRL differentially regulate the miRNAs expression in bovine macrophages, and
probably S. aureus takes advantage to manipulate the host immune response.

3.5 Global acetylation on the Histone H3 is regulated by bovine prolactin and
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17B-estradiol in bovine macrophages challenged with S. aureus

Previously our workgroup demonstrated an important role of bPRL and E2 in the
regulation of elements IIR expression through epigenetics mechanisms in an in
vitro model of subclinical bovine mastitis (Salgado-Lora M. G., et al, 2020; Barajas-
Mendiola M.A., et al, 2022). In this sense, macrophages are an important niche of
S. aureus too (Pidwill G. R., et al, 2021), and stress hormones such as E2 and
bPRL importantly regulated the functions of these cells (Alhussien, M. N., & Dang,
A. K., 2020; Renna M. S., et al, 2019), but if epigenetic mechanisms are related to
the regulation of the IR in bovine macrophages challenged with S. aureus remains
not elucidated. The results showed that acetylation global of histone H3 was
significantly up-regulated in bovine macrophages treated (12 h) with E2, bPRL, and
hormonal mix (1.20,1.26, and 1.38-fold, respectively) (Figure 6A). A similar result
was observed in cells challenged with S. aureus (1.14-fold) (Figure 6A). Notably, in
cells pre-treated with hormones (E2 or bPRL) separately or with hormonal mix and
challenged with S. aureus, the level of acetylation global of histone H3 significantly
increased concerning cells not challenged (1.26, 1.35, and 1.38-fold, respectively)
(Figure 6A). However, in macrophages treated for 24 h with hormones, the level of
acetylation global of histone H3 was not modified, even when the pre-treated cells
were challenged with S. aureus, although a significant decrease was observed only
in cells previously treated with the hormonal mix and then challenged with the
bacteria (0.8-fold) (Figure 7A).

To determine if hormones regulate specific residues on H3, the H3K9ac and
H3K9me2 marks were analyzed. The results showed that the treatment (12 h) of
E2, bPRL, and hormonal mix significantly up-regulated the H3K9ac mark in
macrophages (1.17, 1.51, and 1.27-fold, respectively) (Figure 6B). Similarly, in
cells challenged with S. aureus an up-regulated expression of the H3K9ac mark
(1.20-fold) was observed (Figure 6B). Interestingly, in macrophages treated (12 h)
with bPRL or with the hormonal mix but not E2, and challenged with

S. aureus, the H3K9ac was significantly decreased at basal levels (Figure 6B).
Further, in macrophages treated for 24 h with hormones and challenged or not with

the bacteria, there were no changes in the expression of the H3K9ac mark (Figure
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7B). Notably, in cells pre-treated (24 h) with the hormonal mix and challenged with
S. aureus, a significant decreased (0.59-fold) of the H3K9ac mark was observed
(Figure 7B). Concerning to H3K9me2 mark, hormonal (separated or mixed)
treatment (12 h) did not modify the expression of this epigenetic mark, but in cells
challenged with S. aureus, an increase of the H3K9me2 mark was observed (1.18-
fold) (Figure 6C). Notably, there were no changes in H3K9me2 at 24 h of
evaluation (Figure 7C). These findings suggest that E2 and bPRL regulate the
H3K9ac and H3K9me2 marks in bovine macrophages are probably involved in
regulating IIR elements during the S. aureus challenge.

3.6 Activity HDACs are regulated in bovine macrophages treated with bovine
prolactin and 17B-estradiol and challenged with S. aureus

To explore if bPRL and E2 could be involved in the modulation of H3K9ac through
regulating HDACs, the activity of HDACs (class I) was evaluated. The HDACs
activity was assessed at 6 and 12 h, considering the effects of these hormones on
the H3K9ac mark (Figure 6B). Results showed that the treatment (6 h) of E2,
bPRL, and hormonal mix in bovine macrophages induced a moderate and
significant activity of HDCAs (1.17, 2.02, and 2.04-fold, respectively) (Figure 7A). A
similar effect was observed in macrophages challenged with S. aureus (4.28-fold)
(Figure 8A). Notably, in cells previously treated (12 h) with the hormones (bPRL,
E2, and hormonal mix) and then challenged with S. aureus, the activity of HDACs
was increased (2.86, 3.44, and 3.65-fold, respectively) (Figure 8A). Similar results
were observed when macrophages were treated for 24 h with the hormones and

challenged or not with S. aureus (Figure 8B).

4. Discussion

Subclinical mastitis is an inflammatory disease of the mammary gland in dairy
cattle and is caused mainly by the Gram-positive bacteria Staphylococcus aureus
(Thompson-Crispi, K, et al, 2014; Ruegg, P. L., 2017; Gunther, J. et al, 2017;
Dego, O. K., 2020). Abrupt changes in the concentration of reproductive hormones
such as PRL and E2 induce an imbalance of the innate immune response of the

mammary gland (Lamote, I., et al, 2006; Lacasse, P., et al, 2019; Alhussien,
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M. N., & Dang, A. K., 2020). Among the components of the innate immune
response of the mammary gland, macrophages are key in eliminating invading
pathogens (Pluddemann, A., Mukhopadhyay, S., & Gordon, S., 2011). Further, the
presence of macrophages in the mammary gland secretions is related to the health
of this tissue (Alhussien, M., et al, 2015; Renna, M. S., et al, 2019). Alhussien et al
(2015) reported that the amount and the phagocytic activity of macrophages are
decreased in cows cursing with mastitis, showing a more dramatic effect in
subclinical mastitis cases. (Alhussien, M., et al, 2015). Moreover, activating these
cells require the timely regulation of gene expression through the interaction of the
transcription factors and epigenetic modifications to regulate the different functions
of macrophages (Amit, I., et al, 2016; Chen, S., et al, 2020). This highlights the
relevance of epigenetics mechanisms as regulators of the activity of the
macrophages during bacterial infection (Zhang, Q., & Cao, X., 2019). This work
aimed to characterize the innate immune response induced by bPRL and E2 and
identified the epigenetic mechanisms involved in this response in bovine
macrophages challenged with S. aureus. Firstly, we determined the multiplicity of
infection (MOI) in bovine macrophages challenged with S. aureus.

Our results showed optimal MOI of 10:1 (bacteria: cell) and an interaction time of 2
h (Figure 1A). Further, the ratio CFU/macrophage was ~4 bacteria per cell (Figure
1B), and these conditions do not have consequences on the viability of cells
(Figure 1C and S2). This agrees with Bettencourt et al (2017), who reported the
same MOI in the macrophage's cellular lines J774 (mice), THP-1 (human), and
human monocyte-derivate macrophages during the Mycobacterium tuberculosis
infection. All these indicate that an MOI 10:1 and an interaction time of 2 h is
appropriate to analyze the immune response induced by the hormones.

In this sense, we explored the innate immune response induced by E2 and bPRL
in bovine macrophages during the S. aureus challenge. We showed that bPRL and
S. aureus induces the expression (Figure 2A, B) and secretion (Figure 2E, F) of the
pro-inflammatory cytokines TNFa and IL-6; this is consistent with the reports that
showed an up-regulation of the pro-inflammatory response in alveolar

macrophages challenged with S. aureus (Brann, K. R., et al, 2019), and the up-
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regulation of the pro-inflammatory cytokines induced by PRL (Sodhi, A., & Tripathi,
A., 2008; Suarez, A. L. P., et al, 2015). Notably, E2 substantially decreased the
expression (Figure 2A, B) and secretion (Figure 2E, F) of the TNFa and IL-6, and
the same effect was reproduced in macrophages treated with the hormonal mix,
even in the presence of S. aureus (Figure 2A, B, E, F). This, suggest that E2 down-
regulated the pro-inflammatory response induced by bPRL. Similar results were
observed in macrophages from ovariectomized mice challenged with S. aureus,
where the pro-inflammatory response was inhibited when E2 was added (Souza,
C.L.S. E., etal, 2021). Interestingly, we showed that E2 and the hormonal mix,
but no bPRL, induce the expression and production of IL-1p (Figure 1C, G). This
agrees with Martinez-Neri, et al (2015), who observed in THP-1 macrophages that
PRL does not induce the expression and secretion of this cytokine (Martinez-Neri,
P. A., et al, 2015). Importantly, S. aureus does not induce the expression and
secretion of IL-p (Figure 1C, G), a similar result was observed in alveolar
macrophages infected with S. aureus (Brann, K. R., et al 2019). A possible
explication for this effect could be that the Staphylococcal Panton-Valentaine
Leucocidin (PVL), an important trigger of the expression of IL-1f (Younis, A., et al,
2005), was down-regulated with the treatment here used. Further research is
necessary to abording this issue for the implications of inflammasome activation on
bacterial clearance (Broz, P., 2019). Although IL-1f is produced by macrophages
infected with S. aureus pretreated with E2, the presence of the bPRL down-
regulated this response, suggesting that E2 down-regulated the pro-inflammatory
response induced by bPRL. Furthermore, nitric oxide (NO) is produced by INOS in
macrophages and is critical for bacterial elimination (Lee, M., et, al, 2019). Here,
we reported that pro-inflammatory stimuli such as bPRL and S. aureus induce NO
production in macrophages (Figure 3A). This is in agreement with the previous
reports, which demonstrated that PRL-induced NO production in peritoneal
macrophages (Tripathi, A., & Sodhi, A. 2007); and components of the cell wall of S.
aureus increase the NO production in the murine line cell RAW264.7 (Kim, N. J., et
al, 2015). Interestingly, the hormonal mix reduced the NO production in

macrophages but favored this production when S. aureus was present (Figure 3A).
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This is consistent whit the ability of S. aureus to resist nitrosative stress through the
activity of lactate dehydrogenase (LDH), which is induced by NO and correlates
with the intracellular replication of the bacteria (Richardson, A. R., Libby, S. J., &
Fang, F. C., 2008). Further, it has been described that NO inhibits the production of
pro-inflammatory cytokines such as IL-6, IL-1B, INFy, and TNFa in leucocytes
(Hagman, S., et al, 2019), an effect mediated by nitrosylation of the transcription
factors JAK/STAT and NF-xB (Sha, Y., & Marshall, H. E., 2012). This probably
could explain how S. aureus takes advantage of the immune machinery of
macrophages to down-regulate the pro-inflammatory response and how the
hormones contribute to this effect. However, intensive research is necessary to
respond to this issue. Besides, we showed that both hormones and S. aureus up-
regulated the expression and secretion of IL-8 (Figure 3B, C). This is consistent
with the fact that IL-8 is an important chemokine involved in the migration of
leucocytes during bacterial infection (Meniailo, M. E., et al, 2018). Additionally, S.
aureus induces the expression and secretion of IL-10 (Figure 4A, B). Similar
results were observed in human and mice monocytes-derivate macrophages
infected with S. aureus (Heim, C. E., et al, 2020). Interestingly, in the same study
the up-regulation of IL-10 was associated with bacterial LDH activity (Heim, C. E.,
et al, 2020), which is associated with the nitrosative stress resistance of S. aureus
(Richardson, A. R., Libby, S. J., & Fang, F. C., 2008), which correlates with the
increase of the NO production in our work (Figure 3A). Future investigation is
necessary to elucidate this issue. However, E2 and the hormonal mix reduced the
expression of IL-10 in macrophages-challenged S. aureus (Figure 3A); which
disagrees with the studies by Heim et al (2020). A possible explanation could be
that E2 interferes with the activity of bacterial LDH, diminishing the expression of
the IL-10; however, further research is necessary to answer this issue. Importantly,
all effects of the bPRL and E2 on the regulation of the expression of the elements
IIR are not dependent on the signaling of TLR2 (Figure S3), probably these effects
are closed related to JAK/STAT and MAPKSs signaling pathway (Medina- Estrada
l., et al, 2018; Khan, M. Z., et al, 2020). Antimicrobial peptides, such as

cathelicidins and B-defensins, are part of the arsenal of antimicrobial of the
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leucocytes, and an increased gene expression of B-defensins in infected udder
confirms their crucial role in defense of the mammary gland of cows during mastitis
(Kosciuczuk, E. M., et al, 2014). In this work, we showed that E2 induced the
expression of BNBD10 in macrophages challenged or not with S. aureus; however,
bPRL reduced the expression of this peptide (Figure 4C). Similarly, the up-
regulation expression of this defensin was observed in bovine monocytes and
neutrophils stimulated with vitamin D. In contrast, in the presence of LPS, the
expression of BNBD10 was down-regulated (Merriman, K. E., et al, 2015). The
expression of S100A7 in the alveolus is considered a critical component of the
innate immune system and plays an important role in the host mammary gland
defense system (Kumar, R., et al, 2020). In this work, S100A7 was only expressed
in macrophages stimulated with E2, while S. aureus did not induce the expression
of this peptide (Figure 4D). This indicates that SI00A7 does not play an essential
role in defense of the mammary gland during mastitis caused by S. aureus, and
this agrees with the report that describes an up-regulated expression of S100A7 in
mammary gland infected with E. coli (Regenhard, P., et al, 2009).

