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Resumen

La mucosa del tracto reproductor femenino (TRF) debe conciliar las funciones reproductoras
con la inmunidad para permitir la fecundacion y mantener el embarazo. De esta forma, las hormonas
sexuales femeninas no solo preparan el ambiente necesario para la reproduccion, sino que también lo
coordinan con el sistema inmune. Por ejemplo, a lo largo del ciclo ovérico existen variaciones en el
namero de neutrdfilos en la vagina. Asi, durante la fase folicular, los neutrofilos desaparecen del
lumen vaginal, a la vez que aumenta la concentracion de estradiol (E2). Tras la ovulacion, los
neutrofilos vuelven a infiltrarse en la vagina a lo largo de la fase lutea, coincidiendo con el pico de
progesterona (P4). La hipdtesis actual sostiene que las hormonas sexuales femeninas gobiernan este
fenémeno, sin embargo, actualmente no se conocen los mecanismos que dirigen esta migracion de

neutrdfilos al lumen vaginal.

En este trabajo demostramos que el E2, a través del receptor Esrl, bloquea la migracion
transepitelial (TEpM) de neutrofilos en el TRF inferior, concretamente actuando sobre el epitelio del
ectocérvix y fornix, y no sobre los neutréfilos, ya que no poseen receptores de E2 y P4 (Esrl y Pgr)
en el TRF. Ademas, identificamos varios mecanismos moleculares que podrian estar involucrados en
este proceso, como la quimioquina Cxcll o las moléculas de adhesion Cd47 y Cd44 del epitelio, las
cuales estan reguladas por las hormonas sexuales femeninas. De esta manera, el E2 inhibe la
expresion estas moléculas para impedir la TEpM de los neutréfilos durante la ovulacion, mientras
que la P4 aumenta su expresion durante la fase lutea y con ello la salida de neutréfilos al lumen
vaginal. Al mismo tiempo, hemos visto que la regulacion hormonal de estas moléculas es
independiente de estimulo y tiene lugar tanto en condiciones basales como ante una inseminacion o

una infeccion con Candida albicans.

Por otro lado, hemos descubierto que el E2 y la P4 también tienen un efecto sobre la

actividad de los neutrofilos en la vagina. El E2, también a través del receptor Esrl, facilita un



ambiente inmunosupresor inhibiendo la capacidad candidacidal de los neutréfilos, mientras que la P4
presenta un efecto inmunoactivador sobre estas células. Ademads, la falta de receptores hormonales
en los neutréfilos del TRF indica que esta regulacion tendria lugar de forma indirecta a través de un

factor del ambiente vaginal todavia desconocido.

Finalmente, en el modelo secuencial de hormonas demostramos que la P4 es capaz de revertir
los efectos del E2, restaurando la expresion de Cxcll, Cd47 y Cd44 en el epitelio, la salida de
neutréfilos al lumen vaginal y su actividad candidacidal. De forma adicional, el modelo de ciclo
natural nos ha permitido validar estos datos en el ciclo real, comprobando que la expresion de Cd44
en el epitelio apical varia a lo largo del ciclo, disminuyendo durante el proestro y el estro (pico de
E2) y aumentando durante el metaestro y diestro (pico de P4). Esto correlaciona a Cd44 con una
salida de neutrofilos durante el metaestro y diestro y con una disminucion de la carga fungica, lo que
subraya el importante papel de los neutréfilos en la candidiasis vaginal. Asimismo, también
demostramos que la combinacion de E2 y P4 es necesaria para mantener el ciclo de neutrofilos de
forma basal (sin estimulos), el cual no se ve alterado tras la infeccion con C. albicans. Por el
contrario, la inseminacién con espermatozoides aislados inhibe el flujo de neutréfilos al lumen

vaginal.

En resumen, este trabajo propone que el E2 retiene e inactiva a los neutréfilos en el TRF,
generando un ambiente favorable para la presencia de espermatozoides durante la ovulacion que
garantiza las funciones reproductoras. Por el contrario, tras la ovulacion, la P4 restaura el ciclo de
neutr6filos y su actividad, lo que asegura la defensa frente a posibles patdogenos oportunistas a lo
largo de la fase lutea. Nuestros datos aportan un mecanismo novedoso en la conciliacién de las
funciones reproductoras e inmunes en el TRF, que podria ser util en el desarrollo de tratamientos

para problemas de gran relevancia clinica como trastornos de fertilidad e infecciones vaginales.



Abstract

Female reproductive tract (FRT) must conciliate reproduction with immunity to allow
fertilization and successfully maintain pregnancy. Female sex hormones not only produce the proper
FRT mucosal environment, but also regulate immune components. Thus, neutrophil numbers
fluctuate throughout the ovarian cycle in the vagina. During the follicular phase, while estradiol (E2)
concentration increases, neutrophils disappear from the vaginal lumen. After ovulation, during the
luteal phase, progesterone (P4) levels peak and neutrophils re-infiltrate the vagina. Current
hypothesis holds that female sex hormones govern this phenomenon; however, the mechanisms that
direct neutrophil migration to the vaginal lumen are still unknown.

In this work, we demonstrate that E2, through the Esrl receptor, blocks neutrophil
transepithelial migration (TEpM) in the lower FRT by acting on the epithelium of the ectocervix and
fornix. Additionally, neutrophils seem to be unaffected by E2, most likely, because they lack E2 and
P4 receptors (Esrl and Pgr) when they are in the FRT. Also, we identify several molecules that could
be involved in this process, such as Cxcll chemokine and the epithelial adhesion molecules Cd47
and Cd44, which expression are down-regulated by E2. In this way, Esrl inhibits the expression of
these molecules to prevent neutrophil TEpM during ovulation, whereas P4 treatment restores their
expression during the luteal phase. Finally, we show that insemination or infection with C. albicans
does not affect the hormonal regulation detected in steady sate conditions.

On the other hand, we discover that E2 and P4 also affect neutrophil killing activity in the
vagina. E2 inhibits the candidacidal capacity of neutrophils, through the Esrl receptor, to facilitate
an immunosuppressive environment during ovulation; however, P4 has an immunoactive effect on
these cells. In addition, the lack of hormone receptors in the FRT neutrophils suggests that this
regulation takes place indirectly through a vaginal environment factor.

Moreover, we show that P4 reverses the E2 effects in the hormonal sequential model,

restoring the epithelial expression of Cxcll, Cd47 and Cd44, the neutrophil influx into the vaginal

Ne



lumen and its candidacidal activity. We also analyzed the expression of Cd44 in the different phases
of the natural cycle model. We discovered that Cd44 expression in the apical epithelium varies
throughout the cycle. It decreases during proestrus and estrus (maximum E2 concentration) and
increases during metaestrus and diestrus (maximum concentration of P4). These results correlate
Cd44 with higher neutrophil numbers during metaestrus and diestrus, and a lower fungal burden,
which reveals the important role of neutrophils in vaginal candidiasis. Finally, we found that the
combination of E2 and P4 is necessary to maintain the basal neutrophil cycle (without stimuli),
which is not altered after infection with Candida albicans. In contrast, insemination with isolated
spermatozoa inhibits the neutrophil influx into the vaginal lumen.

We propose that E2 produces a neutrophil retention and inactivation in the lower FRT
mucosa to protect sperm from neutrophil attack and maintain a favorable environment during
ovulation (peak E2) that guarantees reproductive functions. Conversely, P4 restores the neutrophil
presence and activity after ovulation, ensuring the defense against opportunistic or sexually
transmitted pathogens during the luteal phase. Our data provide a new mechanism in the conciliation
of reproductive and immune functions in the FRT, which can be useful in the development of

treatments for fertility disorders and vaginal infections.
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Introduccion

1. Los neutrofilos

1.1 Definicion

Los neutrofilos son los leucocitos mas abundantes del sistema inmune y juegan un papel
fundamental en la defensa del huésped por su capacidad de infiltrarse en los tejidos y por ser
microbicidas de amplio espectro (Kolaczkowska and Kubes, 2013). Se llaman neutrofilos porque sus
granulos no se tifien con colorantes acidos ni basicos, por lo que su citoplasma al microscopio optico
presenta un color rosa claro en la tincion de hematoxilina-eosina (Figura 1A). Dentro del sistema
inmune forman parte de la respuesta innata, englobandose en el grupo de los granulocitos (junto con
eosinofilos y basoéfilos), también denominados polimorfonucleares (PMN) debido al aspecto

multilobulado de su nacleo (Figura 1B).

Neutréfilo Eosinofilo Basofilo

Figura 1: A) Fotografia de microscopia optica de un neutréfilo en un frotis de sangre tefiido con coloracion de
Wright. B) Representacion de los tres tipos de granulocitos con los diferentes colores que presentan sus
granulos al tefiirse con hematoxilina-eosina (Terese Winslow, 2007).
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1.2  Origen y homeostasis

Los neutréfilos se originan en la medula 6sea, donde un tercio de la hematopoyesis estd
dedicada a la generacién de monocitos y granulocitos. Son células mieloides que proceden de células
madre hematopoyéticas o HSC activadas bajo sefales como el factor estimulador de colonias de
macrofagos M-CSF (Mossadegh-Keller et al., 2013). Estas células dan lugar a las células
progenitoras comunes o CMPs, que se diferencian en progenitores de granulocitos o monocitos o
GMPs (Rosenbauer and Tenen, 2007), dividiéndose en la linea monocitica o en la linea neutrofilica.
A partir de ahi, el factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) promueve la
granulopoyesis (Zhang et al., 1997) dando lugar a los mieloblastos, promielocitos, mielocitos,
metamielocitos, células bandeadas y finalmente neutréfilos maduros (Bainton et al., 1971). Tras su
generacion, los neutrofilos son liberados de la médula 6sea mediante el balance de los receptores de
quimiocinas CXCR4 y CXCR2. Mientras que CXCR4 favorece su retencion en la médula debido al
ambiente rico en CXCL12 del estroma medular, CXCR?2 facilita la salida de estas células al torrente
sanguineo y su posterior llegada a los tejidos (Amulic et al., 2012). Millones de neutréfilos son
producidos cada dia y eliminados en los tejidos de manera ciclica acorde con los ciclos de luz y

oscuridad (Nicolas-Avila et al., 2017).

Una vez en la sangre, los neutrdfilos circulan hasta que detectan alguna sefial de peligro que
les hace extravasarse a los tejidos para enfrentarse a patogenos o dafio estéril y donde una vez
resuelta la inflamacién seran eliminados por los macréfagos residentes. Por el contrario, si no
detectan ningun dafio, en poco tiempo sufren un proceso de envejecimiento caracterizado por un
aumento de sus moléculas de superficie CXCR4, CD11B y una pérdida de CD62L, que provocara su
retorno a la médula 6sea o extravasacion homeostatica y su destruccion por parte de los macrofagos
tisulares residentes (Casanova-Acebes et al., 2013). Esta eliminacion de neutrofilos “viejos” fluctua
durante el dia ya que ocurre bajo el control de los ciclos circadianos (Casanova-Acebes et al., 2013)

y se regula mediante la microbiota (Zhang et al., 2015). Aunque siempre se les ha considerado
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células de vida corta con una vida media de 12 horas en sangre, se ha demostrado que los neutrofilos
pueden sobrevivir hasta 5,4 dias en el torrente sanguineo (Pillay et al., 2010). Ademas, en los tejidos
su vida media puede variar en funcion de las condiciones inflamatorias, de tal manera que diferentes
citoquinas, patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs), patrones moleculares asociados a
dafio (DAMPs) o factores ambientales pueden aumentar la vida del neutréfilo mediante la inhibicion
de la apoptosis (Geering et al., 2013). Asi, un aumento en la vida de estas células se ha visto
relacionado con enfermedades inflamatorias cronicas como el asma (Uddin et al., 2010) o el
sindrome coronario agudo (Garlichs et al., 2004). Estos hallazgos suponen que los neutrofilos
podrian ser una poblacion de células mas longeva y heterogénea de lo que se pensaba hasta ahora y

por tanto representar un papel mas dinamico y complejo en los procesos inflamatorios.
1.3  Migracion de los neutrofilos

Actualmente no sabemos todos los factores que condicionan la migracion de los neutréfilos,
aunque los casos mas estudiados son el dafo estéril o la infeccion extracelular. Los neutrofilos
abandonan los vasos sanguineos para entrar en el tejido gracias a gradientes de quimioquinas y
moléculas de adhesion expresadas en los tejidos, que son reconocidas por los ligandos y receptores
del propio neutréfilo (Kolaczkowska and Kubes, 2013). Los procesos que gobiernan todo este

camino son bastante complejos y se puede dividir en varias fases:

1.3.1 Migracion transendotelial

La migracion de los neutrdfilos a través del endotelio (TEM por sus siglas en inglés) es un
proceso activo tanto para el neutréfilo como para la célula endotelial (Engelhardt and Wolburg,
2004). Tiene lugar a lo largo de las venas post capilares inflamadas y consta de varios pasos
secuenciados: atraccion al foco inflamatorio, rodamiento, adhesion firme y por ultimo extravasacion

al tejido (Kolaczkowska and Kubes, 2013). En la respuesta inmune innata la TEM comienza con la

15



liberacion de PAMPs por parte de los microorganismos invasores 0 DAMPs provenientes de un daio
celular (Medzhitov, 2008), los cuales generan la atraccion de los neutréfilos al endotelio. En esta
atraccion también pueden participar quimioquinas como CXCL1, CXCL5 y CXCLS8 a través del
receptor CXCR1 (Powell et al., 2017; Sadik et al., 2011). Posteriormente se establece el segundo
paso de la TEM conocido como rodamiento o adhesion de baja afinidad, en la cual se produce un
primer acercamiento entre el neutrofilo y la célula endotelial. Estas primeras uniones son de caracter
débil y se realizan mediante selectinas (glicoproteinas de tipo I) que se unen a los hidratos de
carbono de sus ligandos. En el caso de los neutrofilos, el rodamiento se realiza principalmente por la
union de SELP (selectin P, CD62P) y SELE (selectin E, CD62E) endotelial a su ligando SELPLG
(PSGL-1) expresado en el neutréfilo (Marki et al., 2015). Tras un tiempo de rodamiento se produce
la adhesion firme al endotelio mediada por la union de las integrinas ITGAL (LFA-I,
CDI11A/CD18) e ITGAM (MAC-1, CD11B/CD18) a la molécula de adhesion endotelial ICAM-1
(CD54) (Gorina et al., 2014), la cual es capaz de formar clusters (agrupamientos del inglés) que
remodelan el citoesqueleto celular del endotelio (Yang et al., 2006). Por ultimo, el neutréfilo debe
cruzar el endotelio y extravasarse al tejido inflamado. Este ultimo paso de la TEM también es
conocido como transmigracion y puede tener lugar de dos formas distinitas: entre las uniones
celulares (paracelular) o directamente a través del interior celular (transcelular). La TEM paracelular
consiste en la migracion del neutréfilo entre los espacios intercelulares o uniones estrechas (Muller,
2011), es la mas estudiada y la que ocurre la mayoria de las veces. En este caso el neutréfilo se abre
paso a través de los bordes de las células endoteliales, rompiendo las uniones de las proteinas
oclusivas como la familia del receptor F11 (F11R, proteinas JAM), la integrina PECAM1 (CD31) o
el complejo CDHS (VE-cad, CD144) (Dejana, 2004). Por el contrario, en la migracion transcelular,
los neutréfilos cruzan el endotelio atravesando el citoplasma de las células (Carman and Springer,
2008). Esta segunda via de TEM ha sido menos descrita y ha generado algunas dudas, sin embargo,
estudios basados en microscopia intravital han revelado que aproximadamente un 10% de los

neutrofilos utilizan esta ruta en condiciones inflamatorias (Woodfin et al., 2011).
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1.3.2 Migracion intersticial a través del estroma

Tras extravasarse al tejido, el neutréfilo se adhiere a los pericitos que rodean el endotelio y
comienza a rodar a través de ellos “crawling abluminal” de forma dependiente de ICAM-1, MAC-1y
LFA-1 (Proebstl et al., 2012). Los macrofagos perivasculares y mastocitos también participan en este
proceso secretando quimioatrayentes como MIF o CXCL1 que atraen mas neutrofilos y los guian a
través del intersticio hacia el sitio de dafio o infeccion (Kim and Luster, 2015; Zec et al., 2016). Los
neutrofilos, al igual que el resto de leucocitos, realizan una migracion ameboide, donde su
citoesqueleto se polariza extendiendo protusiones en la membrana. Este modo de migracion les hace
moverse a una alta velocidad a través del intersticio (~10 pm/min). Una vez llegan al foco de
infeccion, se ralentizan probablemente para ejercer sus funciones efectoras y atraen a mas neutrofilos

mediante la secrecion de LTB4 y CXCL2 formando clusters o swarms (Li et al., 2016a).

1.3.3 Migracion transepitelial

Finalmente, en las infecciones que tienen lugar en el lumen los neutréfilos deben atravesar el
epitelio (migracion transepitelial, TEpM de sus siglas en inglés) para encontrarse con el patdgeno.
Mientras que la TEM estd extensamente descrita y estudiada, los mecanismos celulares y
moleculares que participan en la TEpM son menos conocidos. La mayoria de estudios sobre la
TEpM estan realizados en el intestino, aunque también existe literatura sobre la vejiga o el pulmoén
(Zemans et al., 2009). La TEpM de los neutrofilos es un paso esencial para la defensa y la reparacion
del dafio tisular (Sumagin et al., 2016), sin embargo, un desequilibrio en este proceso es la clave de
enfermedades cronicas inflamatorias, donde un gran numero de neutrofilos se acumulan en las
mucosas generando una inflamacion intermitente (Parkos, 2016). Al igual que la TEM, la TEpM se

divide en varios pasos consecutivos que se describen a continuacion (Figura 2):
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Figura 2: Migracion transepitelial de los neutroéfilos. La TEpM comienza con la rotura de la membrana
basal gracias a MMPs como la MMPY. Posteriormente, el neutrofilo se adhiere a la parte basal del epitelio
mediante la union de la integrina CD11B/CD18 y residuos fucosilados del epitelio. A continuacion, cruza el
epitelio entre las uniones epiteliales a través del CD47 epitelial y su ligando SIRPa. Finalmente, se libera al

lumen gracias a la accion de las moléculas de detachment CD55 y CD44. Ilustracion modificada de (Parkos
2016).

1. Rotura de la membrana basal

La membrana basal es una red especializada de matriz extracelular de sostén que se encuentra
en la base de las células epiteliales y las separa del estroma (Rowe and Weiss, 2008). Por tanto, para
llegar al epitelio, los neutrofilos deben sintetizar y secretar una serie de metaloproteasas (MMPs) que
les permitan cortar y degradar los componentes de esta membrana. Una de las MMPs mas comunes
entre los neutréfilos es la MMP9, la cual degrada colageno de tipo IV, componente principal de la
membrana basal. Asi, se ha visto que MMP9 participa en la migracion de neutréfilos a través de esta

membrana en diferentes 0rganos como el uroepitelio inflamado (Schiwon et al., 2014) o el dafo

pulmonar (Keck et al., 2002).
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2. Adhesion a la parte basal del epitelio

Para atravesar el epitelio el neutrofilo debe comenzar por anclarse a su parte basolateral.
Como se ha comentado anteriormente, en la union al endotelio vascular los neutrofilos utilizan
ambos complejos de integrinas CD11A/CDI18 y CD11B/CD18, sin embargo, el primer contacto con
el epitelio se produce de forma casi exclusiva por el dimero CD11B/CD18 en intestino y pulmén
(Parkos et al., 1991). La identidad de los ligandos de este dimero en el epitelio basolateral todavia no
se conoce con detalle, aunque su demostrada afinidad por la heparina hace pensar que los residuos de
heparan sulfato de algunos proteoglicanos epiteliales podrian funcionar como sustrato adhesivo para
los neutrdfilos. Por otro lado, estudios realizados in vitro con células intestinales han demostrado que
la sola interaccion del neutréfilo con el epitelio basolateral produce cambios en la conformacion del
epitelio, incrementando su permeabilidad con el fin de facilitar la migracion transepitelial de los

neutréfilos (Chin et al., 2008).

3. Cruce del epitelio a través de las uniones intercelulares

Tras la union a la zona basal del epitelio, los neutréfilos se mueven a través de los espacios
intercelulares, donde para llegar a la parte apical deben sortear las uniones intercelulares que forman
los puntos de contacto entre las membranas plasmaticas de las células. Un ejemplo de estas uniones
son los desmosomas, complejos formados por desmogleinas y cadherinas unidas a filamentos de
keratina (Bornslaeger et al., 1996). Otro tipo de uniones celulares son las uniones estrechas,
compuestas por proteinas transmembrana que sellan los espacios intercelulares para evitar la difusion
de ciertas moléculas entre las células y por tanto polarizan la parte basal y apical del epitelio. Estas
uniones que se hallan cerca de la parte apical del epitelio son las ultimas que se encuentran los
neutrofilos. Aunque su participacion en este proceso todavia no estda muy clara se ha visto que la
TEpM de los neutréfilos a través del intestino puede modular la expresion de estas uniones, alterando

asi la estabilidad del epitelio (Sumagin and Parkos, 2015). Ademas de las uniones celulares, existen
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otras moléculas de adhesion que participan en la migracion de los neutréfilos entre los espacios
intercelulares. Una de las mas conocidas es la inmunoglobulina CD47. La implicacion de CD47 en la
TEpM de los neutrdfilos fue descrita por primera vez en 1996, cuando se demostrd que la incubacion
de las células intestinales humanas (T84) con el anticuerpo bloqueante de CD47 (C5/D5) inhibia la
transmigracion de neutrofilos in vitro (Parkos et al., 1996). Afios mas tarde, se descubrié que este
proceso tiene lugar especificamente a través de la interaccion del CD47 epitelial con su ligando
SIRPa expresado en el neutrofilo (Liu et al.,, 2002). Ademas de su papel en la migracion de
neutrofilos, la interaccion de CD47 y SIRPa estd implicada en otros procesos inmunes como la
fagocitosis mediada por macréfagos, la activacion de células dendriticas o la proliferacion de células

T (Matozaki et al., 2009).

4. Detachment o liberacion celular al lumen

Tras cruzar las uniones intercelulares, el neutréfilo todavia debe realizar el ultimo paso:
desprenderse del epitelio apical y saltar al lumen donde se encuentra el estimulo de llamada. Este
fenomeno se ha descrito con mas detalle en el epitelio intestinal y se denomina detachment
(desprendimiento en inglés). La zona apical del epitelio expresa proteinas durante la inflamacion que
regulan la presencia de neutrofilos y contribuyen tanto a su retencion como a su liberacion al lumen
al igual que ocurre en la parte basal. Un ejemplo es la proteina ICAM-1 (CD54), la cual favorece la
adhesion de los neutrofilos a la parte apical del epitelio en condiciones inflamatorias mediante la
uniéon a CD11B/CD18 (Sumagin and Parkos, 2015). Por el contrario, existen otros mediadores que
favorecen el detachment de los neutréfilos como CD55 y CD44. CD55 (DAF) es una glicoproteina
descrita por primera vez en el endotelio y cuya funcién se asocid a la inhibicion de la lisis del sistema
de complemento (Lublin and Atkinson, 1989). Sin embargo, el grupo del Dr. Colgan descubrio su
participacion en el detachment de neutréfilos humanos en la mucosa intestinal (Lawrence et al.,
2003), justificando asi su expresion en el epitelio. Igualmente, la molécula de adhesion CD44

también se ha visto involucrada en el detachment. Esta funcion se describidé por primera vez en 2010
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mediante un muestreo de anticuerpos bloqueantes sobre la TEpM de neutrofilos en células
intestinales humanas in vitro (Brazil et al., 2010). En este trabajo se identific6 GM35 como un
anticuerpo bloqueante del proceso de detachment que reconoce a la variante de splicing 6 de CD44
(CD44v6) expresada en la parte apical del epitelio inflamado. Ademas se observd cémo el proceso
de detachment a través de CD44v6 conllevaba, no so6lo la liberacion del neutrofilo, sino también el
corte del dominio extracelular de CD44v6 al lumen intestinal. Afios mas tarde, un estudio mas
profundo determiné que la unidn de los neutréfilos a CD44v6 esta medida por el residuo glicosilado
Sialyl-Lewis A (sLe”), sintetizado por la enzima Fucosyltransferasa 3 (Fut3) ante una situacion
inflamatoria (Brazil et al., 2013). Experimentos in vitro han demostrado que CD44 puede
interaccionar con lamininas, acido hialurénico y fibrinas, sin embargo, el ligando de esta molécula en
el detachment todavia se desconoce, aunque su capacidad para reclutar metaloproteasas en la
superficie celular ha sugerido que MMP7 o MMP9 podrian intervenir en este proceso (Yu and
Stamenkovic, 1999). Ademdas, CD44 también esta involucrado en otras funciones como la TEM
(Hidalgo et al., 2007), la activacion de linfocitos (Haynes et al., 1989) la hematopoyesis o la

progesion tumoral (Schmits et al., 1997).
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1.4. Eliminacion de patégenos

Los neutrofilos son los leucocitos mas abundantes de la sangre (50-70% en humanos y 10%
en ratoén) y son fundamentales para la defensa frente a bacterias y hongos. En la fase inicial de la
respuesta antimicrobiana un gran nimero de neutréfilos son reclutados al foco de infeccion. Una vez
alli, pueden ejercer diferentes lineas de accion antimicrobiana como la liberacion de granulos, la

fagocitosis o la formacién de trampas extracelulares de neutrofilos (NETs) (Figura 3).

1.4.1. Desgranulacion o liberacion de granulos

Los neutrofilos se caracterizan por poseer gran variedad de granulos compuestos de enzimas
liticas y factores citotoxicos que son fundamentales para su lucha contra los microorganismos
patogenos (Benarafa and Simon, 2017). Estos granulos se dividen en tres grupos en base a su
contenido proteico, su generacion en el tiempo y su morfologia observada por microscopia
electrénica (Baggiolini et al., 1985): los granulos primarios o azur6filos que se generan en el estadio
de de promielocito, como la enzima MPO (mieloperoxidasa), los granulos secundarios o especificos,
generados posteriormente en la etapa de mielocito como las LYZ (lisozimas) o LTF (lactoferrinas) y
por ultimo los granulos terciarios, producidos en la etapa de metamielocitos o células bandeadas,
cuya enzima principal es la MMP9 (o gelatinasa b). Ademas de estos tres tipos de granulos, los
neutrofilos poseen vesiculas secretoras de origen endocitico que contienen moléculas inflamatorias,
las cuales pueden movilizarse a la membrana plasmatica del neutr6filo potenciando la respuesta
antimicrobiana (Borregaard et al., 1992). El neutréfilo puede liberar sus granulos en el interior del
fagosoma, a través de un mecanismo dependiente de calcio, o al exterior celular (Lacy, 2006).
Ademas de la eliminacion directa del patogeno, la desgranulacion comprende variedad de funciones
al comienzo de la inflamacioén aguda como: el reclutamiento de mas neutrdfilos al foco inflamatorio,
la llamada de la respuesta adaptativa o la regulaciéon de la supervivencia del propio neutréfilo

(Benarafa and Simon, 2017).
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1.4.2. Fagocitosis

La fagocitosis es el proceso por el cual una célula puede engullir o ingerir particulas mas
grandes de 0,5 um a través de vacuolas formadas en su membrana llamadas fagosomas. Es un
mecanismo esencial para las respuestas inmunes debido a su papel en la eliminacion de patdgenos,
sin embargo, también es importante para mantener la homeostasis tisular y la remodelacion celular
(Freeman and Grinstein, 2014). Los neutréfilos son los fagocitos més rapidos y potentes, siendo
capaces de fagocitar un alto nimero de bacterias en varios minutos (Kruger et al., 2015). El proceso
de fagocitosis comienza con el reconocimiento de los PAMPs por parte de receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs de sus siglas en inglés) del propio fagocito. Un ejemplo muy
conocido de esta interaccion es la que se produce entre los B-glucanos de C. albicans y el receptor
CLECT7A (lectina tipo C, Dectinl) de los neutréfilos (Li et al., 2011). Tras el reconocimiento, tiene
lugar la internalizacion del patdégeno, un proceso mediado a través de lipidos de membrana y
reorganizaciones del citoesqueleto que concluye con la formacion del fagosoma. A continuacion, los
granulos primarios y secundarios se funden con el fagosoma descargando sus contenidos
antimicrobianos, que junto con especies reactivas de oxigenos (ROS de sus siglas en inglés)

provenientes de enzimas oxidantes como NADPH o MPO eliminan al patogeno.