Epigenetics mechanisms are important regulators of the activity of the
macrophages during bacterial infection (Zhang, Q., & Cao, X., 2019). miRNAs are
small non-codificant RNAs (18-24 nt) involved in almost all known cellular
processes, including the innate immune system through modulation of gene
expression (Xiao, C., & Rajewsky, K., 2009; Bayraktar, R., et al, 2019). In this
work, we showed that miR-155, miR-451, miR-146a, and miR-21a (Figure 5A-D)
are up-regulated in macrophages challenged with S. aureus, this is consistent with
the fact that these miRNAs are involved in the up-regulation of the pro-
inflammatory genes such as IL-6, TNFa e IL-1p, interacting with elements
downstream of TLR signaling; moreover, overexpression of miR-155, miR-451,
miR- 146a, and miR-21a has been observed in intracellular bacterial infections
(Das, K., Garnica, O., & Dhandayuthapani, S., 2016B; Bayraktar, R., et al, 2019).
Interestingly, in our study the overexpression of miR-155, miR-451, miR-146a, and
miR-21a coincided with the up-regulation or the expression (Figure 2A, B) and

secretion (Figure D, E) of IL-6 and TNFa suggest that these miRNAs regulate the
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expression of pro-inflammatory cytokines in bovine macrophages during the S.
aureus challenge. Notably, the hormones induce the expression of miRNAs in
macrophages differentially, while bPRL induces the expression of miR-155 (Figure
5A), E2 induces the expression of miR-451, 146a, and miR-21a (Figure 5B, C, D).
However, the hormonal mix down-regulates this miRNA's expression, which is
consistent with the anti-inflammatory effects of E2 (Medina-Estrada, 1., et al, 2018).
Interestingly, we report that in macrophages stimulated with the hormonal mix and
challenged with S. aureus, miR-155 was down-regulated (Figure 5A), while miR-
146a was up-regulated. Similar result was observed by Schulte et al, (2013) in
murine macrophages infected with LPS; both miR-155 and miR-146a were co-
expressed, and this induced the downregulation of the pro-inflammatory response
of miR-155 (Schulte, L. N., et al 2013). This correlates with our results, where the
pro-inflammatory cytokines IL-6, TNFa, and IL-13 were down-regulated (Figure
2A). In addition, it has been reported a differential role of miR-155 and miR-146a in
the modulation of NO production during bacterial infection. In this sense, miR-155
down-regulate the NO production in macrophages infected with Mycobacterium
(Qin, Y., et al, 2016), while miR-146 up- regulate the NO production in murine
macrophages with BCG (Li, M., et al, 2016). The up-regulation of NO production in
this work (Figure 3A) is consistent with the down and up-regulation expression of
miR-155 and miR-146a, respectively (Figure 5A and C). Also, we reported that
miR-451 is down-regulated in macrophages stimulated with the hormonal mix and
challenged with S. aureus. A contrary effect was reported by Murata et al (2014);
they reported that overexpression of miR-146a inhibits the chemotaxis via p38
MAPK in an in vitro and in vivo mice model of rheumatoid arthritis (Murata, K., et al
2014). But this suggests that the down-regulated miR-146a expression correlates
with the expression and secretion of IL-8 (Figure 3B, C). This could be important
for the expression of chemokines involved in the chemotaxis, considering that
subclinical mastitis is a chronic inflammatory disease characterized by an
increment in somatic cells count, particularly neutrophils (Alhussien, M., et al,
2015). Overexpression of miR-21a is involved in the inhibition of the pro-

inflammatory response (Tao, L., et al, 2019), which this is not agree with our
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results. The down-regulation of pro-inflammatory cytokines (Figure 2) does not
coincide with the expression of miR-21a (Figure 5D). However, in monocytes
infected with Mycobacterium leprae, miR-21a inhibits the expression of vitamin D-
dependent antimicrobial peptides, suggesting that these bacteria evade the
antimicrobial response (Liu, P. T., et al, 2012). This agrees with our findings; the
down-regulation of miR-21a (Figure 5D) coincides with the down-regulation of the
expression of the antimicrobial peptides BNBD10 and S100A7 (Figure 4C, D).
Moreover, bPRL inhibits the effect of E2 and contributes to this effect (Figure 4C,
D). This suggested that miR-21a down-regulated the E2-dependent antimicrobial
peptide expression. Additionally, we showed that E2 induces the expression of
miR-23a preferentially, while bPRL induces the expression of miR-30b in bovine
macrophages, even during the S. aureus challenge (Figure E, F).We do not found
reports of these miRNAs involved in the inflammatory response. However, it has
been reported that miR-23a and miR-30b are involved in the phagolysosomal
maturation during Mycobacterium tuberculosis and Burkholderia pseudomalle
infection, respectively (Vegh, P., et al, 2015; Hu, Z. Q., et al, 2019). These reports
highlights that the down-regulation of these miRNAs induces the inhibition of the
phagolysosome maturation in macrophages, which is related to bacterial
persistence (Vegh, P., et al, 2015; Hu, Z. Q., et al, 2019). Despite that the hormone
separately up-regulated the expression of miR-23a and miR-30b, even in the
presence of S. aureus; interestingly, the hormonal mix down-regulate the
expression of these miRNAs, similarly to macrophages infected with S. aureus
(Figure E, F). This suggests that hormonal mix contributes to the inhibition of
phagolysosome maturation during bacterial infection in bovine macrophages.
Further research is necessary to answer this issue. Moreover, Let-7a-5p is
involved in down-regulating pro-inflammatory cytokines such as IL-6, TNFa , and
IL-1p via TLR signaling (Zhou, X., et al, 2018). Although the hormones promote the
up-regulation of Let-7a-5p, does not coincide with the expression and secretion of
pro-inflammatory cytokines reported here (Figure 2A-C). Possibly because the
bPRL and E2 effects are not throughout TLR signaling (Figure S3). Notably, S.

aureus, even in the presence of the hormones, down-regulated the expression of
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Let-7a-5p. This agrees with the report by Magrys (2020) who demonstrated that
Let-7a was down-regulated in THP-1 macrophages infected with a small colony
variant (SCV) of Staphylococcus epidermidis balancing the pro-inflammatory
response to anti-inflammatory response (Magrys, A., & Bogut, A., 2021). However,
SCV of S. aureus was not confirmed in our study, hence future research to
corroborate this must be done. Interestingly, the expression of miR-7863 was up-
regulated only by S. aureus in bovine macrophages (Figure 5H), consistent with
the report by Luoreng et al (2018), proposing this miRNA as a biomarker of both
clinical and subclinical mastitis (Luoreng, Z. M. et al, 2018). Moreover, the
hormones supreme the effects of the bacteria (Figure 5H), so it could be interesting
to investigate the target of this miRNA and the molecular mechanism involved in
the immune response during bacterial infection.

Finally, we attempt to correlate the effects of the hormones on elements of the IIR
with the modifications on the histone H3 in bovine macrophages during the S.
aureus challenge. We carry out the epigenetic analysis for different interaction
times (6, 12, and 24 h) of stimulation of the hormones because the epigenetic
effects on the chromatin can achieved in short periods (Modak, R., et al, 2014).
We showed that after 12 h of treatment, bPRL and E2 expression induce global
acetylation of histone H3 in bovine macrophages (Figure 6A). Furthermore, this
mark was maintained in the presence of S. aureus (Figure 6A). Notably, at 24 h of
hormonal treatment, the global H3 acetylation decreased by ~30% in macrophages
challenged with S. aureus (Figure 7A). Similar effects were observed in human
macrophages derived from peripheral blood monocytes infected with M.
tuberculosis (Chandran, A., et al, 2015), and in mouse macrophages infected with
Leishmania amazonensis (Lecoeur, H., et al, 2020). Additionally, we analyzed
post-translational modifications on histone H3K9, such as acetylation and
dimethylation. Our results indicate that at 12 h of hormonal treatment, the H3K9ac
mark (involved in the expression of genes) was induced, and maintained in the
presence of S. aureus (Figure 6B). However, the H3K9ac mark decreased ~15% in
macrophages pretreated with the hormonal mix and challenged with S. aureus

(Figure 6B). Notably, at 24 h of hormonal treatment the H3K9ac mark decreased
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by ~50% (Figure 7B) in the same conditions. A similar effect was reported in CEMB
treated with bPRL and E2 and challenged with S. aureus (Salgado-Lora., M. G., et
al, 2020). This indicates that the changes observed depend on the time of the
interaction between cells and hormones. Importantly, these results coincide with
the increase in the activity of HDACs, enzymes involved with removing acetyl
groups from histones, in macrophages treated (6 h) with the hormonal mix and
challenged with S. aureus (Figure 8A). Moreover, this effect was maintained at 12
h of the hormonal treatment in the same conditions (Figure 8B). Concerning the
H3K9me2 mark (involved in the repression of genes), only macrophages
challenged with S. aureus showed an increment (Figure 6C), while no change was
observed with hormonal treatment in the different testing times (Figure 6C and 7C).
Probably, this could be associated with the moderate pro-inflammatory response
induced by the hormones via attenuating the activity of G9, a histone methyl
transferase that catalyzes the methylation of histone 3 lysine 9 (H3K9a), which was
reported to play an important role in alveolar macrophages infected with
Streptococcus pneumonia (Li, y., et al, 2022). However, if this is occurring in our
study model requires further research. This indicates that the epigenetic H3K9ac
and H3K9e2 marks participate importantly in the regulation of the RII elements;
however, this should be corroborated by evaluating the enrichment of this mark in
the promoter region of these genes by chromatin immunoprecipitation assay.
Importantly, the epigenetic mechanisms, in addition to regulating the IIR gene
expression in macrophages during bacterial infections (Chen et al, 2020), they are
also involved in the essential functions of these cells such as phagocytosis
(Mombelli et al, 2011; Gierlikowski & Gierlokowska, 2022). For example, the miR-
155 overexpression induced y Pseudomonas aeruginosa, suppress phagocytosis
in bone marrow-human-derived macrophages, and murine macrophages
RAW264.7 (Yang et al, 2014). Moreover, Mombelli et al (2011) reported that
HDACSs inhibitors (HDACI) reduced the phagocytic capacity of murine
macrophages during E. coliand S. aureus infection, through downregulation of the
phagocytic receptor Msrl, suggesting that the effect is due to a hyperacetylation of

histone H3 (Mombelli et al, 2011). Future research is necessary to correlate the
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epigenetic mechanism induced by PRL and E2 in bovine macrophages during S.
aureus challenge and the phagocytic capacity, because during intramammary
infections such as subclinical mastitis caused by S. aureus, the phagocytic
capacity of the bovine macrophages is reduced (Alhusien et al, 2015).

All these findings indicate that the neuroendocrine system critically regulates the
activity and response of macrophages through the cross-talk between
neurotransmitters, cytokines, and hormones involving epigenetic mechanisms, and
could explain how S. aureus survive in macrophages and how the hormones
contribute to this. Moreover, this work describes, for the first time, that bPRL and

E2 could be modulators in bovine macrophages during the S. aureus challenge.