1.4.3. Formacion de trampas extracelulares de neutrofilos: NETs

Pese a su gran potencial fagocitico y la elevada toxicidad de sus granulos, los neutréfilos se
encuentran con dificultades para acabar con ciertos patégenos, que por su gran tamafio o agresividad
escapan de estos mecanismos. En estos casos utilizan una estrategia mas potente: la formacion de
NETs. Las NETs se definen como mallas de ADN unidas a granulos que se liberan al medio
extracelular por los neutréfilos activados que inmovilizan y degradan bacterias y hongos (Brinkmann

et al., 2004). Desde su descubrimiento en 2004, multitud de estudios han revelado su relacion con
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diferentes patologias como enfermedades autoinmunes (Delgado-Rizo et al., 2017) o trastornos de
fertilidad (Hahn et al., 2012). Aunque en un principio se pensd que la formacion de NETs siempre
conllevaba el suicidio del neutréfilo, en 2012 se descubrié que en ciertas condiciones los neutrofilos
realizan una NETosis vital, en la que el ADN se libera a través de vesiculas endociticas de formas
mas rapida y sin necesidad de lisar la membrana celular como ocurre en la NETosis suicida (Yipp et
al., 2012). Las razones por las cuales un neutréfilo decide hacer NETosis todavia se desconocen con
detalle, sin embargo, ensayos in vivo realizados con un hongo dimoérfico como Candida albicans han
demostrado que los neutrdfilos son capaces de medir el tamafio de los hongos. Asi, si el tamafio es
reducido como en el caso de la forma conidia, el neutréfilo utiliza la fagocitosis, sin embargo, si el
tamafio es mucho mayor como ocurre en la forma hifa, la fagocitosis se inhibe y se desencadena la
formacion de NETs, por la traslocacion de la enzima elastasa al nucleo celular y la posterior

descondensacion de la cromatina (Branzk et al., 2014).
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Figura 3: Funciones antimicrobianas de los neutrofilos: Una vez en el foco de infeccion, los neutrofilos
pueden eliminar a los patégenos mediante diferentes mecanismos como la liberacion de granulos, la
fagocitosis o la formacion de NETs. Imagen modificada de (Kolaczkowska and Kubes, 2013).
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2. El tracto reproductor femenino

El tracto reproductor femenino (TRF) es el 6rgano responsable del mantenimiento de la
especie y tiene que permitir un ambiente favorable para la reproduccion, facilitando el paso de los
espermatozoides (alogénicos) y manteniendo el feto (semialogénico), sin comprometer la defensa
frente a posibles patogenos oportunistas o de trasmision sexual (Quayle, 2002). El TRF esta
compuesto por varias areas anatomicas que padecen cambios morfologicos a lo largo del ciclo
ovarico y se dividen en dos zonas en base a su estructura y funcion (Figura 4): el TRF superior es
estéril, engloba el oviducto, el utero y el endocérvix, y su funcion es albergar las principales
funciones reproductoras como la fecundacion, la implantacion y el desarrollo del feto. Por otro lado,
el TRF inferior estd compuesto por el ectocérvix, el fornix y la vagina, y no es estéril ya que se
encuentra en constante contacto con el exterior. Su funcion principal es el transporte de
espermatozoides hasta el TRF superior y proteger a la mucosa de posibles patdégenos a la vez que

permite la presencia de microbiota no perjudicial (Wira et al., 2015).

El TRF superior e inferior también poseen diferencias anatdmicas acordes con sus funciones.
El TRF superior presenta un epitelio simple columnar, mientras que el TRF inferior esta cubierto por
un epitelio estratificado escamoso compuesto por capas de células epiteliales basales, intermedias y
superficiales. El grosor del epitelio escamoso varia a lo largo del ciclo reproductor en ratones, sin
embargo en humanos se mantiene estable. La integridad del epitelio depende de las uniones estrechas
que se encuentran entre las células epiteliales, las cuales regulan el paso de moléculas entre el lumen
y el tejido interior (Wira et al., 2005a). En el TRF superior estas uniones recorren todo el epitelio
mientras que en el TRF inferior s6lo se encuentran en la capa basal, por tanto, la parte superficial del
epitelio tiene una integridad mucho menor que le hace mas susceptible a los patdgenos (Blaskewiz

2011).
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Figura 4: Esquema anatéomico e histolégico del sistema reproductor femenino humano. El aparato
reproductor femenino se divide en dos partes: el TRF superior que consta de ovarios, trompas de Falopio,
utero y endocérvix y el TRF inferior formado por el fornix, el ectocérvix y la vagina. Ademas el TRF superior
tiene un epitelio simple columnar mientras que el TRF inferior posee un epitelio estratificado escamoso.
Ilustracion modificada de (Wira et al., 2015).

2.1 Ciclo reproductor femenino

El ciclo sexual femenino es el proceso por el cual se desarrollan los gametos femeninos a la
vez que se prepara al utero para un posible embarazo. En €l se dan dos ciclos sincronizados en el
tiempo: el ciclo ovarico, dividido en la fase folicular y la fase litea, que consiste en la maduracion
de un foliculo, la expulsioén del ovocito y la generacion del cuerpo luteo y el ciclo endometrial,
dividido en la fase proliferativa y secretora, que conlleva cambios morfoldgicos en el ttero que lo
adecuan para recibir al ovocito en el caso de que sea fecundado. Si la implantacion no se produce, la
lamina funcional del endometrio se desprende produciendo el sangrado menstrual y el comienzo de
un nuevo ciclo. Este sangrado solo ocurre en algunos primates (humano, gorilas, chimpancés etc), la
musarafia elefante y los murciélagos de cola libre y nariz de hoja. Por el contrario, la mayoria de los
mamiferos tienen un ciclo reproductor sin menstruaciéon o ciclo estral que se divide en 4 fases:

proestro, estro, metaestro y diestro. Las diferencias entre ambos ciclos se muestran en la tabla 1.
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CICLO MENSTRUAL CICLO ESTRAL
Especies Algunos mamiferos La mayoria de los mamiferos
Endometrio Se desprende: menstruacion Se reabsorbe: no hay menstruacion
Duracion Humanos: 28 dias Ratones: 4-6 dias
Receptividad  Cualquier momento del ciclo Sélo durante el estro

sexual

Tabla 1: Principales diferencias entre el ciclo menstrual y el ciclo estral.

2.1.1 Ciclo hormonal

A pesar de estas diferencias, las variaciones hormonales en los dos casos son muy parecidas
(Figura 5). Ambos ciclos estan finamente regulados por un conjunto de hormonas a través del eje
hipotalamo-hipofiso-ovarico por un sistema de retroalimentacion (Tresguerres, 2005). La
estimulacion de las hormonas sexuales femeninas comienza con la secrecion de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GNRH, GNRHI1) en el hipotalamo. Esta hormona llega a la
adenohipofisis por la circulacion portal y estimula la sintesis de las hormonas gonadotropinas que
son la hormona luteinizante (LHCGR, LH) y la hormona foliculo estimulante (FSHB, FSH) en las
células gonadotropas de la adenohipofisis. La LH y la FSH comienzan a sintetizarse en la fase
folicular del ciclo, llegando a su punto maximo durante la ovulacion y realizan su accion sobre el
ovario: por un lado la FSH estimula el crecimiento de los foliculos ovaricos y es la responsable de la
produccion de 17p-estradiol (E2) durante la fase folicular. Por otro lado la LH provoca la rotura del
foliculo y la liberacion del 6vulo, induce la formacion del cuerpo lateo y su mantenimiento, con la
produccion de E2 y progesterona (P4), que a su vez inhiben la produccion de LH y FSH durante la

fase lutea.

27



Ciclo menstrual | FASE FOLICULAR ” FASE LUTEA |

Ciclo estral | DIESTRO " PROESTRO |I ESTRO “ METAESTRO " DIESTRO |
A _

H : \ pr e ) 4
e 0@ GO D & v
ovarico Maduracién . N "~ Degeneracién

del foliculo. ... Ovulacién Cuerpo liteo  del cuerpo liteo

1
Temperatura | 37c m
corporal

Hormona leuteinizante (LH)

I-.Iorrf\on.as | Hormona foliculo estimulante (FSH)
hipofisarias ;
™ | —
|
Estradiol : Progesterona
Hormonas (E2) ~_ ; (P4)
‘. l
ovaricas i
|
|
P —— I
I
0 1 L O]
'*}‘ : .}'.F.
Ciclo . | B

Ry poo il
endometrial 0‘

2 ; {S “f_'v._

ANl 0
Menstruacién Ovulacién Menstruacion
Dia 0 Dia 14 Diq 28 -
FASE PROLIFERATIVA FASE SECRETORA

Figura 5: Cascada de eventos y variaciones hormonales del ciclo reproductor femenino. El ciclo
reproductor femenino se divide en base a los eventos que ocurren en el ovario y el Utero. El ciclo ovarico
consta de dos fases: folicular, donde se desarrolla un nuevo foliculo, y lutea, donde se produce la produccién y
posterior degeneracion del cuerpo liteo. El ciclo endometrial, a su vez, consta de dos fases: la fase
proliferativa donde crece el endometrio necesario para la posible implantacion, y la fase secretora en la que el
endometrio se desprende si no se ha producido la fecundacion. Ademas las hormonas del eje hipofisis-ovario
(FSH y LH) varian a lo largo del ciclo, experimentando un pico durante la ovulacion. El pico de E2 sucede
durante la fase preovulatoria, mientras que el pico de P4 ocurre durante la fase litea acompafiado de una
concentracion moderada de E2. La disminucion de E2 y P4 provoca el inicio de la menstruacion al final de la
fase lutea. Ilustracion modificada de (Marieb, 2000).
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1. Hormonas ovaricas: P4y E2.

Las hormonas producidas en los ovarios son principalmente E2 y P4, aunque también se
producen pequeias cantidades de estrona, androstendiona y testosterona. Tanto el E2 como la P4 son
hormonas esteroideas de naturaleza liposoluble que se forman a partir del colesterol. La P4 es un
esteroide del grupo de las progestagenos que se genera a partir de la pregnolona al comienzo de la
cadena de biosintesis esteroidea. Los niveles plasmaticos de la P4 durante la fase folicular en
humanos son menores de 0,5 ng/ml. A partir de la ovulacion, el cuerpo luteo es el productor principal
de esta hormona, que puede llegar a 5-20 ng/ml durante la fase lutea (Mao et al., 2005). La P4 es la
encargada de inhibir la maduracion de otro foliculo, espesar el moco cervical para impedir la entrada
al utero de agentes extrafios (espermatozoides, patdgenos, etc.) e incrementar la temperatura
corporal. Sin embargo, su funcion principal es la generacion de todos los cambios morfoldgicos en el
utero para albergar al ovocito en el caso de que se produzca la implantacion. Si esto no ocurre el
cuerpo luteo se degrada, reduciéndose asi la concentracion de P4 al final de la fase lutea o diestro,
comenzando un nuevo ciclo. Si por el contrario se produce la fecundacioén, en humanos el cuerpo
luteo seguird produciendo P4 hasta la semana 10 del embarazo, en la que sera sustituido por la

placenta.

El E2 es el estrogeno mas potente secretado por el ovario. Se produce a través de la
conversion de androgenos a estrégenos por la enzima aromatasa en la ultima etapa de la biosintesis
esteroidea. Las hormonas gonadotropinas fomentan la produccion creciente de E2 durante la fase
folicular del ciclo, que llega a su punto maximo en plasma en la etapa preovulatoria, alcanzando los
100-300 pg/ml. Durante la ovulacion, la concentracion de E2 cae drasticamente y vuelve a
restaurarse moderadamente a lo largo de la fase lutea (25-35 pg/ml), utilizando como fuente el
cuerpo luteo (Mao et al., 2005; Paharkova-Vatchkova et al., 2004). Finalmente, la degradacion del
cuerpo luteo provoca la disminucién del E2 y con ello el final del ciclo. Entre las funciones

reproductoras del E2 destaca el crecimiento del endometrio y el mantenimiento de los ovocitos
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durante la fase proliferativa, como también el desarrollo de los caracteres sexuales o el
mantenimiento del embarazo. Existen otras fuentes de E2 fuera del sistema reproductor como el
tejido adiposo, el cerebro o las paredes arteriales. Ademas, el E2 ejerce importantes funciones extra
reproductoras como la remodelacidon dsea, la produccion de proteinas hepaticas o la proteccion

neuronal frente a agentes oxidantes (Behl et al., 1995; Borjesson et al., 2013).

2. Receptores de P4y E2

Las hormonas esteroideas son capaces de entrar a las células de forma libre difundiendo en la
membrana plasmatica debido a su naturaleza lipofilica. Dentro de la célula realizan sus funciones
mediante la unién a sus receptores, principalmente nucleares, que funcionan regulando la
transcripcion de genes. Aunque en su descubrimiento se penso que los receptores se encontraban en
el citoplasma y translocaban al nucleo al interactuar con su ligando (Gorski et al., 1969), hoy en dia
se acepta que la mayoria de estos receptores se encuentran en los nticleos de forma inactiva. La union
de las hormonas con sus receptores induce cambios conformacionales en su estructura terciaria que
facilitan la unién al ADN y su actuacion como factores de transcripcion, regulando la activacion o la

inhibicion de la expresion de genes (Lasarte et al., 2013b; Scarpin et al., 2009).

El receptor nuclear de P4 (PR) tiene dos isotipos (PR-A y PR-B) que provienen del mismo
gen y se diferencian en 165 aminoacidos en su zona N-terminal de la isoforma B que determina su
funcion (Conneely et al., 1989; Kastner et al., 1990). Ademas, en 2003 se describid el receptor de
membrana (PGRMC) en humano y ratén del cual hoy se conocen hasta cinco subtipos (Zhu et al.,
2003). Los PGRs pueden interactuar entre ellos o con otros receptores esteroideos. Asi, se ha visto
que PR-A es capaz de inhibir a PR-B y al receptor de estradiol (ESR1), lo que justifica su actividad
antiestrogénica. Los PR se expresan en diferentes drganos ademas del sistema reproductor como la

médula 6sea, el sistema nervioso o el hueso (Graham and Clarke, 1997).
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El E2 tiene dos tipos de receptores nucleares, ESR1 (ERa) y ESR2 (ERB) que comparten
cierta analogia pero provienen de genes distintos y se distribuyen de forma heterogénea (Dechering
et al., 2000). Varios estudios han demostrado que ESR1 est4 altamente expresado en el epitelio y los
fibroblastos vaginales, mientras que se han encontrado baja expresion o la completa ausencia de
ESR2 (Li et al., 2016b). En el modelo de ratén deficiente para este receptor (Esr1”") se han visto
anulados la proliferacion del epitelio vaginal y su cornificacion epitelial durante el estro, sugiriendo
que este receptor es esencial en este aspecto (Cooke et al., 1998). Ademas de los receptores
nucleares, el E2 también puede interaccionar con el receptor de E2 de membrana acoplado a proteina
G (GPER1), descrito en 1997 en la linea celular de cancer de mama MCF-7 (Carmeci et al., 1997).
Este receptor realiza su accion a través de procesos no transcripcionales, por tanto es capaz de llevar
a cabo efectos mas rapidos. Por ultimo, se ha visto que el E2 también puede ejercer una accion
antioxidante a nivel neuronal sin necesidad de receptor (Jie Cui 2013). Los receptores nucleares de
E2 se encuentran expresados en multitud de tejidos ademas del sistema reproductor femenino como

el hipotalamo, el intestino, el rifion, el sistema inmune o el hueso (Kuiper et al., 1997).
2.1.2 Ciclo histologico vaginal

Durante el ciclo reproductor femenino existen cambios morfoldgicos en el epitelio y el
contenido del lumen vaginal influenciados por las concentraciones circulantes de las hormonas
sexuales (Figura 6). Esta observacion fue descrita por primera vez en 1917 por el médico George
Papanicolau, quien correlaciond las variaciones en el patron citologico e histologico de las muestras
vaginales con los eventos del ovario durante el ciclo reproductor en cobayas (Stockard and
Papanicolaou, 1917). Més tarde corrobor6 estos datos en el ciclo menstrual humano analizando frotis
vaginales en diferentes estados (fértiles, embarazadas, postmenopausicas...etc) (Diamantis and

Androutsos, 2008). Aunque el ciclo estral y menstrual difiere en algunos aspectos, nos centraremos
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en explicar la histologia vaginal del ciclo estral murido ya que es el modelo experimental que hemos

utilizado en este trabajo.

Al comienzo del proestro (15-20h) se observa un epitelio estratificado escamoso, compuesto
por varias capas de células epiteliales nucleadas sin infiltracion de neutréfilos (Schaefer et al., 2014).
Conforme va avanzando esta fase, el epitelio prolifera por la accion directa del E2, llegando a
duplicar el numero de capas durante el estro (15-20h). Ademas, la parte apical del epitelio comienza
a cornificarse, iniciando la formacion del estrato corneo, capa de células muertas y planas totalmente
keratinizadas (Terui, 2000). Esta remodelacion tisular esta regulada por senales producidas por los
fibroblastos del estroma vaginal en respuesta a E2 a través del ESR1 (Buchanan et al., 1998; Nelson
et al., 1991). Ademas, el E2 también induce la secrecion de moco y depdsitos de glucogeno en la
zona apical del epitelio (Farage and Maibach, 2006). Durante el estro se detectan gran cantidad de
células epiteliales piramidales en el lumen vaginal que se descaman por el proceso de keratinizacion.
A continuacién, durante el metaestro (15-20h) la concentracién de E2 baja y se reduce el nimero de
capas de células en el epitelio. Comienza la infiltracion de neutrofilos al epitelio (Schaefer et al.,
2014) y lumen vaginal (Sonoda et al., 1998), que se caracteriza por la presencia de células epiteliales
keratinizadas y neutrofilos. Durante el diestro (2-3 dias) el epitelio es todavia mas fino, las células
epiteliales adquieren una morfologia cubica nucleada y los neutrofilos son las células mas
abundantes en el lumen vaginal. Al final del diestro los niveles de E2 comienzan a aumentar de
nuevo, el epitelio empieza a proliferar y desaparecen los leucocitos del lumen vaginal con el

comienzo de un nuevo proestro.
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PROESTRO ESTRO METAESTRO DIESTRO

Figura 6: Fotografias de citologia vaginal representando cada fase del ciclo estral. El proestro esta
caracterizado por la infiltracion de células epitelilales nucleadas (flecha blanca). El estro contiene células
epiteliales cornificadas sin nucleo (triangulo negro), las cuales perduran durante el metaestro con infiltracion
de polimorfonucleares (flecha negra). Durante el diestro se encuentran los tres tipos celulares con abundancia
de polimorfonucleares. Imagenes modificadas de (McLean et al., 2012).

2.2 Sistema inmune en el tracto reproductor femenino

El sistema inmune del TRF tiene que mantener un ambiente favorable para la reproduccion
sin comprometer la defensa frente a posibles microorganismos patoégenos (Quayle, 2002). Por tanto,
debe generar tolerancia al espermatozoide, el embrioén y el desarrollo del feto sin comprometer la
defensa frente a microorganismos oportunistas, patégenos o de trasmision sexual. Actualmente se
piensa que las hormonas sexuales femeninas son las encargadas de coordinar los eventos
reproductores con la defensa (Wira et al., 2015). Se ha observado que la microbiota vaginal aumenta
progresivamente en la fase folicular, llegando a su punto méximo durante la ovulacion, coincidiendo
con el pico de E2, y disminuye durante la fase lutea a la vez que aumenta la P4 (Eschenbach et al.,
2000; Gajer et al., 2012). Ademds, se ha observado que el tratamiento con E2 aumenta la
inefectividad contra C. albicans (Fidel et al., 2000; Relloso et al., 2012b), virus simple del herpes
genital (Walker et al., 1997), Chlamydia trachomatis (Kaushic et al., 2000), Toxoplasma gondii
(Walker et al., 1997), y Listeria monocytogenes (Pung et al., 1985) entre otros. También reduce la
capacidad de presentar antigenos de las células dendriticas (Lasarte et al., 2013a; Relloso et al.,
2012a) y las células epiteliales vaginales (Wira et al., 2005b). Estos cambios sugieren un estado de

permisividad inmune durante la fase ovulatoria (alta concentracion E2), que permitiria la
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supervivencia de los espermatozoides y su transporte al itero, y posteriormente una restauracion del
sistema inmune durante la fase litea (alta concentracion P4), que ayudaria a combatir las posibles
infecciones ocasionadas durante la ventana de vulnerabilidad de la fase ovulatoria (Dunbar et al.,

2012; Wira and Fahey, 2008; Wira et al., 2015).

2.2.1. Células epiteliales

Las células epiteliales son parte del sistema inmune de la mucosa y colaboran en la
proteccion contra los microorganismos a lo largo del TRF (Wira et al., 2005a). Ademas de presentar
una barrera fisica, el epitelio del TRF produce moléculas antimicrobianas, expresa TLRs capaces de
detectar sefiales de peligro, secreta citoquinas proinflamatorias (Wira et al., 2005a) e incluso presenta
antigenos (Wira et al., 2002). Todas estas funciones estan reguladas por las hormonas sexuales para
coordinarlas con el ciclo reproductor. Por ejemplo: 1.- el E2 es capaz de disminuir la resistencia del
epitelio (TER) cervicovaginal, aumentando su permeabilidad en las mujeres premenopausicas
(Gorodeski, 2007), 2.- durante la fase periovulatoria la produccidon de proteinas antimicrobianas
como DEFA1 y DEFBI (defensina oy ) o PI3 (elafina) disminuye en el TRF inferior para facilitar
la supervivencia de los espermatozoides depositados en la vagina y aumenta en el TRF superior para
prevenir el ascenso de posibles patdgenos. 3.- la produccion de proteinas proinflamatorias como IL6
o IL8 disminuye en ambas zonas (Hickey et al., 2013b). 4.- en el TRF humano se ha descrito la
expresion de los TLR1-9, que se distribuyen de forma asimétrica: el TLR2 y TLR4 (deteccion de
bacterias) se expresan mas en el utero mientras que TLR7, TLR8 y TLR9 se encuentran por igual en
ambas zonas y 5.- el E2 también modifica la expresion de TLR2 y TLR6 en la vagina ante una

infeccion con C. albicans (Wagner and Johnson, 2012).
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2.2.2 Células del sistema inmune

La distribucion de leucocitos en el TRF ha generado bastantes discrepancias debido a las
variabilidades entre los ciclos ovaricos, los métodos analiticos y los anticuerpos utilizados para
determinar las poblaciones inmunes (Lee et al., 2015). En humanos los leucocitos ocupan entre un 6-
20% de células en el TRF, siendo mas abundantes en el TRF superior. Los linfocitos T son las
células inmunes mayoritarias en todo el TRF, representando un 30-60%. Al contrario que ocurre en
la sangre, el nimero de CD8 es mayor que el de CD4 (Givan et al., 1997). Aunque existen ligeras
variaciones entre las zonas anatomicas, la segunda poblacion mas importante son las células NK,
seguidas de los macrofagos, granulocitos, células dendriticas y una poblacion minima de linfocitos
B. Mientras que en el TRF inferior estas poblaciones se mantienen estables a lo largo del ciclo
reproductor (Patton et al., 2000), en el endometrio, al final de la fase secretora, aumenta la
proporcidon de mastocitos, macrofagos y neutrdfilos respecto a los linfocitos debido al contexto
inflamatorio de la menstruacion (Salamonsen and Woolley, 1999). En roedores no se conocen tantos
detalles, aunque estudios inmunohistologicos en ratas han revelado que: 1.- al contrario que en los
humanos, el TRF inferior presenta mas cantidad de leucocitos que en el TRF superior. 2.- las
poblaciones de células del sistema inmune varian a lo largo del ciclo reproductor, siendo mas
abundantes durante el estro en el utero y en el diestro en la vagina, sugiriendo un mecanismo de

proteccion inmune tras el posible apareamiento producido durante el estro (Kaushic et al., 1998).

1. Ciclo de neutrdfilos en el lumen vaginal

En 1917 George Papanicolaou describié por primera vez los cambios citoldgicos de la vagina
a lo largo del ciclo reproductor (Diamantis and Androutsos, 2008). Dentro de estos cambios observo
la presencia de leucocitos en el lumen vaginal durante el metaestro y el diestro, y una desaparicion
durante el proestro y estro (ovulacion) (Papadopoulou et al., 2015). Posteriormente, por técnicas

inmunohistoquimicas, se observo que estos leucocitos que se infiltraban en el tejido vaginal durante
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el metaestro tenian aspecto polimorfonuclear y se correspondian con los neutréfilos (Nellor, 1966).
Actualmente la presencia de los neutrofilos durante el ciclo vaginal no se conoce con detalle, por
ejemplo, el mecanismo molecular que dirige la migracion de los neutréfilos al lumen vaginal apenas
estd documentado. Se ha descrito la presencia de numerosas citoquinas y quimioquinas en el lavado
vaginal (Lindqvist et al., 2009) que podrian intervenir en la atraccion de neutréfilos hacia el lumen
como CXCL1(KC) (Hickey et al., 2013a, b), y CXCL2 (MIP2), la cual parece tener un papel
importante en la salida de neutréfilos a la vagina en ratonas durante el metaestro (Sonoda et al.,

1998).

2. Receptores de P4y E2 sobre el sistema inmune

Las hembras tienen mayor respuesta inmune que los machos. Asi, las mujeres padecen menos
infecciones, eliminan mas rapido los patdgenos y responden mejor a las vacunas, sin embargo, sufren
mas enfermedades autoinmunes (Bouman et al., 2005). Ademas, practicamente todas las células
inmunes expresan los receptores de E2 y P4 (Chao, 1996). Esto sugiere que las hormonas sexuales
podrian jugar un papel en la regulacion de la inmunidad. Los neutréfilos, las células protagonistas de
este trabajo, expresan los receptores nucleares ESR1, ESR2 y PGR en sangre y médula 6sea (Lasarte
et al., 2016). Recientemente, también se ha descubierto la expresion de GPER en neutrofilos
humanos (Flores, 2015). Probablemente por estos motivos se han descrito una gran variedad de
efectos hormonales sobre los neutrofilos: 1.- variacion del numero de neutréfilos en sangre y vagina
durante el ciclo ovarico (Bouman et al., 2001), 2.- en sus funciones antimicrobianas como la
quimiotaxis (Miyagi et al., 1992), 3.-en la generacion de NETs (Giaglis et al., 2016) o 4.- su
capacidad candidacidal (Lasarte et al., 2016). Existe bastante discrepancia respecto al efecto de
ambas hormonas en cada una de las funciones, seguramente debido a que se suelen utilizar
neutrofilos de sangre o de médula dsea en vez de obtenerlos de los tejidos y a las diferentes
concentraciones de hormonas en los ensayos ex vivo, ya que el E2 y P4 pueden tener actividad tanto

antiinflamatoria como proinflamatoria dependiendo de la concentracion utilizada. A pesar de ello, el
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E2 parece tener un efecto antiinflamatorio en concentraciones fisiologicas de la ovulacion (1077 M),
mientras que la P4 puede tener efectos inmunoactivadores durante la fase lutea (10° M) o por el

contrario inmunosupresores durante el embarazo (10”M).
2.2.3. Respuesta frente a infecciones: Candida albicans

Las candidiasis superficiales mucocutdneas (oral, vaginal, esofagica, etc.) son muy comunes,
generan muchas consultas médicas, pérdida de productividad y pueden producir complicaciones
importantes como esterilidad, alteraciones del embarazo, transmision de virus, etc. C. albicans es la
causante principal de la candidiasis vulvovaginal (VVC, de sus siglas en inglés), la cual padeceran 3
de cada 4 mujeres al menos una vez en su vida (entre el 5-8% de forma recurrente). Entre un 20-50%
de las mujeres tienen Candida spp en su mucosa vaginal de forma asintomatica. Aunque no se sabe
la causa precisa que genera el desencadenamiento de la infeccion y sus sintomas, existen muchos
factores que predisponen su desarrollo como: un estado de inmunosupresion, cambios hormonales, la
toma de antibidticos, anticonceptivos, tratamiento hormonal sustitutorio o diabetes entre otros (Ilkit

and Guzel, 2011; Naglik et al., 2014).

Debido a la importancia de la VVC en la salud femenina, se han realizado muchos estudios
para entender el papel del sistema inmune en la infeccion de C. albicans (Romani, 2011).
Actualmente se conocen variedad de PRRs expresados en el epitelio vaginal o células del sistema
inmune innato que son capaces de reconocer proteoglicanos de la pared de C. albicans como
TLR2/4, CLEC7A (Dectin-1), CLEC6A (Dectin-2), MRC1 (CD206, Receptor de manosa) o CD209
(DC-SIGN) (Netea et al., 2015). Aunque la relevancia de algunos de ellos todavia no estd muy clara,
se ha descrito que defectos en MRC1 o en CARDO, proteina adaptadora de la via de CLEC7A, estan
asociados a susceptibilidad ante infecciones de C. albicans (Netea et al., 2015). La interaccion del
hongo con estos PRRs desemboca en la produccion de alarminas S100A8 y S100A9 por parte del

epitelio, proteinas de union al calcio con actividad antimicrobiana que parecen ser esenciales en la
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defensa contra C. albicans (Yano et al., 2014). La respuesta Th17 es fundamental para unir la
respuesta innata y adaptativa, y ha demostrado ser importante en la candidiasis sistémica y vaginal
(Lasarte et al., 2013a; Romani, 2011). Por el contrario, el papel de los neutrofilos en la VVC ha
generado mucha controversia. La deplecion de estas células con anticuerpos ha demostrado que su
presencia en el lumen vaginal es irrelevante en la resolucion de la infeccion (Peters et al., 2014; Yano
et al., 2012), lo que revela una proteccion irrelevante de los neutréfilos. En contraposicion, otros
estudios mas recientes han revelado la importancia de la respuesta inmune innata en la regulacion de
la VVC y el papel fundamental que juegan los neutrofilos (Lasarte et al., 2016; Naglik et al., 2014).
Nuestro trabajo pretende aportare mas datos para entender el papel de los neutréfilos en la VVC.
Ademas de los factores inmunes no se pueden descartar otras causas que también pueden tener un
efecto en el desarrollo de la VVC como el pH vaginal, la composicion bacteriana de la microbiota

vaginal o la morfologia de la candida y su transicion de levadura a hifa (Vylkova et al., 2011).