5. Conclusion

These results indicate that bPRL and E2 modulate the innate immune response in
bovine macrophages challenged with S. aureus, decreasing the pro-inflammatory
response. All these effects could be related to regulating the modifications of H3
histone, such as H3K9ac and H3K9me2, and by regulating miRNA expression. To
our knowledge, this is the first report that describes the effect of the bPRL and E2

on lIR and epigenetic regulation in bovine macrophages during S. aureus infection.
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Figure captions

Figure 1. Multiplicity of infection (MOI) determination in bovine macrophages

challenged with S. aureus. Bovine macrophages (~2.5x105 cells) cultured in 24-
well plates were challenged with S. aureus at different MOI (1:1, and 10:1) and

different interaction times (0.5, 1, and 2 h). Gentamicin protection assay was
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performed and then CFUs recovered A), CFUs/macrophage ratio B), and viability
of infected macrophages C) were determined. Bars represent the media + standard
error (SE) from three independent experiments (n=3). Different letters indicate
significant changes (Two- way ANOVA and post hoc Tukey, p<0.5).

Figure 2. Prolactin and 17B-estradiol regulates the expression of the pro-

inflammatory cytokines in bovine macrophages challenged with S. aureus.

Bovine macrophages (~2.5x105 cells) cultured in a 6-well plate were incubated (24
h) or not with prolactin (bPRL, 5 ng/mL) and/or 17B-estradiol (E2, 50 pg/mL) and
then challenged (2 h) or not with S. aureus (MOI 10:1). mRNA expression of TNF-a
A), IL-6 B), and IL-14 C) was analyzed by RT-gPCR. The GAPDH gene was used
as an internal control of expression for all conditions. Data were normalized
concerning untreated cell's condition (IM: incomplete medium). Bars represent the
media standard + error (SE) from three independent experiments (n=3). To analyze
the cytokine secretion of TNF-a D), IL-6 E), and IL-1B E), supernatants were
collected and analyzed by flow cytometry. Bars represent the media + standard
error (SE) from two independent experiments (n=2). Different letters indicate
significant changes (Two-way ANOVA, post hoc Tukey, p<0.5). IM= incomplete
medium (untreated cells); PRL= macrophages treated with bPRL; E2=
macrophages treated with 17p-estradiol; PRL + E2= macrophages treated with the
hormonal mix.

Figure 3. Prolactin and 17B-estradiol regulates de nitric oxide production and

the chemokine IL-8 expression in bovine macrophages challenged with S.

aureus. Bovine macrophages (~2.5x105 cells) cultured in a 24-well plate were
incubated (24 h) or not with prolactin (bPRL, 5 ng/mL) and/or 17B-estradiol (E2, 50
pg/mL) and then challenged (2 h) or not with S. aureus (MOI 10:1). A) Nitric oxide
was analyzed by Griess assay. Data were normalized concerning untreated cell's
condition (IM= incomplete medium). Bars represent the media + standard error
(SE) from three independent experiments (n=3). B) mMRNA expression of IL-8 was
analyzed by RT-gPCR. The GAPDH gene was used as an internal control of

expression for all conditions. Data were normalized concerning untreated cell's
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condition (IM= incomplete medium). Bars represent the media + standard error
(SE) from three independent experiments (n=3). C) The cytokine secretion of IL-8
was analyzed by flow cytometry. Bars represent the media * standard error (SE)
from two independent experiments (n=2). Different letters indicate significant
changes (Two-way ANOVA, post hoc Tukey, p<0.5). IM= incomplete medium
(untreated cells); PRL= macrophages treated with bPRL; E2= macrophages
treated with 17p- estradiol; PRL + E2= macrophages treated with the hormonal
mix.

Figure 4. Prolactin and 17B-estradiol regulates changes in the anti-

inflammatory cytokines and antimicrobial peptide expression in bovine

macrophages challenged with S. aureus. Bovine macrophages (~2.5x105 cells)
cultured in a 6-well plate were incubated (24 h) or not with prolactin (bPRL, 5
ng/mL) and/or 17B-estradiol (E2, 50 pg/mL) and then challenged or not with S.
aureus (MOI 10:1). mRNA expression of IL-8 A), BNBD10 C), and S100A7 D) was
analyzed by RT-gPCR. The GAPDH gene was used as an internal control of
expression for all conditions. Data were normalized concerning untreated cell's
condition (IM: incomplete medium). Bars represent the media + standard error (SE)
from three independent experiments (n=3). To analyze the cytokine secretion IL-8
B), supernatants were collected and analyzed by flow cytometry. Bars represent
the media * standard error (SE) from two independent experiments (n=2). Different
letters indicate significant changes (Two-way ANOVA, post hoc Tukey, p<0.5). IM=
incomplete medium (untreated cells); PRL= macrophages treated with bPRL; E2=
macrophages treated with 173-estradiol; PRL + E2= macrophages treated with the
hormonal mix.

Figure 5. miRNAs expression is regulated by prolactin and 17B-estradiol in

bovine macrophages challenged with S. aureus. Bovine macrophages (~5x105
cells) cultured in a 6-well plate were incubated (24 h) or not with prolactin (bPRL, 5
ng/mL) and/or 17B-estradiol (E2, 50 pg/mL) and then challenged (2 h) or not with
S. aureus (MOI 10:1). Expression of miR-155 A), miR-451 B), miR-146a C), miR-
21a D), miR-23a E), miR-30b F), Let-7a-5p G), and miR-7863 H) was analyzed by
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RT-gPCR. U6 miRNA was used as an internal control of expression. Data were
normalized concerning untreated cell's condition (IM= incomplete medium). Bars
represent the media + standard error (SE) from two independent experiments
(n=2). Different letters indicate significant changes (two-way ANOVA, post hoc
Tukey p<0.05). IM= incomplete medium (untreated cells); PRL= macrophages
treated with bPRL; E2= macrophages treated with 17p-estradiol; PRL + E2=
macrophages treated with the hormonal mix.

Figure 6. Regulation of the histone H3 marks by prolactin and 17B-estradiol

in bovine macrophages challenged with S. aureus. Bovine macrophages

(~1x106 cells) cultured in 6-well plates were incubated (12 h) with prolactin (bPRL,
5 ng/mL) and/or 17B-estradiol (E2, 50 pg/mL), and challenged (2 h) or not with S.
aureus (MOI 10:1). Densitometrical analysis of the immunoblots shows the relative
expression of global acetylation of histone H3 A), H3K9ac B), and H3K9me2 C).
Data were normalized concerning untreated cell's condition (IM= incomplete
medium). Bars represent the media + standard error (SE) from three independent
experiments (n=3). Different letters indicate significant changes (Two-way ANOVA,
post hoc Tukey, p<0.5). IM= incomplete medium (untreated cells); PRL=
macrophages treated with bPRL; E2= macrophages treated with 173-estradiol;
PRL + E2= macrophages treated with the hormonal mix.

Figure 7. Regulation of the histone H3 marks by prolactin and 17B-estradiol

in bovine macrophages challenged with S. aureus. Bovine macrophages

(~1x106 cells) cultured in 6-well plates were incubated (24 h) with prolactin (bPRL,
5 ng/mL) and/or 17B-estradiol (E2, 50 pg/mL), and challenged (2 h) or not with S.
aureus (MOI 10:1). Densitometrical analysis of the immunoblots shows the relative
expression of global acetylation of histone H3 A), H3K9ac B), and H3K9me2 C).
Data were normalized concerning untreated cell's condition (IM= incomplete
medium). Bars represent the media + standard error (SE) from three independent
experiments (n=3). Different letters indicate significant changes (Two-way ANOVA,
post hoc Tukey, p<0.5). IM= incomplete medium (untreated cells); PRL=

macrophages treated with bPRL; E2= macrophages treated with 173-estradiol;
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PRL+ E2= macrophages treated with the hormonal mix.
Figure 8. The activity of HDACS in bovine macrophages treated with

prolactin and 17B-estradiol during S. aureus challenge. Bovine macrophages

(~1x106 cells) cultured in 6-well plates were treated 6 h A) and 12 h B) with
prolactin (bPRL, 5 ng/mL) and/or 173-estradiol (E2, 50 pg/mL) and challenged (2
h) with S. aureus (MOI 10:1). Data were normalized concerning untreated cell’s
condition (IM= incomplete medium). Bars represent the media * standard error
(SE) from two independent experiments (n=2). Different letters indicate significant
changes (Two-way ANOVA, post hoc Tukey, p>0.5). A HeLa nuclear extract and
Trichostatin A were used as positive and negative (respectively) control of HDACs
activity C). IM= incomplete medium (untreated cells); PRL= macrophages treated
with bPRL; E2= macrophages treated with 17p-estradiol; PRL + E2= macrophages

treated with the hormonal mix.

Supplementary figure captions

Figure S1. Bovine monocyte-derived macrophages primary culture
establishment. A) Representative photomicrographs of bovine monocytes (day 0),
B-D) monocyte-macrophage transition, and E) differentiated bovine monocyte-
derived macrophages (day 28) are shown. RPMI-1649 medium plus sodium
pyruvate 1 mM and 20% fetal bovine serum were employed for macrophage
differentiation. Photomicrographs were taken using the magnification 20X. Scale
bar=20 mm.

Figure S2. Viability of macrophages challenged with S. aureus. Bovine
macrophages were cultured in a 24-well plate and then challenged (0.5, 1, and 2 h)
with S. aureus (MOI 10:1). Cells were recovered by detaching with PBS-TE
solution, and viability was analyzed by trypan blue exclusion assay. Bars represent
the media * standard error (SE) from two independent experiments (n=2).
Significance was analyzed by One-way ANOVA and post hoc Tukey (p<0.5).
Figure S3. Prolactin and 17B-estradiol does not induce changes in the TLR2
expression in bovine macrophages challenged with S. aureus. Bovine

macrophages cultured in a 6-well plate were incubated (24 h) or not with prolactin
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(bPRL, 5ng/mL) and/or 17B-estradiol (E2, 50 pg/mL), and the challenged (2 h) or
not with S. aureus (MOI). mMRNA expression of TLR2 was analyzed by RT-gPCR.
The GAPDH gene was used as an internal control of expression for all conditions.
Data were normalized concerning untreated cell's condition (IM: incomplete
medium). Bars represent the media + standard error (SE) from three independent
experiments (n=3). Different letters indicate significant changes (Two-way ANOVA,
post hoc Tukey, p<0.5). IM= incomplete medium (untreated cells); PRL=
macrophages treated with bPRL; E2= macrophages treated with 173-estradiol;
PRL + E2= macrophages treated with the hormonal mix.

Figure S4. Western blot controls of epigenetic modifications in bovine
macrophages. Global acetylation of histone H3 A), H3K9ac B), and H3K9me2 C)
from untreated bovine macrophages = Control; and treated with 3.5 mM sodium
butyrate (used as a positive control for acetylation and negative control for
methylation) = ButNa. To rule out the effect of the 17p3-estradiol vehicle, bovine
macrophages were treated with 1% ethanol= control (1% EtOH) and then
challenged with S. aureus (MOI 10:1) = S. aureus (1% EtOH). Bars represent
media + standard error (SE) from two independent experiments (n=2). Values were
normalized concerning control. "*"(p<0.5) and ™**"(p<0.01) indicate significant

changes concerning control (Student's t-test).




M.C. Marco Antonio Barajas Mendiola PIDCB-UMSNH

Tables
Table 1. Primers for analysis of the innate immune response gene expression

used in this study.