2.2.4. Respuesta frente a espermatozoides

El semen esta formado por el plasma seminal (PS) y millones de espermatozoides (sp). En
humanos y ratones el eyaculado se deposita en la parte anterior de la vagina, muy cerca del
ectocervix (Suarez and Pacey, 2006) y en cuestion de minutos, los espermatozoides comienzan a
ascender para atravesar el canal del cérvix. Tras cruzarlo llegan al utero, donde las contracciones
musculares permiten que varios miles alcancen el oviducto o trompas de falopio, donde se producira
la fecundacién y varios dias después la implantacion del embrion en el tero. En los mamiferos los
espermatozoides se pueden acumular en las criptas del oviducto donde puede sobrevivir hasta cinco

dias en humanos (Suarez and Pacey, 2006; Wilcox et al., 1995)

Debido a que el espermatozoide es una célula alogénica para la mucosa femenina, ésta lo
considera un agente exogeno del que debe defenderse y por tanto generar una respuesta inmune

(Brazdova et al., 2016). Las primeras observaciones acerca de la antigenicidad de los
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espermatozoides datan de 1932, cuando Baskin detectd anticuerpos anti espermatozoides (ASAs, de
sus siglas en inglés) circulantes en mujeres a las que habia inyectado semen de sus maridos (Baskin,
1932). Mas adelante, en 1950, Wilson observd ASAs aglutinados sobre los espermatozoides en
hombres con problemas de fertilidad (Wilson, 1954). Actualmente se conoce la presencia de ASAs
en la sangre, la linfa, el PS o el moco cervico-vaginal (Brazdova et al., 2016). Aun asi, la correlacion
entre los anticuerpos contra el esperma y la infertilidad es controvertida (Clarke, 2009 205; Naz,
2011 248). Los espermatozoides se consideran débilmente inmunogénicos porque inducen bajos
niveles de IFN-y (Lasarte et al., 2013a; Witkin and Chaudhry, 1989 210). Por lo tanto, la mayor parte
de la investigacion sobre factores asociados con la infertilidad/fertilidad se ha realizado sobre las
respuestas inmunes y las citoquinas inducidas por el PS (Politch et al., 2007 247; Robertson et al.,
2013 255). Por otra parte, se ha establecido una correlacion entre eventos que generan respuesta
Th17 e infertilidad como: mujeres celiacas (Choi et al., 2011; Fernandez et al., 2011), infecciones
fingicas masculinas y femeninas (Nagy and Sutka, 1992 230; Ulcova-Gallova, 1997 231) o
infecciones bacterianas como Chlamydia (Blum et al., 1989 229). Ademas, se ha demostrado que los
espermatozoides humanos contienen hasta 80 antigenos, 12 de los cuales estan relacionados con
infertilidades (Nowicka-Bauer et al., 2016). Por tultimo, también se ha demostrado que los
espermatozoides producen una respuesta Th17 como cualquier otro patdégeno extracelular (Lasarte et

al., 2013a).

Un gran niimero de neutréfilos son reclutados en el cérvix y el Utero tras una inseminacion
como ocurriria en un proceso inflamatorio (Phillips and Mabhler, 1977). El papel de estos neutrofilos
es eliminar el exceso de esperma o los restos celulares y posibles patogenos que lo acompafian
principalmente mediante fagocitosis (Strzemienski, 1989). Ademas, ensayos in vitro han mostrado
que los neutréfilos también forman NETs frente a espermatozoides equinos, los cuales se defienden
mediante una enzima con actividad DNAsa del PS que destruye estas NETs (Alghamdi and Foster,

2005), aunque la presencia de NETs en el TRF se ha relacionado con problemas de fertilidad,
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preeclampsia y abortos (Hahn et al., 2012). Pese a su caracter antigénico, el espermatozoide no debe
ser eliminado para que se permita la reproduccion, por lo tanto el PS contiene diferentes citoquinas,
hormonas y factores de crecimiento que nutren y protegen a los espermatozoides en su viaje hasta la
fecundacion del ovocito (Robertson and Sharkey, 2016). El PS se genera en la prostata, la vesicula
seminal y el epididimo y contiene moléculas con la capacidad de sefializar a las células del TRF,
inhibiendo la respuesta inmune para facilitar la supervivencia de los espermatozoides y garantizar la
fecundacion (Chow et al., 2003). Una de las moléculas mas abundantes del PS es la citoquina
antiinflamatoria TGFB1 (TGF-B) (Sharkey et al., 2012), la cual reduce la secrecion de citoquinas
inflamatorias en el epitelio del TRF y esta relacionada con la proliferacion de células T reguladoras
en cérvix y endometrio, favoreciendo un ambiente tolerogénico para el espermatozoide (Robertson et
al., 2013). Ademas, sabemos que durante el momento de la ovulacion los neutrdfilos desaparecen del

lumen vaginal, aunque el mecanismo que dirige la migracion de los neutréfilos es desconocido.
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Justificacion del estudio

La candidasis vulvovaginal (VVC) es una causa importante de morbilidad que afecta a 3 de
cada 4 mujeres al menos una vez en su vida. Los desequilibrios hormonales representan un factor de
riesgo, lo cual explica por qué situaciones como el embarazo, el uso de anticonceptivos hormonales e
incluso el periodo ovulatorio predisponen a esta infeccion. C. albicans es un hongo patdégeno
oportunista y el agente causante del 85-90 % de las candidiasis. El uso de antifingicos ha reducido la
prevalencia de C. albicans, pero ha aumentado la incidencia de otras especies y la aparicion de cepas

resistentes, lo que ha generado una carrera multimillonaria con enormes implicaciones financieras.

En 1917 George Papanicolaou describié que durante el ciclo ovarico existen variaciones en la
presencia de neutrofilos en el lumen vaginal, que se correlacionan con los eventos en el ovario. Asi,
durante la ovulacion (alta concentracion de E2) los neutrofilos desaparecen del lumen vaginal
generando una ventana de vulnerabilidad que permite las funciones reproductoras, mientras que
durante la fase lutea (alta concentracion de P4) los neutréfilos salen al lumen vaginal restaurando la
inmunidad. Los neutrofilos son células inmunes responsables de la resolucion de las infecciones
fingicas por lo tanto conocer el papel de las hormonas sobre ellos puede resultar de gran relevancia

en el disefno de nuevas estrategias para combatir la VVC y los trastornos reproductivos.

Hipotesis

El estradiol y la progesterona regulan la migracion y actividad de los neutrofilos en el tracto
reproductor femenino durante el ciclo ovarico para conciliar las funciones reproductoras con la

inmunidad.
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Objetivos

1.  Estudiar el efecto del estradiol y la progesterona sobre la presencia de neutrofilos en el

lumen vaginal y el tracto reproductor femenino.

2.  Determinar los mecanismos involucrados en Ia migracion transepitelial de los

neutréfilos en la vagina y la posible influencia de las hormonas sexuales femeninas sobre ellos.

3.  Analizar el efecto de las hormonas sexuales femeninas sobre la capacidad

candidacidal de los neutroéfilos.

4. Estudiar el mecanismo de migracion de los neutrdfilos en la vagina y su capacidad

candidacidal en el modelo secuencial de hormonas y el ciclo estral natural.
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Materiales y métodos

1.Ratones

Los procedimientos que involucran el mantenimiento y cuidado de los animales se aprobaron
por la Comunidad de Madrid (PROEX 147-14, 276-15 y 259-16). Los modelos de ciclo ovéarico se
realizaron con ratonas BALB/c (inbread, MHC: H-2d) y C57BL/6 (inbread, MHC: H-2b): Wt,
Cxcr2” (Drechsler et al., 2010) y EsrI”(B6N(Cg)-=""*25/] JAX stock #026176). Como donantes de
espermatozoides se utilizaron machos CD1 (outbread). Los ratones se obtuvieron de los laboratorios
Charles River, CNIC y Jackson y se mantuvieron bajo condiciones libres de patogenos especificos
(SPF, de sus siglas in inglés) en las instalaciones del animalario del Hospital Gregorio Marafion, del

Hospital 12 de Octubre y del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC).

2.Modelos de ciclo ovarico

2.1 Modelo de ciclo ovarico con hormonas exogenas

Para mimetizar las diferentes fases del ciclo ovarico in vivo se puso a punto un modelo de
tratamiento hormonal controlado en el cual se utilizaron ratonas BALB/c de 4 semanas de edad (13-
15 gramos). Se eligieron ratonas jovenes que no hubieran entrado en ciclo para evitar posibles

cambios o alteraciones en los drganos sexuales anteriores al tratamiento.

Ovariectomia

Para evitar la produccion endégena de hormonas se realizd una ovariectomia bilateral bajo
condiciones de anestesia inhalatoria con Sevofluorano (Abbvi) siguiendo el protocolo descrito

anteriormente (Lasarte et al., 2013a). A continuacion, se realizaron dos incisiones a ambos lados de
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la parte baja de la espalda y la herida se tratdé con dos gotas de 1% Lidocaina (B. Braun) como
anestésico local. Dentro de la misma zona se realizo un corte en el peritoneo, se hizo una ligacion y
se extirpd el ovario cortando unos milimetros mas abajo de la unidon al oviducto. Finalmente, se
cosieron las heridas interna y externa (peritoneo y piel) con hilo de sutura de 6/0. Se administr6 2

mg/ml de Ibuprofeno en el agua durante las 24 horas siguientes a la operacion.
Tratamiento hormonal

Tras dos semanas de recuperacion después de la cirugia, se suministro la primera dosis del
tratamiento hormonal. En este trabajo se han utilizado dos modelos de ciclo ovarico con tratamiento

hormonal ex6geno que se describen a continuacion:

2.1.1 Modelo de hormona simple

Para conocer el efecto directo de cada hormona se puso a punto un modelo de hormona tnica
representativa de cada fase del ciclo. Las hormonas se diluyeron en 100 ul de aceite de sésamo
(Sigma Aldrich) que se administraron por via subcutdnea con una aguja de 25G (0,5x16mm). A las

ratonas control (vehiculo) se les administro 100 pl de aceite de sésamo.

o Para mimetizar la fase pre ovulatoria (pico de E2) se administraron 0,02 mg de
E2 (Calbiochem), concentracion en suero 256+75 pg/ml (Relloso et al., 2012a) dentro del
rango fisiologico 100-200 pg/ml (Mao et al., 2005; Paharkova-Vatchkova et al., 2004).

o En el caso de la fase lutea o diestro (pico de P4) se inyecto6 a las ratonas 0,02
mg de P4 (Calbiochem), concentracion en suero 5 ng/ml (Lasarte et al., 2016) dentro del

rango fisiologico 5-20 ng/ml durante la fase latea (Mao et al., 2005).

El tratamiento hormonal se repitié cada cuatro dias para mantener las concentraciones de

hormonas deseadas. En ambos casos se hizo el estudio anatomopatoldgico del epitelio del tejido
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vaginal (AnaPath acreditacion ISO 9001:2008) por microscopia para corroborar que las dosis

correspondieran a las fases del ciclo indicadas (Figura 7).

Figura 7: Tincion de hematoxilina-eosina del epitelio vaginal bajo el tratamiento de E2 y P4.
Lu: lumen, SC: estrato corneo, EP: epitelio, ST: estroma.

A las ratonas ovariectomizadas y tratadas con hormonas se les inocularon en la vagina los
estimulos exogenos (espermatozoides y C. albicans) mientras que a las ratonas control (no infectado)
se le inocul6 solo PBS 3 dias después de la primera dosis de tratamiento hormonal. La preparacion
de estos estimulos se explica mas adelante. Los ratones se sacrificaron y las muestras se analizaron a

diferentes tiempos como se indica en la figura 8.
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Figura 8. Esquema temporal del modelo de ciclo ovarico de hormona unica.
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2.1.2 Modelo de combinacion de hormonas

Para conocer el efecto de la administracion de hormonas de forma consecutiva como ocurre
en el ciclo real, se puso a punto el modelo de combinacién de hormonas. Para mimetizar el pulso de
E2 del proestro se administraron 0,006 mg de E2 (Calbiochem) disuelto en aceite de sésamo. 72
horas después (el mismo dia que el estimulo) se administr6 una segunda dosis de tratamiento

hormonal que consistié en 0,02 mg de E2, 0,02 mg de P4 o vehiculo (Figura 9).

5;}: 1.er tto. hormonal ;:‘;'-? 2.° tto. hormonal
Inseminacién /
Infeccién {
E2 f E2/VH/P4 ¢

3
19

-3 -2 -1 1 2

24h 36h Andlisis

Figura 9. Esquema temporal del modelo de ciclo ovarico de combinacion de hormonas.

2.2 Modelo de ciclo ovarico natural

Finalmente, para estudiar los cambios que suceden en el ciclo ovarico real, se puso a punto el
modelo de ciclo ovérico natural. En este caso se utilizaron ratonas BALB/c de 6-8 semanas de edad
sin ovariectomizar y sin tratamientos hormonales. Para determinar las diferentes fases del ciclo
(proestro, estro, metaestro y diestro) se realizaron frotis vaginales recogiendo 10 pl de secrecion
vaginal con una pipeta de 20 pl. Las muestras se extendieron en un porta y se observaron por
microscopia Optica de fase. Las ratonas se dividieron segun su fase del ciclo en base a los siguientes

criterios celulares como se explica en la tabla 2:
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FASE DEL CICLO CARACTERISTICAS CELULARES DEL FROTIS
VAGINAL
PROESTRO Células epiteliales nucleadas redondas.
ESTRO Células epiteliales sin nucleo, pentagonales y queratinizadas.
METAESTRO Células epiteliales sin nucleo, pentagonales y queratinizadas junto
con algunas células polimorfonucleares.
DIESTRO Muchas células polimorfonucleares.

Tabla 2: Criterios celulares utilizados para clasificar cada fase del ciclo estral.

Una vez clasificadas, se realiz6 una infeccion con C. albicans o una inseminacion siguiendo
el protocolo que se explica més adelante. A las ratonas sin infectar se les inocul6 20 pl de PBS en la
vagina. Las ratonas se sacrificaron 12 horas tras la inoculacion del estimulo (Figura 10).

ft=0 ’ Inseml.rjacwn/
Infeccién

12h
[ Proestro

§1=0 3 Estro
] Metaestro
] Diestro

12h

f =0

12h -y of  T12n

Figura 10. Esquema temporal del modelo de ciclo ovarico natural.

3. Inseminacion e infeccion vaginal

Con el objetivo de estudiar la migracion de los neutrofilos en el aparato reproductor
femenino, se utilizaron dos estimulos diferentes: C. albicans como estimulo patogénico y
espermatozoides como estimulo natural en la reproduccién, y se compararon con las ratonas tratadas
solo con PBS. 72 horas tras el primer tratamiento hormonal se inocularon en la vagina 2 x 10°

unidades de C. albicans 6 5 x 10° espermatozoides diluidos en 20 pl de PBS estéril. La inoculacion
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se realiz6 con una pipeta de 20 pl insertando la punta 4 mm en la entrada de la vagina con mucho
cuidado para no dafiar. A las ratonas sin infectar se les inoculd 20 pl de PBS. La preparacion de

ambos indculos se explica a continuacion:

3.1 Recogida de espermatozoides

Los espermatozoides se obtuvieron de los vasos deferentes de ratones CD1 Crl: CD1 (ICR)
adultos (8-10 semanas). Al comienzo, los ratones se sacrificaron por sobredosis de CO, para extraer
los vasos deferentes. Se realizé una incision en la parte baja del abdomen, se abri6 el peritoneo y se
extrajeron los conductos deferentes. Para ello, se realiz6 un corte en su unién a la vesicula seminal,
diseccionando el vaso deferente, separandolo de la arteria espermatica interna y finalmente cortando
su union al epididimo. Los vasos se depositaron en una placa petri con PBS estéril y los
espermatozoides se extrajeron cuidadosamente por prensado longitudinal con la ayuda de pinzas de

microcirugia estériles. Una vez recogidos, se centrifugaron y se resuspendieron en PBS (20

pl/hembra).

3.2 Preparacion de C. albicans

Para los experimentos in vivo se utilizé la cepa C. albicans SC5314 (ATCC-MYA-2876)
procedente de un aislado clinico y de uso comun en el laboratorio. Se sembraron en placas de Agar
Sabouraud dextrosa con cloranfenicol (Conda) y se incubaron a 30°C la noche anterior al
experimento. Al dia siguiente, se resuspendieron en PBS estéril y se hicieron diluciones seriadas
(1:10 y 1:100) para su recuento al microscopio optico en la camara de Neubauer. La concentracion

final del indculo se ajusté a 1x10® candidas/ml.
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4. Extraccion y analisis del lavado vaginal

La secrecion vaginal se recogié mediante cuatro lavados de la cavidad vaginal con 50 pl de
PBS estéril, utilizando una pipeta de 100 pl insertando la punta 4 mm en la entrada de la vagina con
mucho cuidado para no dafiar. 50 pl de la secrecion se plaquearon en medio de agar Sabouraud
dextrosa con cloranfenicol a diferentes diluciones en agua destilada (original, 1:10 6 1:100) para
determinar la carga fingica o niumero de UFCs (Unidades formadoras de colonias) de C. albicans.
Para cuantificar el nimero de neutrofilos las muestras se analizaron y procesaron por citometria de
flujo como se explica en el apartado correspondiente. Por ultimo, la concentracion de Cd44 soluble
del lavado vaginal se midi6 mediante un ensayo inmunoenzimatico (Sandwich-ELISA) utilizando el
kit de ELISA de Cd44 de raton (Life Span, Biosciences). El ensayo se llevo a cabo siguiendo el
manual de instrucciones. La sefial colorimétrica o DO (densidad Optica) se midid por
espectofotometria a una longitud de onda de 450 nm utilizando el lector de placas Strategene

Mx500p™.

5. Transferencia de neutrofilos Wty Cxcr2-/-

Neutrofilos de medula 6sea de ratonas C57BL/6 Wty Cxer2” se extrajeron del fémur como
se explica mas adelante y se purificaron mediante un gradiente de Percoll (Amersham Pharmacia
Biotech). Posteriormente, se tifieron con CFSE o violet-CFSE (Invitrogen) siguiendo las
instrucciones de uso. A las ratonas receptoras (C57BL/6 Wt) ovariectomizadas y tratadas con P4 se
les inyectd una mezcla de neutrofilos Wty Cxer2” en un ratio 1:3 en la vena de la cola. 12 horas tras
la infeccion vaginal con C. albicans se extrajeron muestras de médula 6sea, sangre, tejido y lavado
vaginal y se cuantifico el nimero de ambos tipos de neutrédfilos por citometria de flujo y microscopia

confocal.
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6.Eliminacion de neutrofilos in vivo

Para estudiar la funcion de los neutréfilos en el modelo de infeccion vaginal con C. albicans
se utilizd el anticuerpo bloqueante de neutréfilos contra Ly6g (clon 1A8, Bio X Cell). Este
anticuerpo reconoce la proteina de membrana y marcador principal de neutréfilos Ly6g y los elimina
del organismo cuando se administra de forma intravenosa en las primeras 24 horas, con un efecto de
duracion de hasta 72 horas (Daley et al., 2008). 200 ug del anticuerpo Ly6g-1AS8 o el isotipo control
(Bio-X-Cell) disueltos en 100 pl de PBS estéril se inyectaron por via intravenosa (intraocular) 24
horas antes de la inoculacioén vaginal con C. albicans (Lasarte et al., 2016; Peters et al., 2014). La

deplecion de neutrofilos se confirmo por citometria de flujo en sangre, tejido y lavado vaginal.
7. Tratamiento intravaginal con Heparinasa III

Para conocer la funcién del Heparan Sulfato (HS) sobre la actividad de los neutréfilos en el
lumen vaginal realizamos un tratamiento con Heparinasa III (Sigma) in vivo, enzima que degrada los
residuos de HS. Para ello, infectamos a ratonas tratadas con E2 con C. albicans y 8 horas después de
la infeccion les administramos 5 unidades de Heparinasa III en la vagina diluidas en 20 pl de buffer
de heparinasa III (20 mM Tris-HCI, 4 mM CaCl, 0,1 mg/ml BSA) (Procedimiento y concentraciones
segun (Johnson et al., 2009)). En las ratonas no tratadas se administraron inicamente 20 pl de buffer

de heparinasa III. Las ratonas se sacrificaron y el lavado vaginal se analiz6 24 horas tras la infeccion.
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8. Estudio histolagico

8.1 Preparacion de muestras

8.1.1 Extraccion del tracto reproductor femenino (TRF)

Las ratonas se sacrificaron por dislocacion cervical, se les practicé un lavado vaginal para
eliminar el contenido del lumen y a continuacioén se realizo una incision horizontal tanto en la piel
como en el peritoneo en la parte baja del abdomen. Con la ayuda de pinzas y tijeras microquirurgicas

se extirpé el TRF en una sola pieza, desde final del utero hasta la vagina.

8.1.2 Congelacion y criocorte del tejido

Tras su extirpacion, el TRF se sumergié en moldes con medio de congelacion Tissue-Tek
OCT (Sakura). Los tejidos se congelaron directamente en nieve carbonica y a continuacion se
guardaron a -80°C hasta su utilizacion. Las muestras se cortaron longitudinalmente en secciones de 8
um utilizando el Criostato HM 505 n (MICROM) y se secaron a temperatura ambiente durante 1

hora.

8.2 Tincion de inmunofluorescencia

8.2.1 Tejidos

Las muestras se fijaron y permeabilizaron con 100% Acetona (VWR chemicals) durante 15
minutos. Las tinciones de inmunofluorescencia se realizaron a temperatura ambiente en camara
himeda y en condiciones de oscuridad. Las muestras se bloquearon con 2 pg/ml IgG de raton, 10%
FBS y 10% BSA. Todos los anticuerpos (tabla 1) se incubaron durante 1 hora y se utilizaron a una
concentracion entre 1-5 pg/ml. Para los anticuerpos primarios no marcados se afiadié un anticuerpo

secundario y se incubd en las mismas condiciones. Las muestras se tifieron con DAPI
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Dihydrochloride (Calbiochem) para ver los nucleos celulares y se lavaron en agua destilada durante
varios segundos para retirar el exceso de sales del PBS. Finalmente las preparaciones se montaron

con medio de montaje fluorescente (Dako).

8.2.2 Cultivos celulares

Las células se crecieron sobre soportes previamente tratados con polilisina. Antes de
comenzar la tincion, las células se fijaron con formaldheido (2%). El marcaje de los anticuerpos tuvo

lugar en camara himeda y oscuridad en las mismas condiciones que se explican en los tejidos.

8.3 Microscopia confocal

La toma de las iméagenes se realizd con el microscopio de fluorescencia confocal SPE (Leica
Microsystems). Para estudiar el TRF y la cuantificacion de la expresion proteica las imagenes se
capturaron con un objetivo de inmersion de glicerol ACS-APO 20x apertura numérica 0,60,
manteniendo la adquisicidon de los parametros durante todo el proceso entre las diferentes muestras
como se describidé anteriormente (Samaniego et al., 2013). La intensidad media de fluorescencia
(MFI) se evalu6 en multiples regiones de interés (ROIs, 10-15 por campo) de forma aleatoria en cada
area especifica del TRF (Lasarte et al., 2016). Cada molécula o marcador se midid en zonas
concretas del epitelio. Asi, la expresion de Cd47 se analizo en la parte media del epitelio mientras
que la expresion de Cd44 se midi6 en la parte apical. El gradiente de Cxcll se analiz6 en forma de
ratio comparando la expresion del epitelio con el estroma siguiendo el protocolo descrito
anteriormente (Hua et al., 2008). La cuantificacion de la expresion de proteinas sobre los neutrofilos
se realizd mediante la segmentacion de estas células (Ly6g+) y el andlisis de la MFI de dichas
proteinas dentro de las células segmentadas. Todas las cuantificaciones incluyendo los perfiles de
linea se llevaron a cabo con el software FIJI (NIH). El contaje de neutréfilos en el epitelio y en la
region subepitelial (100 um desde la 1amina basal) se realiz6 manualmente en campos tomados con

el objetivo de 20x.
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NOMBRE CLON ESPECIE CASA
Anti-Cd11b M1/70 Rata eBioscience
Anti-CD44 IM7.8.1 Rata Miltenyi
Anti-Cd47 REA170 Humano Miltenyi
Anti-Cd55 REA300 Humano Miltenyi
Anti-Ecad DECMA-1 Rata Biolegend
Anti-Cxcll Policlonal Conejo Abcam
Anti-Cxcl2 Policlonal Conejo Abd Serotec
Anti-Cxcl5 Policlonal Conejo eBioscience
Anti-Cxcr2 Policlonal Conejo Santa Cruz
Anti-Cxcr4 Policlonal Conejo Abcam
Anti-Era Policlonal Conejo Santa Cruz
Anti-Ly6g 1 A8 Rata eBioscience
Anti-Mmp9 Policlonal Cabra R&D
Anti-Pro Policlonal Conejo Santa Cruz
Anti-Sirpa- P84 Rata Biolegend
FITC

Tabla 3: Anticuerpos utilizados en microscopia confocal.

8.4 Tincion hematoxilina-eosina.

Antes de comenzar la tincion, las muestras se fijaron en alcohol 96% durante 1 minuto.
Posteriormente se sumergieron en hematoxilina de Karacci durante 20 minutos y eosina alcoholica
durante 30 segundos. Finalmente, se deshidrataron con alcohol 96% y 100% y se montaron para su

posterior analisis en el microscopio.
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9.Citometria de flujo

9.1 Procesamiento de muestras

9.1.1 Tracto reproductor femenino

El TRF se extrajo y se recolectd en 200 ul de PBS. Posteriormente se troced intensamente de
forma mecanica mediante el uso de pinzas y tijeras de cirugia. Una vez obtenida una buena
suspension, se realizd una disgregacion enzimatica utilizando un “kit” comercial de disociacion de
tumores (Miltenyi), el cual separa las células mediante la degradacion de la matriz extracelular sin
dafiar su estructura. Para ello, se incubd cada muestra con la mezcla enzimatica durante 1 hora a
37°C segun instrucciones del fabricante. Posteriormente, las muestras se pasaron por un tamiz de 70
um, se resuspendieron en 10 ml de PBS y se centrifugaron a 333g durante 10 minutos a 4°C. Tras
retirar el sobrenadante, cada muestra se resuspendié en 50 pl de medio de tincidon de citometria

2ug/ml IgG de raton, 10%FBS en RPMI).
Hg g

9.1.2 Lavado vaginal

Los lavados vaginales se extrajeron como se explico anteriormente y se centrifugaron a 333g
durante 10 minutos a 4°C. Tras retirar el sobrenadante se resuspendieron en 200 pl de medio de
tincion de citometria (2pug/ml IgG de ratén, 10%FBS en RPMI). En cada tincion se utilizaron 50 pl
de cada muestra. El calculo de células totales se realiz6 mediante el uso de Flow-Count fluorospheres

(Beckman Coulter) segun las instrucciones del fabricante.
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9.1.3 Sangre

Entre 50 y 100 ul de sangre se extrajeron de la vena submaxilar y se recolectaron en 20 pl de
EDTA 0,5M en PBS para evitar la coagulacion. 50 ul de cada muestra se centrifugaron a 333g
durante 10 min a temperatura ambiente y se trataron con el buffer de lisis de eritrocitos ACK
(Ammonium-Chloride-Potassium: 150mM NH4Cl, 10mM KHCOs3 0,1 Mm Na,EDTA) durante 2 6 3
minutos. Posteriormente, se afadid6 1 ml de PBS y se volvieron a centrifugar. Finalmente, se

resuspendieron en 50 pl de medio de tincion de citometria (2pug/ml IgG de raton, 10%FBS en RPMI).

9.1.4 Médula osea

Las células de médula dsea se extrajeron del fémur haciendo lavado del interior del hueso y
se disgregaron mecanicamente como se explica mas adelante. Posteriormente se centrifugaron y se

resuspendieron en 100 pl de medio de tincion de citometria.

9.1.5 Muestras epiteliales de cérvix humano

Los procedimientos que involucran la toma de muestras humanas y su procesamiento se
aprobaron por el CEIC del Hospital Gregorio Marafion (CEIC JV1.1/07-2014). En el caso de las
muestras humanas se utilizaron exudados cervicales de mujeres sanas, sin evidencia de infeccion
activa, sin toma de anticonceptivos, con un historial de menstruacion mensual regular y sin factores
de infertilidad diagnosticados, que dieron su consentimiento tras acudir a las consultas por revision
rutinaria al servicio de ginecologia del Hospital Gregorio Marainén. Las muestras se recogieron
durante el pico de estradiol o fase folicular tardia (dias 10 a 15 del ciclo) y el pico de progesterona o
fase lutea (dias de ciclo 16 a 25). El moco exocervical se recogio con un cepillo (Gynobrush heinz) y
la muestra se diluy6 en 1 ml de PBS y se almacen6 inmediatamente a 4°C. Las muestras se lavaron
con 4 ml de PBS y se resuspendieron en 500 pl de medio de tincion de citometria. En cada tincidn se

utilizaron 50 pl de cada muestra.
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9.2.