Gene Primer Sequence Fragment Tm Reference
(Bovine)* 523 (bp) (°C)
TLR2 Forward 146 58.5 Medina-
Reverse CGACTGGCCCGATGACTACC Estrada I., et
TGAGCAGGAGCAACAGGAAGAG al, 2016
TNF-a. Forward CCCCTGGAGATAACCTCCCA 101 56
Reverse CAGACGGGAGACAGGAGAGC
IL-6 Forward AACCACTCCAGCCACAAACACT 179 57
Reverse GAATGCCCAGGAACTACCACAA
IL-18 Forward GCAGAAGGGAAGGGAAGAATGTA 198 52
Reverse G
CAGGCTGGCTTTGAGTGAGTAGAA
IL-8 Forward TTCCACACCTTTCCACCCCAA 149 53.5
Reverse  GCACAACCTTCTGCACCCACTT
IL-10 Forward GATGCGAGCACCCTGTCTGA 129 59
Reverse  GCTGTGCAGTTGGTCCTTCATT
BNBD10 Forward GCTCCATCACCTGCTCCTC 152 54
Reverse AGGTGCCAATCTGTCTCATGA
S100A7 Forward GCAGCTCTCAGCTTGAGCAG 221 54
(psoriasin) Reverse CCAGCAAGGACAGGAACTCAG
GAPDH Forward TCAACGGGAAGCTCACTGG 237 56.9

Reverse = CCCCAGCATCGAAGGTAGA

*TLR2: Toll-like Receptor 2; TNF-a.: Tumor Necrosis Factor alpha; IL-6:
Interleukine 6; IL-1p: Interleukine-1 beta; IL-8: Interleukine-8; IL-10: Interleukine-
10; BNBD10; Bovine Neutrophile Beta defensin 10; S100A7: S100 Calcium-binding
Protein A7, GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase.
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Table 2. Primers for analysis of bovine miRNAs expression used in this study.

Bovine Sequence (52 3) Tm Reference
miRNA (°C)

Let-7a -5p GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA 54 Barajas-
Stem-Loop CCAGAGCCAACAACTAT Mendiola
Reverse GTGCAGGGTCCGAGGT M. A, Et
Forward GGGTGAGGTAGTAGGTTGT al, 2002
miR-21a GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA 56

Stem-Loop CCAGAGCCAACAGTCAA

Reverse GTGCAGGGTCCGAGGT

Forward GTTGTAGCTTATCAGACTGATG

miR-30b GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA 60

Stem-Loop CCAGAGCCAACAGCTGA

Reverse GTGCAGGGTCCGAGGT

Forward GTTTGGTGTAAACATCCTACAC

miR155 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA 56

Stem-Loop CCAGAGCCAACACCCCT

Reverse GTGCAGGGTCCGAGGT

Forward GTGGGTTAATGCTAATCGTGAT

miR-23a GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA 58

Stem-Loop CCAGAGCCAAC TGGAAA

Reverse GTGCAGGGTCCGAGGT

Forward GTGATCACATTGCCAGGGA

miR-7863 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA 50

Stem-Loop CCAGAGCCAACGCTCCT

Reverse GTGCAGGGTCCGAGGT

Forward GTTGATGGACTGTCACCTG

miR-146a GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA 52

Stem-Loop CCAGAGCCAACACAACC

Reverse GTGCAGGGTCCGAGGT

Forward GTGGTGAGAACTGAATTCCATA
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miR-144 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA 58
Stem-Loop CCAGAGCCAAC CTAGTA
Reverse GTGCAGGGTCCGAGGT
Forward GTTGGGTACAGTATAGATGATG
miR-451 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA 52
Stem-Loop CCAGAGCCAAC AAACTC
Reverse GTGCAGGGTCCGAGGT
Forward GTTGGAAACCGTTACCATTACT
Reverse GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT 50 to Han, S., et,
Forward CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT 60 al, 2020
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Figure 5
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Figure 8
A HDACs activity (6 h) B HDACs activity (12 h)
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8.4 Capitulo 1l
Se presenta el articulo de divulgacion: “Enfermedades autoinmunes bajo la

influencia de la epigenética”. Milenaria Ciencia y arte afio 11, no. 18. julio-diciembre
de 2021.ISSN: 2954-9436
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A manera de editorial

Saltando de gusto como una Hyla plicata,
presentamos la décimo octava entrega de 7%tenacia,
que aglutina 20 textos tan diversos como interesantes.
En un intento de tomarle el pulso a la tercera ola de
la pandemia, nuestros autores discurren sobre la
reapertura de escuelas ante la contingencia, la
adiccion a dispositivos electronicos, y el uso de
herramientas didacticas como el Webquest. Sin dejar
de revisar temas igual de urgentes como el cambio
climético y sus repercusiones, especialmente las
causadas por esa mezcla de Jekill y Mr. Hyde llamado
Antropobimores, haciendo un llamado a
reconectarnos con la biodiversidad a través de la lente
de la ciencia ciudadana.

En asuntos de salud nos hacen un llamado
inclusivo a la prevencion, favoreciendo la lectura en
lengua Nahuatl, resaltando la importancia epigenética
en las enfermedades autoinmunes, nos hablan de la
leptina y su relacion con la obesidad, de la
importancia de una sustancia de los frutos rojos
llamada acido elagico o de los beneficios de disfrutar
del zapote amarillo.

Dando otro salto de rana hacia las ciencias
sociales, se reconoce la historia de muchas familias
mexicanas con el texto: Mi vida después de que mi
padre migr6. Se observa a los alumnos de primaria
mejorar su aprendizaje viviendo la realidad inmediata
de la Microhistoria y se distingue a la Cultura como
una necesidad universal que requiere el adecuado
disefo de politicas publicas.

Ahora los que saltan son los colores para revalorar
a Tamara de Lempicka, para que nuestros nios nos
impacten con la forma en que visualizan nuestra
ciudad a futuro, para que con palabras coloridas nos
susurren: “tus suefios son del tamafio de la libertad”
0 que una carcajada nos recuerde que esta vida es
“super facil”.

Hace casi una década, nadie del equipo de
Pibenaria Sabia cOmMoO se hace una revista, acudimos a
la guia experta del Mtro. Jestis Morales Pérez y aunque
tenia otros proyectos, con gran paciencia nos ayudoé a
delinear lo que hoy es nuestra publicacion. Esta
edicion esta dedicada a la memoria de este gran
filésofo, educador y editor universitario; le enviamos
hasta otro plano un agradecido jVale!

Esperamos que este numero sea de su agrado...

Nuestra Portada:

Rana de Arbol Plegada (Hyla plicata), una rana endémica de México, que
se encuentra cerca de arroyos y charcos en bosques himedos de gran
altitud, como el caso de este ejemplar de “Los Azufres” en Michoacan. Este
anfibio mide menos de 5 cm y las hembras suelen ser ligeramente mas
grandes que los machos. En sus patas, las puntas de los dedos tienen discos
adhesivos que les permiten trepar a tallos y hojas resaltando asi sus habitos
arboricolas (Resefia informativa: Brenda Gutiérrez, fotografia: Luis Fernando
Ortega).

Mas informacién en https://www.naturalista.mx/taxa/23784-Hyla-plicata
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¢ MEXICO ESTARA PREPARADO PARA LA
REAPERTURA DE ESCUELAS ANTE LA
CONTINGENCIA SANITARIA POR COVID-19?

UN DESAFIO SOCIAL
PARA LA SALUD PUBLICA

Monica Gonzalez Hernandez y Mauricio Torres Abarca

Facultad de Salud Publica y Enfermeria U.M.S.N.H.
Contacto: torres_mauriciol@hotmail.com

Resumen. La pandemia por Covid-19 nos obligé a dar un giro de 180°,
entrando a un mundo virtual a través de los diferentes medios de
comunicacion y en primera instancia el internet y la televisién, dando
apertura a una nueva adaptabilidad muy diferente a la que todo
estudiante y empleado estaba acostumbrado a realizar, donde se
encontraba en prdactica una medida preventiva para cuidar la salud de
las personas a través del distanciamiento social, teniendo como mejor
aliados a la tecnologia para el uso de las plataformas virtuales. La
reapertura de las escuelas debera estar acorde con las medidas
sanitarias que establecen los diferentes drganos de salud en
coordinacion con el gobierno federal, ya que el principal objetivo que
debe existir para el gobierno es proteger la salud de las personas.
México como pais, presenta un gran desafio social para la salud publica,
siendo un gran aliado la prevencién, promocién y educacion para la
salud.

Palabras Clave: Apertura escolar, distanciamiento social, salud
publica.

Figura 1. Clases virtuales. Imagen tomada de diario la jornada, disponible
en: https://www.jornada.com.mx/ultimas/2020/08/24/primer-dia-del-
regreso-a-clases-virtual
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“Enfermedades autoinmunes bajo la
influencia de la epigenética”

Marco Antonio Barajas
Mendiola, Joel Edmundo
Lopez Meza, Alejandra
Ochoa Zarzosa

Centro Multidisciplinario de Estudios en
Biotecnologia, Facultad de Medicina y
Zootecnia, Universidad Michoacana de San

Nicolas de Hidalgo. Morelia, Mich., México

Contacto: barajasmma@gmail.com

Resumen. A lo largo de nuestra vida
estamos expuestos a incontables
microorganismos patégenos y particulas
que se encuentran circulando en el medio
ambiente y que son capaces de entrar en
nuestro cuerpo y ocasionar, algunas
veces, una enfermedad, por lo que
debemos  estar preparados para
combatirlos. A esta capacidad que
poseemos para hacer frente a agentes
extrafios se le conoce como inmunidad.
Sin embargo, en ciertas ocasiones la
respuesta inmune puede no responder de
manera adecuada, dando origen a
desordenes inmunolégicos como las
enfermedades autoinmunes,
caracterizadas por producir un grave
dano ocasionado por los propios
componentes de la respuesta
inmunolégica. Recientemente, se ha
considerado que muchos de estos eventos
pueden también ser regulados por eventos
epigenéticos. La epigenética es el estudio
de los cambios heredables de la expresion
y funciéon de los genes sin alterar la
secuencia del ADN. Los mecanismos de
regulacion epigenética (metilacion del
ADN, modificacién quimica de histonas,
miARNSs) estan involucrados de manera
muy importante en procesos celulares
como: diferenciacion, desarrollo,
crecimiento, envejecimiento y respuesta
inmune. Ademas, la epigenética
proporciona, en parte, un mejor
entendimiento de como los factores
ambientales pueden alterar la expresion
de genes y desregular la respuesta inmune
hacia un estado no deseado promoviendo
la aparicion y desarrollo de desordenes
inmunologicos, como la autoinmunidad.
La presente revision se enfoca en mostrar
un breve panorama de como los
mecanismos epigenéticos estan
implicados en la aparicion y desarrollo de
desordenes inmunolégicos como las
enfermedades autoinmunes.
Palabras clave: Respuesta inmune,
autoinmunidad, epigenética.

Figura 1. El sistema inmunoldgico es una maquinaria sofisticada en donde la respuesta innata y adaptativa
cooperan de manera coordinada para destruir al patégeno invasor. A) La defensa en contra de patégenos
invasores es iniciada por las reacciones tempranas de la respuesta innata. Dias después, la respuesta
adaptativa promueve una respuesta mas especifica para destruir a los patégenos invasores, a través de las
funciones de los linfocitos T, y linfocitos B que se diferencian a células plasmaticas secretoras de anticuerpos.
B) Después del reconocimiento del patégeno invasor, las células presentadoras de antigenos (APC) como
las células dendriticas y los linfocitos B lo fagocitan y procesan para presentar el antigeno a través del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) a los linfocitos T. Esto promueve la activacion de las
funciones efectoras de los linfocitos T induciendo otros componentes de la respuesta inmune como
macrofagos, otros linfocitos Ty linfocitos B, a través de la produccion de citocinas (Howell M & Shepherd

M, 2018; Yamauchi & Moroishi, 2019).

Autoinmunidad, el lado oscuro de la
inmunidad

as enfermedades autoinmunes se
describen como un ataque
anormal del sistema
inmunologico a o6rganos o tejidos
propios mediado principalmente por
anticuerpos dirigidos contra moléculas
expresadas por nuestras células. La
prevalencia de enfermedades

ano 11, no. 18 J’uLLo - diclembre del 2021

autoinmunes como lupus eritematoso
sistémico (LES), artritis reumatoide
(AR), sindrome de Sjogren (SS)
esclerosis multiple (EM), diabetes
mellitus 1 (DM1) y enfermedad del
intestino irritable en la poblacion
mundial es muy alta (~7-9%) y afecta
principalmente a mujeres
(Theofilopoulos 'y col, 2017).
Notablemente, la principal funcién del
sistema inmune es montar una respuesta

Wilenaria, Ciencia 2. Uide 25



Figura 2. Mecanismos clave que contribuyen en el funcionamiento del epigenoma. A) Metilacién del ADN.
Proceso que se lleva a cabo en las islas CpG encontradas en la regidon promotora de los genes (DNMTs). La
marca de metilacion se asocia a la represion de genes. B) Modificacion quimica de las histonas. Las colas
de las histonas son susceptibles a modificaciones quimicas como la metilacién y la acetilacién y se llevan a
cabo principalmente en los residuos de lisina. La metilacién en las histonas se presenta a través de la
actividad de las enzimas HMTs y son removidos por la actividad de las HDMTs, mientras que la acetilacion
consiste en la adicion de grupos acetilo por las HACTs, que son removidos por la actividad de las HDACs.
Usualmente las marcas de metilacién en las histonas se asocian a la represion de genes mientras que las
marcas de acetilacion se asocian a la expresion de genes. C) Funcién de los miARNs. Moléculas de ARN no
codificante como los miARNs participan de manera importante en la regulacién de la expresion de genes.
Los miARNSs son producidos en el nicleo de la célula como precursores de miARNs (pre-miARNs) y en el
citosol son procesados para formar el miARN maduro (miARN). EIl miRNA es cargado en el complejo de
silenciamiento inducido por ARN (RISC, por sus siglas en inglés) y se dirige al mARN que tiene como blanco
para inducir la represion de genes a través de su degradacion o por inhibicion de la transcripcion (Long y

col, 2018; Wu y Lu, 2019 Treiber y col, 2019).

eficiente que nos permita protegernos de
moléculas 0 microorganismos
potencialmente peligrosos. Tal respuesta
se lleva a cabo a través de dos diferentes
estrategias, una respuesta innata que
aparece de manera inmediata, no es
altamente especifica y recientemente se
ha descrito que presenta memoria,
conocida como inmunidad entrenada
(Pelz y Wechsler, 2019; Netea y col,
2020), y una respuesta adaptativa que
aparece mas tarde, es altamente
especifica y presenta mecanismos de
memoria mas complejos (Figura 1A)
(Pelz y Wechsler, 2019). Ambas
estrategias, a través de los mecanismos
de sus diferentes componentes (como
células epiteliales, mucosas, células
dendriticas, macrofagos, neutrofilos,
citocinas, quimiocinas, linfocitos T y B),
actian de manera coordinada para
proporcionar una adecuada respuesta y
destruir a los patogenos (Figura 1B).

No obstante, una caracteristica clave
de la respuesta inmunologica es evitar
una respuesta destructiva en contra de
nosotros mismos, es decir, tiene la
capacidad de distinguir lo propio de lo
no propio a través de la auto-tolerancia
inmunolégica, proceso de regulacion del
sistema inmune que se caracteriza por la

26 W»&Z&nma«, Ciencia ya Gife

ausencia de una respuesta inmune frente
a un antigeno propio y solo dirige tal
respuesta en contra de antigenos
extrafios. Sin embargo, cuando la auto-
tolerancia inmunoldgica se rompe,
como consecuencia de la susceptibilidad
genética, de factores ambientales, o de
infecciones, pueden surgir las
enfermedades autoinmunes (Yang y col,
2018; Koike y col, 2021). Esta claro que
la susceptibilidad genética es un fuerte
componente en la aparicion y desarrollo
de enfermedades autoinmunes debido a
que existe una fuerte asociacion entre
las variantes genéticas en los genes del
complejo principal de
histocompatibilidad (MHC, por sus
siglas en inglés) y este tipo de
enfermedades. Del mismo modo,
variantes genéticas en genes que no
pertenecen al MHC, por ejemplo los
genes que codifican para los factores
reguladores del interferéon (IRFs, por sus
siglas en inglés) también estan
fuertemente asociados al origen y
desarrollo de estas enfermedades
autoinmunes (Long y col, 2018). Sin
embargo, diversos estudios en gemelos
idénticos (que poseen la misma
informacion genética) se han empleado
de manera satisfactoria para entender la
patologia de varias enfermedades

autoinmunes. En estos estudios se
encontraron bajos niveles (12-67%) de
prevalencia en la aparicién de estas
enfermedades entre gemelos idénticos
(Xiang y col, 2017); por ejemplo, en un
estudio de la prevalencia de LES entre
gemelos idénticos se estimo que esta fue
del 24% (Gregersen, 1993). Estos
hallazgos reflejan que componentes no
genéticos (influencia del medio
ambiente 0 mecanismos epigenéticos)
participan de manera importante en la
patologia de muchas enfermedades
autoinmunes (Generali y col, 2017). Por
lo anterior, el origen de las
enfermedades autoinmunes no solo
depende de la constitucion genética del
individuo, sino que los factores
epigenéticos y medio-ambientales
también contribuyen en el inicio y
perpetuidad de las mismas, haciendo
que la comprension, diagnéstico y
tratamiento adecuado de estas
enfermedades se vuelva complejo
(Jadeu y Gonzalez, 2012).

Epigenética, una nueva perspectiva
del origen y desarrollo de las
enfermedades autoinmunes

La epigenética, término acufiado por
Conrad Hal Waddington, se define
como el estudio de los cambios estables
y potencialmente heredables de la
expresion y funcion de los genes sin
alterar la secuencia del ADN
estableciendo una relacion entre la
influencia genética y medioambiental
que dan lugar a un fenotipo (Zulet y col,
2017). La epigenética, a través de sus
mecanismos (metilacion del ADN,
modificacién quimica de las histonas y
participacion de pequefias moléculas de
ARN no codificantes), juega un papel
muy importante en diversos procesos
biologicos como en el desarrollo,
diferenciacion y funcion de diversos
tejidos y Organos. Asi mismo, los
mecanismos epigenéticos regulan de
manera importante el desarrollo y
diferenciaciéon  de las  células
inmunologicas, asi como la activacion
de la respuesta inmune innata Yy
adaptativa (Zhao y col, 2015). Sin
embargo, estos mecanismos
epigenéticos también son criticos en la
aparicion 'y desarrollo de las
enfermedades autoinmunes debido a
que existe una fuerte asociacion entre la
funcién inmunoldgica desregulada y la
aparicion de mecanismos epigenéticos
aberrantes (Zhao y col, 2015). En este
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‘{%%470& 4 Metilacion de H3 y H4 4 miR-21
*Cf:;"':rfozgg’“ } Acefilacionde H3yHa | MiR-148a
*fglﬁfj&igg % Acetilacion de H3 $miR-146a
VCélulas TCD4* | Acetilacion de H3 en + miR-29a

Fibroblastos fibroblastos 4 miR-196a
y Células TCD4* No hay anélisis $miR-146a

Tabla 1. Cambios en el perfil epigenético de las enfermedades autoinmunes. Lupus eritematoso sistémico
(LES), artritis reumatoide (AR), esclerosis multiple (ES), sindrome de Sjogren (SS). Tomado y modificado de
Long y col; Mazzone y col, 2019.

sentido, la epigenética proporciona
bases para una mejor comprension de
como los factores del medio ambiente
pueden alterar la expresion de los genes
y desbalancear el equilibrio del sistema
inmunolégico, lo cual puede resultar en
la aparicibon de muchos de los
mecanismos patologicos implicados en
desordenes como las enfermedades
autoinmunes. Por ejemplo, la
epigenética es critica en la aparicion y
desarrollo de LES, una enfermedad
autoinmune sistémica y crénica
caracterizada por una desregulacion de
linfocitos T CD4* y B que da como
resultado la produccion de auto-
anticuerpos en contra de antigenos
nucleares (ADN, histonas, proteinas no
histona o asociadas a ARN) afectando
sistemas, oOrganos y tejidos (como
rifiones, piel, vasos sanguineos, sistema
respiratorio, cardiovascular y nervioso)
(Tsokos, 2011; Mazzone y col, 2019).
Uno de los eventos epigenéticos clave en
LES son los bajos niveles de metilacion
en regiones especificas del ADN,
comunmente en el promotor de un gen.

La metilacion es un mecanismo
epigenético que consiste en adicionar un
grupo metilo en los residuos de citosina,
usualmente sucede en dinucledtidos
citosina-guanina (CpG) en el ADN de
mamiferos y es mediada por un grupo
de enzimas llamadas ADN metil-
transferasas (DNMTs, por sus siglas en
inglés) (Figura 2A). Generalmente esta
asociada a la supresion de genes. En el
LES, los bajos niveles de metilacion
permiten la sobreexpresion de genes
especificos asociados a la
autoinmunidad como CD70 y CD40L,
moléculas co-estimuladoras que se
expresan en los linfocitos T CD4" que
contribuyen a una sobre estimulacion de
las células B, promoviendo una
produccion descontrolada de
anticuerpos. Asi mismo, la perforina,
una proteina que promueve la lisis de la
membrana celular, presenta bajos
niveles de metilacién en su promotor y
se encuentra sobreexpresada en
linfocitos T CD4*, lo cual promueve la
lisis de monocitos propios y la
produccién de auto-antigenos en

Figura 3. Los factores medioambientales influyen en la aparicidn de las enfermedades autoinmunes en
individuos genéticamente susceptibles. Las modificaciones del epigenoma son influenciadas por los factores
medioambientales como la dieta, el consumo de medicamentos, niveles hormonales, infecciones, entre
otros; los cuales promueven la pérdida de la auto-tolerancia inmunoldgica favoreciendo la aparcicion de
enfermedades autoinmunes (Wang y col, 2015; Klein y col 2017; Long y col, 2018)

aio 11, no. 18 J’uLio - diclembre del 2021

pacientes con LES (Klein y col 2017;
Longy col, 2018, Mazzone y col, 2019,
Tsokos, 2020).

Por otra parte, el ADN de las células
eucariotas estd organizado en el nucleo
en una estructura conocida como
cromatina, la cual esta formada de
unidades basicas conocidas como
nucleosomas. El nucleosoma es una
estructura formada principalmente por
un octamero de proteinas llamadas
histonas (H2A, H2B, H3 y H4) que se
encuentran enrolladas por ADN (146
pares de bases) (Figura 2B). Las
histonas son susceptibles a
modificaciones quimicas que regulan de
manera importante la expresion de los
genes. Entre estas modificaciones,
principalmente se encuentran la
acetilacion (modificacion asociada a la
expresion de genes) y la metilacion
(modificacion asociada a la represion de
genes), las cuales son catalizadas por las
enzimas histona acetil transferasas
(HATs) e histona metil-transferasas
(HMTs), respectivamente (Figura 2B).
Estas modificaciones quimicas
usualmente ocurren en los residuos del
aminodcido lisina (K) encontrados en
las colas de las histonas H3 y H4. Por
ejemplo, la tri-metilacion en el residuo
27 de lisina de H3 (H3K27me3) esta
asociada a la represion de genes,
mientras que una acetilaciéon en el
residuo 9 de lisina de la H3 (H3K9ac)
esta asociada a la expresion de genes,
aunque también la tri-metilacion de la
lisina 4 de la H3 (H3K4me3) esta
asociado a la expresion de genes.
Ademas, estas modificaciones quimicas
en las histonas son reversibles a través
de la actividad de otras enzimas como
las histonas desacetilasas (HDACs:) e
histona desmetilasas (HDMs) las cuales
remueven grupos acetilo y metilo de los
residuos de lisina de las histonas,
respectivamente (Figura 2B) (Wu y Lu,
2019). En el LES, los patrones de
modificaciones quimicas en las histonas
han sido poco investigados; sin
embargo, la enfermedad se ha asociado
a bajos niveles de acetilacion global de
las histonas H3 y H4, bajos niveles de
metilacion global de H3
(particularmente en H3K9), debido a
una actividad aberrante de las HDCAs
y de las HMTs, respectivamente, en
células T CD4*. Ademas, altos niveles
de acetilacion global en H4 y altos
niveles de metilacion (particularmente
la marca H3K4me3) se ha observado en
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Glosario

Antigeno: molécula capaz de montar una respuesta inmunoldgica
y promover la formacion de anticuerpos.

Autoinmunidad: estado desregulado del sistema inmunoldgico
que causa la perdida de la tolerancia a antigenos propios lo cual
provoca dafo a las células y tejidos normales.

Epigenoma: descripcion completa de las modificaciones quimicas
en el ADN y en las proteinas histona de un organismo. Estas
modificaciones son heredables y resultan en cambios en la
estructura de la cromatina y en la funcién del genoma.