A cada muestra se le afiadid, segun titulacion experimental, 1-5 pug /ml de anticuerpos
marcados o no marcados con fluorocromos (Tabla 4) y se incubaron 20 minutos a 4°C y en
oscuridad. Para los anticuerpos primarios no marcados se afiadié un anticuerpo secundario y se
incubd en las mismas condiciones. Todas las incubaciones se realizaron en presencia de 2ug /ml de
IgG de ratoén para bloquear los receptores Fc. El mismo isotipo control se afiadié siempre como
control negativo. Las células muertas se excluyeron utilizando el marcador de muerte celular 7-AAD
(7-Aminoactinomycin D, Sigma). En el caso de tinciones intracelulares se utiliz6 el kit de fijacion y
permeabilizacion Cytofix/Cytoperm™ (BD Biosciences). Para las tinciones intranucleares se utilizd
el kit de fijacion y permeabilizacion nuclear Fox P3 Staining buffer set (eBiosciences). Las células se

pasaron a través del citometro de flujo Gallios (Beckman Coulter). Los resultados se analizaron

Tincion y analisis

utilizando el software Flow-Jo (Tree Star, Inc).

NOMBRE CLON ESPECIE CASA
Anti-Ly6g-Alexa fluor 488 1AS8 Rata BioLegend
Anti-F4/80-PE BMS Rata eBioscience
Anti-Cd11b-APC M1/70 Rata eBioscience
Anti-Pro purificado Policlonal Conejo Santa Cruz
Anti-Era purificado Policlonal Conejo Santa Cruz
Anti-Cxcll purificado Policlonal Conejo Abcam
Anti-Cxcr2 purificado Policlonal Conejo Santa Cruz
Anti-Cxcr4 purificado Policlonal Conejo Abcam
Anti-E-cadherina-647 DECMA-1 Rata Biolegend
Anti-CD44-PE IM7.8.1 Rata Miltenyi
Anti-Cd47-PE REA170 Humano Miltenyi
Anti-Sirpa-FITC P84 Rata Biolegend
Anti conejo IgG-FITC Burro Jackson
Anti cabra IgG-647 Burro Jackson

Tabla 4: Anticuerpos utilizados en citometria de flujo.
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10. Experimentos ex vivo/ in vitro

10.1 Purificacion de neutrofilos de raton

Los neutrofilos de raton se obtuvieron de la médula 6sea. Para ello se extrajeron los fémures
de cada ratén y las células de la médula 6sea purgando los huesos con medio RPMI 1640 (jeringa de
10 ml y aguja de 25G (0,5 x 16mm)). Posteriormente las células se disgregaron con de una aguja de
un calibre mayor (21G (0,8 x 40mm)). Para estudiar la actividad de los neutrofilos ex vivo se
utilizaron hembras BALB/c ovariectomizadas y tratadas con E2 o P4 como se explicd anteriormente.
Para el estudio de la actividad de neutréfilos tratados ex vivo se utilizaron ratones BALB/c adultos
convencionales. En ambos casos los neutréfilos se purificaron mediante el kit Anti-Ly6g microbeads
(Miltenyi), siguiendo las instrucciones del fabricante y se plaquearon en placas de 96 pocillos a una
concentracion de 2x10° células/ml en medio completo RPMI 1640 (10% FBS, 1 mM piruvato de
sodio, 1% aminoacidos esenciales y no esenciales, 2 mM L-glutamina, 50 pM 2-mercaptoethanol y
15mM HEPES). Por el contrario, los neutréfilos de raton utilizados en los experimentos de
transferencia (Wt y Cxcr2”) se purificaron mediante un gradiente de Percoll debido a que esta
técnica requiere de una menor manipulacion y no utiliza anticuerpos unidos a micro beads como los
kits de purificacion comerciales, que puedan alterar el comportamiento de los neutrdfilos en el

experimento de transferencia in vivo.

10.2 Tratamiento sobre neutrofilos ex vivo

10.2.1 E2y P4

Para estudiar el efecto de las hormonas sobre los neutrofilos ex vivo se prepararon ambas
hormonas a concentraciones fisiologicas (E2: 10" M y P4: 10® M) disolviendo 10 mg de cada

hormona en Etanol 100% y realizando diluciones seriadas en medio RPMI 10% FBS.
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10.2.2 Cxll

Para estudiar el efecto de la quimioquina Cxcll sobre la actividad candidacidal, los
neutrofilos obtenidos de médula Osea de ratones convencionales se trataron con diferentes

concentraciones de Cxcll (Immunotools) durante 1 hora a 37°C, 5% CO,.

10.3 Determinacion de la actividad candidacidal de los
neutrofilos

En los experimentos de actividad candidacidal in vitro se utilizo la cepa de C. albicans
mutante no filamentosa efglA/cphlA (Sonneborn et al., 1999). Esta cepa se sembr6 en placas de
Agar Sabouraud dextrosa con cloranfenicol e incubada a 30°C la noche anterior al experimento.
2x10° neutréfilos se cocultivaron con 2x10° unidades de C. albicans en un volumen de 200 pl a
37°C, 5% CO,y 95% de humedad relativa. Tres horas después, los neutréfilos se lisaron con 0,1%
Triton 100X (Sigma) y las candidas se levantaron agitando con intensidad repetidas veces la muestra
con la pipeta. Con el contenido del pocillo se realizaron diluciones seriadas (1:25 y 1:10) en agua
destilada. 50 pl de la dilucion final se plaquearon en medio YED (Yeast Extract Dextrose) y se
incubaron a 37°C, 5% CO,y 95% de humedad relativa. 48 horas después se realizo el recuento de

UFC de C. albicans.

10.4 Determinacion de la actividad fagocitica de los
neutrofilos

Neutrofilos de ratonas condicionadas con E2 6 P4 se purificaron y cocultivaron con C.
albicans (efglA/cphlA) en un ratio 1:1 sobre placas de vidrio (Ibidi) cubiertas con fibronectina 5
png/ml. Después de 10 minutos de incubacion a 37°C y 5% CO, se capturaron imagenes en campo
claro durante 3 horas a intervalos de 1 minuto con una cdmara sCMOS (Orca Flash 4.0 LT,
Hamamatsu) acoplada a un microscopio invertido (DMi8, Leica-Microsystems) usando un objetivo

40x ACS-APO NA 1.30.
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10.5 Migracion a traveés de transwells

Para comprobar la capacidad migratoria de los neutrofilos, se realizaron ensayos de
migracion hacia las quimiocinas Cxcll, Cxcl2 y Cxcl12 (Immunotools). Los neutréfilos se colocaron
en la parte superior de un transwell de 3 pm de didmetro (Costar) y en la parte inferior de la cdmara
se coloco la quimiocina a 50 ng/ml. Tras 1 hora a 37°C las células migradas se contaron por

citometria de flujo en el citdbmetro Cytomix FC 500 (Beckman-Coulter).

10.6 Purificacion de células polimorfonucleares (PMNs)

humanas

Las PMNs se obtuvieron de sangre completa de donantes sanos. Para ello 10 ml de sangre se
recogieron en EDTA y se procesaron en la primera hora tras la recogida. La purificacion de PMNs se
realiz6 utilizando la técnica de gradientes de Percoll. El rendimiento de este protocolo fue de
aproximadamente 1,5x10° PMNs/ml de sangre completa. La viabilidad y la pureza de los PMNs se
analizaron por citometria de flujo. Para conocer la viabilidad se utilizé el marcador de muerte 7-
AAD vy para la pureza el marcador de PMNs anti CD16 y de linfocitos anti CD3. Ambas resultaron

tener valores muy altos (97 y 99% respectivamente (Figura 11B)).

10.7 Migracion transepitelial

En los experimentos de migracion transepitelial, se estudié la migracion de neutrofilos humanos

sobre una monocapa de células epiteliales vaginales de linea VK2 /E6E7 (ATCC®CRL-2616TM). Estas

c€lulas son de la mucosa vaginal de una mujer en edad pre menopausica. La monocapa de VK2 se crecio

de forma inversa sobre la parte de abajo de soportes permeables (transwells) recubiertos de colageno, con

un area de superficie de 0,33 cm” y un poro de 5 um (Costar). Para ello, se le dio la vuelta al transwell y

se deposité una gota de 1,5x10° de células en 50 pl de medio VK2 (Keratinocyte-Serum Free medium
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(Gibco), 0,1 ng/ml proteina humana recombinante EGF (Immunotools), 0,05 mg/ml extracto de pituitaria
bovina (Gibco) y 0,4mM CaCl,). Las células se incubaron overnight (16 horas) a 37°C y 5%CO,, Al dia
siguiente, se le dio la vuelta a los transwells y se depositaron en placas de 24 pocillos con 600 pl de
medio VK2. En el interior del transwell se afadieron 100 pl de medio. Las células se mantuvieron a
37°C, 5%CO, durante 8 dias. El medio se cambio cada 3 dias. Cuando las células llegaron a confluencia,
aproximadamente dia 8 de cultivo, se confirm6 la monocapa por microscopia Optica y por
impermeabilidad al PBS. Las células se trataron con 10pg/ml del anticuerpo bloqueante de CD44 SLe*
(GM35, donado por C. A. Parkos, University of Michigan, Medical School, MI, USA) o el anticuerpo
isotipo control (IgG1, BD Pharmingen), 20 minutos a temperatura ambiente. En el pocillo se afiadi6 el
péptido quimiotactico de neutro6filos FMLF (Abcam) a una concentraciéon de 100 nM. Posteriormente, se
afiadieron 1x10° PMNss en la parte superior del transwell y se dejaron migrar a 37°C, 5 %CO;. Tras una

hora se recogieron las células migradas y se contaron por citometria de flujo.

11. Estadistica

El test utilizado para determinar la significacion entre grupos en cada experimento se describe en
la leyenda de cada figura. Los célculos para obtener la significacion de los resultados se hicieron con el
programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc, USA). ANOVA (tratamiento contra tiempo) se
hizo con el IBM SPSS Statistics para Windows, Version 21.0. Armonk, NY: IBM Corp. Se considero

estadisticamente significativo *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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1. EFECTO DE LAS HORMONAS SEXUALES FEMENINAS
SOBRE LA PRESENCIA DE NEUTROFILOS EN EL LAVADO
VAGINAL Y EL TRACTO REPRODUCTOR FEMENINO

1.1. El E2 impide la salida de neutrofilos al lumen vaginal

Para demostrar nuestra hipotesis, pusimos en marcha un modelo utilizando ratonas
ovariectomizadas y tratadas con un solo tipo de aporte hormonal exd6geno que mimetizara las dos
fases del ciclo ovarico: el tratamiento con E2 como fase folicular o pre ovulatoria y con P4 como
fase lutea. Para validarlo analizamos el nimero de neutréfilos en el lumen vaginal de las ratonas
tratadas hormonalmente y a las que inseminamos o infectamos con C. albicans. En el caso de la
inseminacion observamos que la ratonas tratadas con P4 mostraron un aumento de neutrofilos (~15
veces) a 6 horas; sin embargo, en las ratonas tratadas con E2, la induccion de neutréfilos fue
imperceptible (Figura 11A). En concordancia con estos datos, tras la infeccion con C. albicans
también se observd un aumento de neutréfilos en las ratonas tratadas con P4 (~25 veces) a 6 horas.
De nuevo, bajo el tratamiento de E2, se observo una ausencia de neutrdfilos en el lumen vaginal
(Figura 11B). Estos datos reproducen la ventana de tolerancia inmune descrita inducida por el
estradiol durante la ovulacion (Lasarte et al., 2016; Wira et al., 2015), y, por tanto, validan nuestro

modelo experimental.

La ausencia de neutrofilos en el lumen vaginal provocada por el E2 puede deberse a dos
razones: un fallo en el reclutamiento de neutréfilos de los vasos al estroma (migracion transendotelial
o TEM) o un impedimento en la salida de neutrdfilos del estroma hacia el lumen vaginal (migracion

transepitelial o TEpM). Para estudiar estas posibilidades, analizamos los neutréfilos del TRF por
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citometria de flujo 6 horas tras la inoculacién del estimulo, ya que es el tiempo al que vemos
mayores diferencias en la salida de neutréfilos al lumen vaginal entre tratamientos hormonales. Asi,
observamos que la poblacion de neutréfilos encontrada en el tejido de las ratonas tratadas con E2 era
mucho mayor que la encontrada en el caso de P4 (~5 veces). Ademas, la presencia de neutrofilos del
tejido se relaciond inversamente con la del lumen vaginal en ambos tratamientos. Estos datos
sugieren que el E2 esta bloqueando la migracion transepitelial de los neutrofilos, impidiendo su

salida desde el tejido hacia el lumen (Figura 11C).
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Figura 11: Neutrofilos en el lumen y tejido vaginal. Las ratonas fueron ovariectomizadas, tratadas con
hormonas e A) inseminadas o B) infectadas con C. albicans en la vagina. Se muestra foto de contraste de fase
6 horas tras el estimulo y la cuantificacién del nimero de neutréfilos en el lavado vaginal por citometria de
flujo. Los datos se expresan como grafica de cajas percentil 90-10 (n=8-10). C) Plot representativo de
citometria de flujo de los neutréfilos en el tejido y lavado vaginal 6 horas tras una infeccion con C. albicans
(n=5). Estadistica: Test Mann-Whitney *p < 0,05, ns: no significativo. Escala: 10um. Sp: espermatozoides,
Ep:célula epitelial, Ne:Neutrofilo, C.a:C.albicans, E2:estradiol, P4:progesterona.
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1.2. El E2 induce una acumulacion de neutrofilos en el ectocérvix y en
el fornix.