Gemelos idénticos: también llamados gemelos monocigdticos. Son el
resultado de la fecundacién de un tnico 6vulo y un nico espermatozoide,
en donde el cigoto, en algin momento durante las primeras fases de su
desarrollo, se separa en dos dando lugar a dos individuos con el mismo
material genético.

MHC: Complejo principal de histocompatibilidad, molécula presente en
células presentadoras de antigenos como las células dendriticas, macréfagos
y linfocitos B cuya funcién es presentar el antigeno, proveniente de un
microorganismo patogeno, a los linfocitos T y activar sus funciones efectoras
para eliminar de manera mas eficiente el patdgeno invasor.

miARN: pequeias moléculas de ARN no codificante que inhiben la
expresion de los genes blanco directamente a través de la degradacion del
ARN mensajero o inhibiendo el inicio de la traduccion.

Prevalencia: proporcion de individuos de una poblacién en particular que
se encuentra estar afectada por una condicion médica, como una
enfermedad, en un tiempo especifico.

Promotor: regién del ADN que controla el inicio de la transcripcion de
ADN a ARN.

Tolerancia: estado de indiferencia o falta de respuesta hacia una sustancia

que normalmente se esperaria montar una respuesta inmunoldgica.

Traduccion: proceso en el cual una molécula de ARN mensajero es

convertida a proteina.

monocitos de pacientes con LES, lo cual
correlaciona con el desarrollo de la
enfermedad (Klein y col 2017; Long y
col, 2018, Mazzone y col, 2019).

Del mismo modo que la metilacion
del ADN y las modificaciones quimicas
de las histonas, moléculas de ARN no
codificante como los micro ARN
(miARNS) son importantes reguladores
epigenéticos. Los miARNSs consisten en
pequefias moléculas de ARN (18-25
nucleotidos) que inhiben la expresion de
genes a través de la degradacion del
ARN mensajero (mARN) o por
inhibicion de la traduccién (Figura 2C)
y estan implicados en el control de
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diversos procesos bioldgicos (por
ejemplo, la respuesta inmunologica)
(Treiber y col, 2019). Del mismo modo,
los miARNS son clave en la aparicion y
desarrollo de varias enfermedades
autoinmunes a través de la regulacion
del desarrollo de las células inmunes,
mediando la produccién de citocinas
pro-inflamatorias (inmunidad innata) y
la produccion de auto-anticuerpos
(inmunidad adaptativa) (Zhang y col,
2020). Un perfil alterado de expresion
de miARNs se ha identificado en
células inmunes de pacientes con LES.
Por ejemplo, bajos niveles de expresion
de miR-125a, miR-125b, miR-146a y
miR-155 y altos niveles de expresion de

miR-148a, miR-21, miR-223, miR-30a
y miR-31 se asocian a la sobre-
estimulacion de células Ty By a la
produccion de  auto-anticuerpos,
eventos clave en el desarrollo y
aparicion de esta enfermedad
autoinmune (Long y col, 2018;
Mazzone y col, 2019; Zhang y col,
2020).

En linea con lo anterior, muchos de
estos mecanismos epigenéticos
aberrantes que regulan la aparicion y
desarrollo de LES, también aparecen de
forma similar en pacientes que cursan
con otro tipo de enfermedades
autoinmunes (Tabla 1); por ejemplo,
patrones de bajos niveles de metilacion
en el promotor del gen CD40L, estan
asociados a la sobre-expresion de este
gen en células T CD4* de pacientes con
AR, sindrome de Sjogren, EM y DM 1
(Lian y col, 2012; Liao y col, 2012;
Mazzone y col, 2019). Esto refleja de
manera muy importante la presencia de
vias comunes de sefializacion que son
reguladas epigenéticamente entre estas
enfermedades autoinmunes.

Finalmente, los mecanismos
epigenéticos proporcionan un
panorama que permite entender como
los factores medioambientales
(hormonas, dieta, infecciones,
medicamentos, radiacion UV, entre
otros) pueden dirigir al rompimiento de
la auto-tolerancia en individuos
genéticamente susceptibles
promoviendo el inicio y desarrollo de
desordenes inmunologicos como las
enfermedades autoinmunes (Figura 3).

Conclusion

El sistema inmune evoluciond hasta
formar una compleja red de
componentes que lo convierten en una
eficiente maquina capaz de protegernos
frente a un dafio inminente. Sin
embargo, una falla en su funciéon puede
producir efectos no deseados como el
desarrollo de desordenes inmunologicos
que ponen en peligro la salud, como lo
son las enfermedades autoinmunes.
Hoy en dia no solo se debe considerar la
constitucion genética del individuo, que
aunque es determinante en la aparicion
de los desordenes inmunoldgicos, los
mecanismos  epigenéticos,  COmMO
metilacion del ADN, modificaciones
quimicas de las histonas y la expresion
de miARNs también contribuyen de
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manera importante en la aparicion y
desarrollo de enfermedades. La estrecha
relacion entre las enfermedades
autoinmunes y la epigenética esta
ampliamente  documentada; sin
embargo, en vista de que los seres
humanos estamos expuestos a una gran
cantidad de factores que puede
contribuir de manera dramatica en
nuestra salud, investigaciones que
involucren como estos factores pueden
modificar el panorama epigenético,
podrian tener un gran impacto en la
generacion de conocimiento que ayude
a explicar el riesgo y progresion de estas
enfermedades  para  implementar
estrategias que permitan dar un
tratamiento adecuado aumentando la
calidad de vida de quién las padece.
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Resumen. La leptina es una hormona sintetizada por el tejido adiposo, codificada por el gen LEP.
La relacion de esta hormona con la obesidad, se debe a su principal funcién del aumento de
saciedad y del gasto energético. Los niveles elevados de leptina, algin defecto en el receptor
(LEPRb), o transporte, pueden provocar resistencia a la leptina, disminuyendo la saciedad y dando

como consecuencia la obesidad.

Palabras clave: leptina, obesidad, resistencia a la leptina, receptor LEPRB.
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INTRODUCCION

a obesidad se define como una

“enfermedad crdnica inflamatoria

que resulta en aumento de la
masa del tejido adiposo” (Garvey, et al.,
2016). Su fisiopatologia es multifactorial
(genética, vida sedentaria, dieta
hipercaldrica).

La leptina es una hormona producida
por el tejido adiposo que actua
inhibiendo el apetito y, a su vez es la
encargada de aumentar el gasto de
energia corporal (Madeira, et al., 2017).
Los valores de leptina son directamente
proporcionales a la cantidad de tejido
adiposo, en la obesidad se produce una
hiperleptinemia (niveles elevados de
leptina) ocasionando una resistencia a la
leptina.

Leptina y obesidad
La leptina (del griego leptos-, delgado)
es una hormona peptidica de 167
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IX. Discusion general

Cambios abruptos en las concentraciones de hormonas reproductivas como
la prolactina y el 17B-estradiol durante el periparto, la lactancia y el periodo seco
inducen un desequilibrio de la respuesta inmune innata en la glandula mamaria
bovina contribuyendo a la susceptibilidad de los animales a desarrollar mastitis
subclinica, la cual es una enfermedad, crbénica y recurrente, ocasionada
principalmente por infecciones con S. aureus, la cual provoca un efecto negativo en
la economia en la ganaderia lechera (Lamote et al, 2006; Enger y col., 2018
Gussmann et al, 2019; Lacasse et al, 2019; Alhusien & Dang, 2020). Esto indica que
estas hormonas, ademas de participar de manera importante en el desarrollo,
diferenciacion y funcion de la glandula mamaria bovina, pueden modular la
respuesta inmune innata en este tejido.

Previamente en nuestro grupo de trabajo se demostré el papel
inmunomodulador de la prolactina y el 17p-estradiol en células de epitelio mamario
bovino durante el desafio con S. aureus. Se demostré que las hormonas y S. aureus
activan vias de sefializacion y factores de transcripcion que promueven la expresion
de moléculas (como citocinas, quimiocinas y péptidos antimicrobianos) que generan
una respuesta contra el patégeno. Por ejemplo, la bPRL a concentraciones
fisiologicas (5 ng/mL) favorece una respuesta inflamatoria en las CEMB, la cual es
inhibida por S. aureus (Gutiérrez-Barroso et al, 2008; Lara-Zarate et al, 2011,
Medina-Estrada et al, 2015); mientras que, E2 a concentraciones fisiologicas (50
pg/mL) favorece una respuesta anti-inflamatoria y antimicrobiana en las CEMB, la
cual es mantenida en presencia de S. aureus (Medina-Estrada et al, 2016). Ademas,
la mezcla hormonal mostro efectos similares a los de E2 en las CEMB desafiadas o
no con la bacteria (Salgado-Lora et al, 2020).

Evidencia creciente sobre la respuesta inducida por las moléculas
inmunomoduladoras y los microorganismos patdégenos sobre componentes de la
respuesta inmune innata, como las células epiteliales y los macrofagos, resaltan un
importe papel de los mecanismos epigenéticos como importantes reguladores de
esta respuesta (por ejemplo, modificacidon de histonas y miRNAs) (Mehta, & Jeffrey,
2015; Zhang & Cao, 2019; Salgado-Lora et al, 2020).
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Sin embargo, en infecciones intramamarias como la mastitis subclinica, poco
se sabe sobre la participacion de los mecanismos epigenéticos inducidos por las
hormonas bPRL y E2 en la modulacion de la respuesta inmunoldgica montada por
las células de la glandula mamaria como las células epiteliales y los macréfagos. En
el presente trabajo se explord la participacién de las marcas epigenéticas en la
regulaciéon de la expresion de los genes de la RIl inducida por bPRL y E2 en las
CEMB y en macrofagos bovinos durante el desafio con S. aureus.

Primeramente, se analizaron los efectos de bPRL sobre la regulacién de los
mecanismos epigenéticos en las CEMB a diferentes tiempos de estimulacién (6, 12
y 24 h) conlahormona, esto debido a que los efectos de los mecanismos epigenéticos
en la cromatina se llevan a cabo en cortos periodos de tiempo (Modak, R., et al,
2014). Aqui mostramos que bPRL a las 24 h en las CEMB desafiadas con S. aureus,
reduce la acetilacion global de la histona H3 (50%), lo cual esta relacionado con la
compactacion de la cromatina, haciendo mas dificil el acceso a la maquinaria

transcripcional. Ademas, esto coincide con la regulacién negativa de la expresion de

los genes IL-6, IL-8 y TNF-a en las CEMB bajo las mismas condiciones (Medina-
Estrada et al, 2015). De manera importante, la marca H3K9ac, una marca asociada
a la expresion de genes, se incrementé en las CEMB desafiadas con S. aureus; sin
embargo, en presencia de bPRL fue reducida. Estos resultados concuerdan con la
expresion de esta marca inducida por S. aureus en un modelo murino de mastitis
(Modak et al, 2014). Ademas, la marca H3K9me2, una marca asociada a la represion
de genes, se incremento6 en las CEMB desafiadas con S. aureus, mientras que en
presencia de la hormona no se observaron cambios. Interesantemente, la reduccion
de la marca H3K9ac y el aumento de la marca H3K9me2 coinciden con el
incremento de la actividad de las HDACs y con una reduccion de las HDMs,
consistente con la evidencia de que las bacterias intracelulares modulan de manera
positiva la actividad de las HADCs para evadir la respuesta montada por la célula
hospedera (Grabiec & Potempa, 2018). Esto indica que bPRL regula expresién de
elementos de la RIl a través de estos mecanismos epigenéticos. En este sentido,

demostramos que bPRL favorece el enriqguecimiento de la marca H3K9ac en la

region promotora de los genes IL-14, IL-10 y BNBD10, mientras que, en presencia

de la bacteria esta marca disminuy6 sustancialmente. Ademas, esta disminucion de
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la marca H3K9ac coincide con el enriquecimiento de la marca H3K9me2 en la region
promotora de estos mismos genes. Importantemente, estos efectos coinciden con
la regulacion de la expresion de IL- 145, 1L-10 y BNBD10 bajo las mismas condiciones
(Medina-Estrada et al, 2015). Ademas, estos resultados sugieren que existe una
relacién inversa entre las marcas H3K9ac y H3K9me2 en la regulacion de la

expresion de genes de la RIl. Por el contrario, S. aureus favorece el enriquecimiento

de la marca H3K9ac en la regiébn promotora de los genes TNF« e IL-8 CEMB,
mientras que la presencia de bPRL reduce el enriqguecimiento de esta marca y
favorece el incremento de la marca H3K9me2. Estos resultados coinciden con la
regulacién de la expresion de estos genes bajo estas condiciones (Medina-Estrada
et al, 2015). Ademas, nuevamente estos resultados muestran una relacion inversa
entre las marcas H3K9ac y H3K9me2 en la regulacion de la expresion de genes de
la RIL.

Con el fin de explorar la participacion de otros mecanismos epigenéticos, se
evalud la participacion de los miRNAs en la respuesta inducida por bPRL en las
CEMB durante el desafio con S. aureus. La bacteria favorece la expresion de miR-
155 en las CEMB desafiadas con S. aureus y esto coincide con el enriqguecimiento
de la marca epigenética H3K9ac en la region promotora del gene TNF-«, y con la
expresion y secrecion de la citocina (Medina-Estrada et al, 2015). Mientras que la
presencia de bPRL disminuye la expresion de miR-155, lo cual coincide con la
reduccion de la marca H3K9ac y con el incremento de la marca H3K9me2, ademas
coincide con la regulacion negativa de este gene bajo las mismas condiciones
(Medina-Estrada et al, 2015). Esto indica que bPRL modula la expresion de TNF-a
a través de la regulacién epigenética. Un efecto similar para otros genes de la
respuesta pro-inflamatoria puede estar sucediendo, debido a que S. aureus
incrementd la expresion de otros miRNAs involucrados en la regulacion de la
respuesta pro-inflamatoria como: miR-21a, miR-30b y Let-7a-5p, mientras que la
presencia de bPRL redujo considerablemente la expresion de estos miRNAs.
Notablemente, miR-7863 es un MIARN que se expresa en infecciones como la
mastitis, por lo que se le consideré6 como un posible marcador para detectar la
enfermedad (Luoreng et al, 2018). Aqui se demostrd que este miARN es regulado

de manera negativa en las CEMB tratadas con bPRL y desafiadas con S. aureus,
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por lo que resulta interesante estudiar el blanco y el posible mecanismo molecular
involucrado durante la infeccion.

Por otra parte, la mezcla hormonal favorece la respuesta antimicrobiana en
las CEMB y esta respuesta fue mantenida después de la infeccion con S. aureus
(Salgado-Lora et al, 2020). Importantemente, Salgado-Lora y colaboradores (2020)
demostraron que las hormonas regularon la acetilacion global de la histona H3 y
marcas especificas tales como la H3K9ac y H3K9me2 en las CEMB desafiadas con
S. aureus (Salgado-Lora et al, 2020). Aqui demostramos que E2 y bPRL favorecen
el enriguecimiento de la marca epigenética H3K9ac en la regién promotora de los
genes IL-10, BNBD10 y LAP. Estos resultados coinciden con lo reportado por
Salgado-Lora y colaboradores (2020), en el que se mostré que la mezcla hormonal
regula de manera positiva la expresion de estos genes (Salgado-Lora et al, 2020).
Previamente se demostré que S. aureus inhibe la expresion de los genes IL-10,
BNBD10 y LAP (Medina-Estrada et al, 2015; Salgado-Lora et al, 2020),
posiblemente para disminuir la defensa antimicrobiana por parte de la célula
hospedera. Aqui mostramos que esta regulacibn negativa de los genes
antimicrobianos y anti-inflamatorios coincide con la reduccion del enriquecimiento
de la marca H3K9ac en la region promotora de los genes I1L-10, BNBD10 y LAP.
Interesantemente, el enriquecimiento de la marca H3K9ac inducido por la mezcla
hormonal fue mas evidente en la regién promotora de los genes IL-10, BNBD10 y
LAP cuando las CEMB fueron infectadas con S. aureus, lo cual coincide con la
expresion de estos genes bajo las mismas condiciones (Salgado- Lora et al, 2020).

Notablemente, se observo una relacidon inversa entre la marca H3K9ac y la
marca H3K9me2 en la regién promotora de los genes IL-10, BNBD10 y LAP, en
donde la mezcla hormonal reduce el enriquecimiento de la marca H3K9me2, lo cual
coincide con el enriquecimiento de la marca H3K9ac y la expresion de los genes
(Salgado-Lora et al, 2020). Ademas, S. aureus induce el incremento de H3K9me2
en la regién promotora de estos genes coincidiendo con la regulacién negativa de
estos genes (Salgado-Lora et al, 2020). Similarmente, la mezcla hormonal favorece

el enriguecimiento de la marca H3K9ac en la region promotora de los genes IL-8 e
IL-14 coincidiendo con la reduccion de la marca H3K9me2 y la regulacion positiva

de estos genes previamente reportada por Salgado-Lora y colaboradores (2020).
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Ademas, se observé que S. aureus induce una reduccién del enriquecimiento de la
marca H3K9ac en estos genes, lo cual coincide con el aumento de la marca
H3K9me2 en la region promotora de estos genes. Sin embargo, la expresion de los
genes IL-8 e IL-1/ (Salgado-Lora et al, 2020) bajo estas condiciones, no coincide
con lo reportado aqui, posiblemente otras marcas epigenéticas como H3K14ac,
H3K27ac o H3K4me3, marcas asociadas a la expresibn de genes, estén
participando en la regulacion de la expresion de IL-8 e IL-1 3 bajo las condiciones ya
mencionadas (Modak et al, 2014). De manera importante, el efecto de la mezcla
hormonal sobre la regulacion epigenética de la expresion de TNF-a fue reproducido
de manera similar al efecto de la bPRL sobre la regulacidon epigenética en este
mismo gene.

Asimismo, S. aureus modulo la expresion de manera positiva de los miRNAs:
miR-21a, Let-7a-5p, miR-30b, miR-155. miR23a, miR-7863, mir-451, miR-144 y
mir-146a en las CEMB, esto coincide con lo reportado con otras bacterias
intracelulares, en las que el incremento de la expresion de estos miRNAs durante
las infecciones bacterias promueve un regulacibn negativa de la respuesta
inflamatoria favoreciendo la persistencia bacteriana (Jin et al,2014; Zhou et al, 2018;
Wang et al, 2017; Do et al, 2021). Ademas, en presencia de la mezcla hormonal la
expresion de estos miARNSs disminuyo considerablemente.

Hasta aqui, estos resultados permiten proponer un modelo (Figura 14) en el
gue bPRL y E2, a través de la expresion de miARNs y de las marcas epigenéticas
H3K9ac y H3K9me2, regulan los elementos de la RIl en CEMB. Sin embargo,
bacterias como S. aureus pueden desregular la respuesta inmunologica montada
por las CEMB, a través de la modulacion de estos mecanismos epigenéticos, lo cual
puede explicar, en parte, la evasion del sistema inmune montado por las células

hospederas, asi como su persistencia en ellas.
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Figura 14. Regulacién epigenética inducida por bPRL y E2 en las CEMB durante el desafio con
S. aureus. Las hormonas reproductivas, como bPRL y E2 (a concentraciones fisiologicas), inducen
la expresion de elementos de la RIl en las CEMB que son reguladas por las marcas epigenéticas
H3K9ac (una marca asociada a la expresion de genes) y H3K9me2 (una marca asociada a la
represion de genes) y por la actividad de miRNAs en CEMB, favoreciendo una respuesta anti-
inflamatoria y antimicrobiana. Esta respuesta es mantenida cuando S. aureus esta presente, lo cual
indica que bacterias intracelulares como S. aureus pueden desregular, a través de la manipulacién
de los mecanismos epigenéticos, la respuesta montada por las CEMB, lo cual le permite evadir la
respuesta montada por la célula hospedera, sobrevivir y persistir en ella.

Ademas de las células epiteliales, otros componentes de la respuesta inmune
innata como los macrofagos, participan de manera importante en el mantenimiento
de la salud e integridad de la glandula mamaria (Alhusien et al, 2015). Por lo que en
el presente trabajo también se exploré el efecto de las hormonas bPRL y E2
(empleandolas las concentraciones fisiolégicas usadas en la investigacion con las
CEMB) en macrofagos bovinos durante el desafio con S. aureus. Primero se
determind la MOI en macrofagos y se encontré que una MOI de 10:1 (bacteria:
célula) y un tiempo de interaccién de 2 h fue el 6ptimo para llevar a cabo los ensayos
de inmunomodulacion. Benttencourt y colaboradores (2017) reportaron que una
MOI de 10:1 y un tiempo de interaccién de 2 h en la linea celular de macrofagos
murinos J774, macrofagos THP-1 y en macrofagos derivados de monocitos de
humano infectados con M. tuberculosis, es el apropiado para evaluar la respuesta

inmune de estas células en contra de microrganismo patdégenos (Benttencourt et al,

( ]
| 148 |



M.C. Marco Antonio Barajas Mendiola PIDCB-UMSNH

2017)). Ademas, en este mismo trabajo se reportd que bajo estas condiciones, los
macréfagos aun se encontraban viables, este efecto fue también corroborado en
este trabajo. Establecido la MOI optima, lo siguiente que se realiz6 fue evaluar el
efecto de las hormonas sobre los elementos de la RIl en macréfagos desafiados
con S. aureus. Aqui Mostramos que la PRL y S. aureus inducen la expresion y la
secrecion de TNF-a e IL-6, un efecto similar fue observado en la regulacion positiva
de la respuesta por-inflamatoria en macrofagos alveolares expuestos a S. aureus
(Brann, K. R., et al, 2019) o con PRL (Suarez, A. L. P., et al, 2015). Notablemente,
esta respuesta pro-inflamatoria fue inhibida en presencia E2, incluso cuando S.
aureus estuvo presente. Esto indica que E2 inhibe la respuesta pro-inflamatoria
inducida por bPRL. Un estudio realizado en macréfagos provenientes de ratones
hembra ovariectomizadas y desafiados con S. aureus mostré que el perfil pro-
inflamatorio fue inhibido cuando se adicion6 E2 (Souza et al, 2021). Ademas,
estimulos pro-inflamatorios como PRL y S. aureus no inducen la expresion y

secrecion de IL-B, pero estimulos anti- inflamatorios como E2 si promueven la

expresion y secrecion de IL-1B. Probablemente esto se deba a que en nuestro
modelo de estudio E2 este regulando la leucocidina Panton-Valentaine (PVL) de S.
aureus, un factor de virulencia importante para la expresion de IL-1B (Younis et al,
2005), siendo esta citocina importante en la eliminacién bacteriana a través de la
activacion del inflamosoma (Broz, 2019). Interesantemente, las hormonas
disminuyeron la produccion de 6xido nitrico (NO) en los macrofagos, pero favorecen
su produccion cuando S. aureus esta presente. Esto indica que la produccion de NO
no es dependiente de las hormonas y consistente con que S. aureus resiste el estrés
nitrosativo a través de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), la
cual es inducida por NO (Richardson et al, 2008). Ademas, laregulacion negativa de
los genes pro-inflamatorios mostrados en este trabajo se pueda deber a la
produccion de NO, debido a que se ha reportado que el estrés nitrosativo afecta de
manera importante factores de transcripcion involucrados en la respuesta pro-
inflamatoria como JAK/STA y NF-xB (Sha & Marshall, 2012; Hagman et al, 2019).
IL-8 es una quimiocina que participa de manera importante en la quimiotaxis de
leucocitos durante las infecciones bacterianas (Meniailo et al, 2018), aqui se mostro

gue tanto las hormonas como S. aureus promueven la expresion y secrecion de IL-
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8. Esto es consistente con el hecho de que, en infecciones intramamarias, como la
mastitis subclinica, hay un incremento en el nimero de células sométicas (Alhusien
et al, 2015). Adicionalmente, S. aureus indujo la expresion y secrecion de IL-10,
similares resultados fueron observados en macréfagos de humano y de ratén
derivados de monocitos infectados con S. aureus, esto se asocio a la actividad de la
LDH bacteriana (Heim et al, 2020). Sin embargo, en presencia de las hormonas este
efecto no fue observado. Una posible explicacion es que estos efectos fueron
observados en biopeliculas y no en células planctdénicas (Heim et al, 2020).
Notablemente, los efectos debidos a las hormonas no fueron debidos a la
sefalizacion del TLR2.

Por otra parte, los péptidos antimicrobianos como las catelicidinas y las f-
defensinas, participan de manera importante en la defensa de la glandula mamaria
durante infecciones intramamarias. En este estudio se demostré que E2 induce la
expresion del péptido antimicrobiano BNB10; sin embargo, bajo un estimulo pro-
inflamatorio como bPRL y S. aureus, se reduce la expresion de este péptido en
macrofagos bovinos. Este efecto fue similar alo observado en monocitos y neutrofilos
bovinos cuando fueron estimulados con la vitamina D, en donde BNB10 se expresa,
mientras que con estimulos pro-inflamatorios como el LPS bacteriano, la expresion
de BNBD10 fue inhibida (Merriman et al, 2015). Probablemente, esto es debido a
gue lasefalizacion del receptor ERa a través de su interaccién con E2 promueve la
respuesta antimicrobiana (Medina-Estrada et al, 2018). Un efecto similar fue
observado para el gene del péptido S100A7.

Con el fin de evaluar los mecanismos epigenéticos involucrados en la
regulacion de la respuesta inmune innata en macréfagos durante el desafio con S.
aureus, primeramente se evalu6 el efecto de las hormonas sobre la expresion de los
mMiRNAs: miR-155, miR-451, miR-146a, miR-21a, miR-23a, miR- 30b, Let-7a-5p y
mMiR-7863. De manera importante, bPRL y E2 regulan diferencialmente la expresion
de estos miRNAs. Por ejemplo, bPRL regula la expresion de miR-155, mientras que
E2 regulala expresion de miR- 451, miR-146a, miR-21a. Sorpresivamente, lamezcla
hormonal mostré también una expresion diferencial, mientras que miR-155 y miR-
451 fueronregulados de manera negativa, miR-146a y miR-21a fueron regulados de

manera positivaen los macréfagos desafiados con S. aureus. Todos estos efectos
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correlacionaron con la modulacion de la expresion y secrecibn de genes pro-
inflamatorios, anti-inflamatorios, produccién de NO y péptidos antimicrobianos
presentados en este trabajo. Asimismo, coinciden con los reportes que resaltan la
participacion de estos miRNAs en inducir una respuesta inflamatoria moderada y
tolerable, que le permite a S. aureus tener éxito en sobrevivir dentro de fagocitos
profesionales (Liu et al, 2012; Schulte et al, 2013; Qin et al, 2016; Murata et al, 2014,
Li et al, 2016; Tao et al, 2019). Interesantemente, mostramos que la expresion de
miR-23a fue preferentemente regulado por E2, mientras que miR-30b fue regulado
por bPRL. Sin embargo, en conjunto, regularon de manera negativa la expresion de
estos miARNs en macrofagos desafiados o no con S. aureus. Un efecto similar fue
observado en estudios donde se demostré una regulacion negativa de la expresion
de miR-23a y miR30b durante la maduracion del fagosoma en macrofagos
infectados con Mycobacterium tuberculosis y Burkholderia pseudomalle (Vegh et al,
2015; Hu et al, 2019). Probablemente, el efecto de la mezcla hormonal contribuye
en la inhibicién de la maduracion del fagosoma a través de la regulacion negativa
de la expresion de estos miRNAs en este modelo de estudio. Ademas, en este
estudio también se determiné que las hormonas, por separado 0 en conjunto,
inducen la expresion de Let-7a-5p, un miRNA asociado a la regulacion positiva de
la expresion de genes pro-inflamatorios (Zhou et al, 2018). Sin embargo, en este
estudio no se observo una correlacion entre estos efectos. No obstante, las
hormonas en conjunto con S. aureus, inhibieron la expresion de este miRNA de igual
manera que lo observado en macrofagos desafiados con S. aureus. Un efecto
similar fue observado en macrofagos THP-1 humanos infectados con variantes de
colonia pequeiia (SCV) de Staphylococcus epidermidis, donde se favorecié la
respuesta anti-inflamatoria (Magrys$, A., & Bogut, A., 2021). Nuestros resultados
conducen a que las hormonas en macréfagos desafiados con S. aureus disminuyen
la respuesta pro-inflamatoria, lo cual probablemente tenga efecto en el cambio de
fenotipo a SCV. Un efecto similar fue encontrado al evaluar la expresion de miR-
7863, el cual previamente se propuso ser usado como un marcador de la mastitis
(Luoreng et al, 2018). Sin embargo, el blanco y los mecanismos moleculares
involucrados en la regulacion de la respuesta inmune son desconocidos.

Finalmente, en este trabajo se evalué la participacién de las modificaciones
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postraduccionales de las histonas como la acetilacién global de la histona H3, la
marca asociada a la expresion de genes H3K9ac y la marca asociada a la represion
de genes H3K9me2. Se mostré que después de 12 de tratamiento, bPRL yE2
inducen la acetilacion global de la histona H3 en macréfagos bovinos. Ademas, esta
marca fue mantenida en presencia de S. aureus. Notablemente, alas 24 h de
tratamiento hormonal en macréfagos desafiados con S. aureus esta marca
disminuy6 ~30%. Ademas, bajo estas mismas condiciones, a las 12 h de tratamiento
la marca epigenética H3K9ac disminuyd ~15%, mientras que las 24 h esta misma
marca disminuy6 ~50%. Esto indica que los cambios observados son dependientes
del tiempo de la interaccién entre las células y las hormonas, un efecto similar fue
reportado en las CEMB tratadas con bPRL y E2 y desafiadas con S. aureus
(Salgado-Lora et al, 2020). Importantemente estos resultados coinciden con el
aumento de la actividad de las HDACs, enzimas encargadas de quitar grupos acetilo
de las histonas. Efectos similares fueron observados en macréfagos de humano
derivados de monocitos de sangre periférica infectados con Mycobacterium
tuberculosis (Chandran et al, 2015), y en macréfagos de ratdn infectados con
Leishmania amazonensis (Lecoeur et al, 2020). Esto indica, que esta marca esta
participando de manera importante en la regulacion de los elementos de la RII; sin
embargo, esto debe ser corroborado evaluando el enriquecimiento de esta marca en
la region promotora de estos genes mediante ensayos de inmunoprecipitacion de la
cromatina. Notablemente, ningin cambio se observo en los diferentes tiempos de
evaluacion en la marcarepresora H3K9me2. En un reciente estudio se reportd que
esta marca esta implicada en la progresion de la neumonia a través de la regulacion
de la actividad de la metil transferasa G9, la cual transfiere grupos metilo a la lisina
9 de la histona H3 (H3K9), promoviendo un fenotipo anti-inflamatorio en los
macrofagos alveolares (Lee et al, 2022). Probablemente las hormonas regulen de
manera negativa la actividad de G9, lo cual podria explicar, en parte, el perfil pro-
inflamatorio moderado inducido en los macréfagos bovinos durante el desafié con S.
aureus. Sin embargo, investigaciones futuras seran necesarias para contestar esta
pregunta.

Importantemente, los mecanismo epigenéticos, ademas de regular la

expresion de genes de la respuesta inmune innata de los macréfagos durante
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infecciones microbianas, también estan involucrados en la regulacion de funciones
esenciales de estas células como lo es la fagocitosis (Mombelli et al, 2011,
Gierlikowski & Gierlikowska, 2022). Por ejemplo, la sobreexpresion del miRNA mir-
155 inducida por Pseudomonas aeruiginosa suprime la fagocitosis en macréfagos
humanos de medula ésea y en macrofagos murinos RAW?264.7 (Yang et al, 2014).
Ademas Mombelli y colaboradores (2011) reportaron que inhibidores de HDACs
(HDAC:I) inhiben la capacidad fagocitica de macrofagos de ratdn durante la infeccion
con E. coliy S. aureus, a través de la regulacion negativa del receptor fagocitica
Msrl, sugiriendo que este efecto esta asociado a una hiperacetilacion de la histona
H3 (Mombelli et al, 2011). Investigaciones futuras son necesarias para relacionar
los mecanismos epigenéticos inducidos por las hormonas PRL y E2 en macréfagos
desafiados con S. aureus y la capacidad fagocitica de estas células, debido a que
durante infecciones intramamarias como la mastitis subclinica debida a S. aureus,
la capacidad fagocitica de los macrofagos se ve reducida (Alhusien et al, 2015)
Estos resultados permiten proponer un modelo (Fig.15) en el que bPRL y E2
a través de la expresion de miARNs y las marcas H3K9ac y H3K9me2, regulan
los elementos de la RIl en macrofagos bovinos. No obstante bacterias como S.
aureus pueden desregular la respuesta inmunologica montada por los macréfagos
a través de la modulacion de estos mecanismos epigenéticos, lo cual puede explicar,
en parte, la evasion del sistema inmune montado por las células hospederas asi

como su persistencia en ellas.
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Figura 15. Regulacién epigenética inducida por bPRL y E2 en macrofagos bovinos durante el
desafio con S. aureus. Hormonas reproductivas como bPRL y E2 (a concentraciones fisiolégicas)
modulan la expresion de elementos de la RIl a través de la regulacién de mecanismos epigenéticos,
como miRNAs y las marcas epigenéticas H3K9ac (una marca asociada a la expresién de genes) y
H3K9me2 (unamarca asociada a larepresion de genes), promoviendo una respuesta pro-inflamatoria
moderada y favoreciendo la respuesta antimicrobiana. Ademas, en presencia de S. aureus, estos
efectos se mantienen. Notablemente, estos eventos no estan relacionados con la sefializacion del
receptor TLR2, debido a que en ausencia de la bacteria, el recetor TLR2 no se expresa. Esto indica
gue S. aureus desregula la respuesta montada por los macréfagos, a través de manipular estas
mismas marcas epigenéticas. Esto le permite abatir las funciones microbicidas de los macréfagos
permitiéndole sobrevivir y persistir dentro de estas células.
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X. Conclusién general

bPRL y E2 regulan diferencialmente la expresion de los elementos de la
respuesta inmune innata a través de los mecanismos epigenéticos H3K9ac,
H3K9me2 y expresion de miRNAs en células de epitelio mamario bovino y
macréfagos bovinos durante el desafio con Staphylococcus aureus. Esto explica
como las bacterias intracelulares como S. aureus pueden evadir la respuesta
inmune montada por la glandula mamaria y persistir de manera intracelular
contribuyendo de manera importante en la cronicidad de infecciones intramamarias

como la mastitis.
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Xl. Perspectivas

>

Investigar los blancos moleculares de los miARNs (Le7-7a-5p, miR-21a, miR-
155, miR-7863, miR-451 y miR-146) en las CEMB y macrofagos tratados con
prolactina y 17p-estradiol y desafiadas con S. aureus.

Analizar si la comunicacion cruzada entras las vias de sefializacion de
prolactina y 17B-estradiol tiene un impacto en la regulacién de la expresion
de los elementos de la RIl y de los mecanismos epigenéticos, a nivel de
modificaciones globales de la histona H3 y de miARNs en las CEMB y
macrofagos tratados con S. aureus.

Evaluar los genes de la RIl que son regulados de manera directa por las
marcas epigenéticas H3K9ac y H3K9me2 en macrofagos bovinos tratados
con prolactinay 173-estradiol y desafiados con S. aureus, mediante el analisis
del enriquecimiento de estas marcas epigenéticas en la region promotora de
los genes.

Evaluar el efecto de las hormonas prolactina y 17B-estradiol sobre la
polarizacion y la actividad fagocitica de los macrofagos desafiados con S.
aureus.

Investigar el papel de las marcas epigenéticas H3K9ac, H3K9me2 y de la
expresion de miARNs inducidas por prolactina y 17p-estradiol, sobre la

polarizacion y la actividad fagocitica de los macréfagos bovinos.
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