Para determinar en qué zonas se estaba produciendo la retencion de neutréfilos realizamos un
estudio histologico por microscopia confocal y cuantificamos el niumero de neutréfilos en el epitelio
y el estroma subepitelial (franja de ~100 pm por debajo de la lamina basal). Ademas, dividimos el
TRF en sus cinco areas anatdmicas para hacer el estudio mas preciso: utero y endocérvix, que forman
parte del TRF superior, y ectocérvix, fornix y vagina, que componen el TRF inferior (Figura 12A).
La densidad de neutréfilos que encontramos fue mayor en el ectocérvix y fornix en las ratonas
tratadas con E2 en comparacion con las tratadas con P4, donde la acumulacion fue muy baja,
seguramente porque los neutrofilos ya han salido al lumen vaginal (Figura 11A y 11B). Ademas, este
fenomeno tuvo lugar ante una inseminacion tanto en el estroma subepitelial (ectocérvix ~3 veces y
fornix ~14 veces) como en la parte apical del epitelio (ectocérvix ~6 veces y fornix ~164 veces). En
el caso de la infeccion con C. albicans también observamos un cimulo de neutréfilos tanto en el
estroma (ectocérvix ~2 veces y fornix ~5 veces) como en la parte apical del epitelio (ectocérvix ~3
veces y fornix ~157 veces). Esta acumulacion de neutrdfilos en ectocérvix y fornix bajo el
tratamiento de E2 podria explicar la ausencia de neutréfilos en el lumen vaginal encontrada en la
Figura 11A y B. Por el contrario, la densidad de neutréfilos en la vagina fue mucho menor y apenas
mostrd diferencias entre tratamientos bajo ningun estimulo (~0,5 veces). Por ultimo, en el ttero y el
endocérvix no encontramos neutréfilos (Figura 12B y C), por lo que se deduce que el tipo de
estimulo utilizado no es capaz de generar una respuesta de neutrofilos en el TRF superior cuando se
inocula en la vagina. En resumen, el tratamiento con P4 facilita la salida de neutréfilos al lumen
vaginal, mientras que el E2 provoca su acumulacion en el ectocérvix y el fornix. Ademas, esta
acumulacion es dependiente del tratamiento hormonal pero independiente del estimulo, ya que la

respuesta ante espermatozoides o C.albicans es muy similar.
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Figura 12: Neutrofilos en el TRF. Las ratonas fueron ovariectomizadas, tratadas con hormonas e
inseminadas o infectadas con C. albicans (6 horas). A) Seccion longitudinal del TRF tefiida con hematoxilina-
eosina indicando sus areas anatémicas. B) Neutrofilos (Ly6g+ en blanco) en cada una de las areas anatomicas
indicadas. C) Cuantificacion del nimero de neutrofilos/campo en cada area en epitelio y estroma. Los datos
fueron recogidos de al menos 3 secciones diferentes en cada area y se expresan como grafica de cajas percentil
90-10 (n=5). Escala=200 um. La linea amarilla indica la ldmina propia. Estadistica: Test Mann-Whitney *p <
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Sp: espermatozoides, C.a:C. albicans, E2: estradiol, P4: progesterona, St:
estroma, Ep:epitelio, Lu:lumen.
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2. EFECTO DE LAS HORMONAS SEXUALES
FEMENINAS SOBRE LOS MECANISMOS IMPLICADOS
EN LA MIGRACION TRANSEPITELIAL

Como acabamos de mostrar, el E2 bloqueé la TEpM de los neutréfilos al lumen vaginal,
reteniéndolos en el estroma y el epitelio apical del ectocérvix y fornix. Con el objetivo de conocer a
través de qué factores podia estar realizando esta accion, decidimos hacer un analisis detallado sobre
diferentes mecanismos que podrian participan en este proceso. El estudio se enfoco tanto al epitelio

como al neutrofilo, siempre bajo la comparacion del efecto de los tratamientos hormonales.

2.1. Efecto de las hormonas sexuales femeninas sobre el grosor
del epitelio del TRF

Estd ampliamente estudiado que el E2 induce el crecimiento y cornificacion del
epitelio del TRF (Anderson et al., 2014). Por este motivo, hipotetizamos que la retenciéon de
neutrofilos podria deberse a un aumento del grosor de esta barrera fisica en el ectocérvix y en el
fornix. Asi, medimos el grosor del epitelio en todas las areas del TRF bajo ambos tratamientos
hormonales y observamos que el epitelio era mas grueso en el tratamiento con E2 que en el de P4 en
ectocérvix (~3 veces), fornix (~2 veces) y vagina (~5 veces) (Figura 13A y B). Aunque este
incremento en el grosor epitelial podria ser una de las causas que retrasan la migracion de
neutrofilos, observamos que el efecto proliferativo del E2 fue menor en ectocérvix y fornix, zonas de
paso de los neutroéfilos (Figura 12B). Ademads, la mayoria de neutrdfilos consiguieron llegar a la zona
apical del epitelio en el ectocérvix y fornix (Figura 12C). Estos datos sugieren que el aumento de
grosor podria afectar a la migracion de los neutrofilos en el epitelio vaginal, pero debe haber otros
mecanismos que participan en la inhibiciéon de la salida de neutrofilos al lumen a través del

ectocérvix y fornix.
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Figura 13: Grosor del epitelio. Las ratonas fueron ovariectomizadas, tratadas con hormonas e inseminadas o
infectadas con C. albicans (6 horas). A) Areas anatomicas del TRF tefiidas con hematoxilina eosina. B)
Grosor epitelial de cada area anatomica. Los datos fueron recogidos de al menos 3 secciones diferentes en
cada area y se expresan como grafica de cajas percentil 90-10 de la MFI (n=3). La flecha amarilla indica la
zona de medida del grosor del epitelio. Estadistica: Test Mann-Whitney **p < 0,01, ***p < 0,001, ns: no
significativo. Sp: espermatozoides, C.a:C. albicans.

80



Resultados

2.2. Cxcr2 es esencial en la salida de neutrofilos al lumen vaginal

Puesto que el efecto barrera del epitelio no parece ser el unico implicado en el bloqueo de la
TEpM por parte del E2, decidimos estudiar mecanismos moleculares mas precisos que pudieran estar
siendo afectados por el tratamiento hormonal. Cxcr2 es un receptor de quimioquinas de la familia
CXC de la subfamilia de los receptores de proteinas G acopladas de 7 segmentos transmembrana,
que esta implicado en el reclutamiento y migraciéon de neutrofilos. Ademas, algunos de sus ligandos
(Cxcll, Cxcl2 y Cxcl5) han sido identificados en secreciones vaginales (Hickey et al., 2013b;
Lindqvist et al., 2009). Para comprobar si este receptor es necesario en la salida de neutrofilos al
lumen vaginal, purificamos neutrofilos de médula dsea de ratones Wt y Cxcr2” (Figura 14A) y
analizamos su actividad quimiotactica hacia Cxcll y Cxcl12 (ligando de Cxcr4) como control. Los
neutréfilos Wt migraron hacia ambas quimioquinas, en cambio, los neutréfilos Cxcr2”” sélo migraron
hacia Cxcl12 (Figura 14B). A continuacion, tefiimos los neutréfilos Wt y Cxcr2” con diferentes
colorantes vitales y los inyectamos en ratonas Wt de forma intravenosa en un ratio 1: 3. El ratio se
mantuvo en sangre tras la inyeccioén y 12 horas tras la infeccion con C. albicans en sangre, médula
Osea y tejido vaginal, sin embargo, el ratio se invirtié en el lumen vaginal, indicando una dréstica
reduccién en la salida de neutrofilos (~90%) en ausencia de Cxcr2” (Figura 14C-F). Estos datos
demuestran que Cxcr2 es esencial en la migracion transepitelial de los neutréfilos al lumen vaginal

ante una infeccion con C. albicans.
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Figura 14: Cxcr2 es necesario en la salida de neutrofilos al lumen vaginal. A) Porcentaje de pureza y
viabilidad de los neutréfilos de médula ésea de ratones C57BL/6 Wt y C57BL/6 Cxcr2”. B) Ensayo de
migracion ex vivo de neutréfilos Wt y Cxcr2” . Ratonas Wt fueron pre inyectadas con una mezcla de
neutréfilos (25% violet-CFSE Wt y 75% CFSE Cxcr2”) e infectadas con C. albicans. C) Anélisis del namero
de neutrofilos en las ratonas recipientes Wt antes y después de la preinyeccion 12 horas tras la infeccion con
C. albicans. D) Porcentaje de neutréfilos Wt y Cxer2”. E) Secciones vaginales analizadas por microscopia
confocal (neutrofilos Wt, rojo; neutréfilos Cxcr2”, verde). F) Porcentaje de neutrofilos Wt y Cxer2” en el
tejido vaginal. Los datos se recogieron de dos experimentos independientes y se muestran como media +SEM
(n=06). Estadistica: Test Mann-Whitney # p<0,05 y test Wilcoxon *p<0,05, **p < 0,01 *negro Cxcr2 y *gris
Wt.
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2.3. Las hormonas sexuales femeninas no modifican la expresion
y funcion de Cxcr2 sobre los neutrofilos

Tras conocer que Cxcr2 es un receptor esencial para la migracion de neutrofilos, decidimos
analizar la influencia de las hormonas sexuales femeninas sobre la funcidén y expresion de esta
molécula. Purificamos neutréfilos de medula 6sea y analizamos la expresion de Cxcr2 en neutréfilos
tratados con concentraciones fisiologicas de P4 (10° M) y E2 (10™° M), tanto in vitro como en el
TRF de las ratonas tratadas in vivo. En ambos casos se observo que no habia diferencias en la
expresion de Cxcr2 en los neutrofilos (Figura 15A y B). Ademas, estudiamos si las hormonas tenian
algin efecto sobre la funcion de este receptor en un ensayo de migracion de neutréfilos tratados in
vitro, y observamos que los tratamientos hormonales tampoco influyeron en su capacidad de
migracion, ni hacia Cxcll, ni hacia Cxcl2 (Figura 15C). Con todos estos datos concluimos que el
efecto del E2 en la inhibicion de la migracion de los neutréfilos no se debe a un efecto sobre la

expresion ni funcidon de Cxcr2 en los neutréfilos.
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Figura 15: Efecto de las hormonas sobre Cxcr2. A) Plot representativo de citometria de flujo de la
expresion de Cxcr2 en neutrédfilos purificados de médula 6sea y tratados con hormonas ex vivo. El nimero
representa el MFI. B) Las ratonas fueron ovariectomizadas, tratadas con hormonas e infectadas con C.
albicans (6 horas). Imagenes y cuantificacion de la expresion de Cxcr2 en neutrdfilos (Ly6g+) del TRF por
microscopia confocal y citometria de flujo (el nimero representa el MFI). Los datos fueron recogidos de al
menos 3 secciones diferentes en cada area y se expresan como MFI, cada punto representa un neutr6filo
(n=6). C) Ensayo de migracion de neutrdfilos ex vivo purificados de médula dsea y tratados con hormonas.
Los datos se recogieron de cuatro experimentos independientes y se expresan como media =SEM (n=4).

2.4. Efecto de las hormonas sexuales femeninas sobre los
ligandos de Cxcr2: El E2 disminuye la expresion de Cxcll en el epitelio

Ya que las hormonas no parecen afectar ni a la expresion y ni a la funcion de Cxcr2 en los
neutréfilos, decidimos analizar la expresion de algunos de sus ligandos detectados en el lavado
vaginal (Cxcll, Cxcl2 y Cxcl5) (Hickey et al., 2013b; Lindqvist et al., 2009). Asi, por citometria,
observamos que las células epiteliales del TRF de las ratonas tratadas con P4 in vivo mostraron
mayor expresion de Cxcll que las tratadas con E2 (Figura 16A). En un estudio mas preciso de cada

area anatdmica observamos que Cxcll se expresdé mayoritariamente en el epitelio del ectocérvix,
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fornix y vagina en las ratonas tratadas con P4, mientras que en las tratadas con E2 la cantidad de
Cxcll epitelial fue mucho menor (Figura 16B y C). Debido a que las quimioquinas forman
gradientes para guiar a los neutréfilos, cuantificamos la expresion de Cxcll tanto en el epitelio como
en el estroma subepitelial, y calculamos el ratio (epitelio: estroma) entre ambas medidas. La
diferencia de expresion fue de ~6 veces en el ectocérvix, ~5 veces en el fornix y ~4 veces en la
vagina en el tratamiento con P4, mientras que en el tratamiento con E2 el ratio epitelio: estroma fue
de ~2 veces para todas las partes anatomicas. Finalmente, detectamos la misma proporcion y
cantidad de Cxcll en presencia o no de espermatozoides y C. albicans (Figura 16D); por tanto,
parece que la expresion de esta quimioquina es un efecto dependiente del tratamiento hormonal e
independiente del estimulo. En resumen, estos datos sugieren que el gradiente de Cxcll podria ser
uno de los mecanismos afectados por el E2 con el fin de impedir la salida de neutréfilos a la luz

vaginal a través del ectocérvix y del fornix.
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Paralelamente, cuantificamos el gradiente de Cxcl2 y Cxcl5. Aunque ambas quimioquinas se
expresan en el epitelio del TRF, no detectamos diferencias significativas entre los tratamientos

hormonales (Figura 17A y B); por tanto, el efecto del E2 parece afectar solo a la expresion de Cxcll.
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2.5. Rotura de membrana basal y adhesion al epitelio: Las
hormonas sexuales femeninas no modifican la expresion de Mmp9,
Cd11b y Sirpa sobre los neutrofilos

Como mostramos en la figura 12B, el E2 retiene a los neutréfilos en el epitelio, tanto en la
parte basal como en la apical. Por ello, pensamos que el E2 podria estar interrumpiendo en alguno de
los pasos de la TEpM del neutrofilo (Figura 2). El primero consiste en la rotura de la membrana basal
para acercarse al epitelio. Esta membrana es una capa de sostén formada por matriz extracelular de
colageno, lamininas, proteoglicanos y glicoproteinas que recubre la parte basal del epitelio y lo
separa del tejido conectivo (Yurchenco, 2011). Para cruzar la membrana basal, los neutrofilos
secretan metaloproteasas como MMP9 que degrada el coldgeno IV (Zec et al., 2016). Por lo tanto,
analizamos la expresion de Mmp9 en los neutrofilos del TRF in vivo y observamos que no habia
diferencias importantes entre los tratamientos hormonales (Figura 18A). Asi, descartamos el efecto

del E2 sobre la expresion de Mmp?9.
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Una vez cruzada la membrana, el siguiente paso consiste en el anclaje de los neutréfilos a la
parte basal del epitelio. En este primer contacto con el epitelio es muy importante la integrina de los
neutrofilos CD11B/CD18, la cual se ha visto implicada en la adhesion al epitelio mediante residuos
de fucosa en modelos de migracion al pulmén, vejiga o intestino (Brazil and Parkos, 2016). Por esta
razon, analizamos la expresion de Cd11b en los neutréfilos in vivo por microscopia y ex vivo por
citometria de flujo, y vimos que, en general, no habia diferencias entre los tratamientos hormonales
(Figura 18B y C). Por este motivo, descartamos un efecto del E2 sobre la expresion de Cdl1b.
Posteriormente, el neutréfilo cruza las uniones parabasales del epitelio a través de la union de Cd47
del epitelio a su ligando en el neutrofilo Sirpa. Analizamos la expresion de Sirpa en los neutrofilos
ex vivo e in vivo y observamos que los tratamientos hormonales no afectan a su expresion (Figura
18C y D). Las variaciones de expresion que encontramos en las medidas en los neutréfilos de tejido
por microscopia confocal (menos de 2 veces de induccion) las consideramos irrelevantes, debido a
que esta técnica es semicuantitativa, ya que su intervalo de incertidumbre solo permite considerar
grandes diferencias entre las variables. Por eso mismo, analizamos también los neutréfilos tratados in
vivo por citometria de flujo, donde no detectamos variaciones en la expresion de las moléculas de
interés. En resumen, los tratamientos hormonales no afectan a la expresion in vivo de Mmp9, Cd11b
y Sirpa en los neutrofilos, lo cual sugiere que la acumulacion de neutrofilos en la parte basal del
epitelio no esta relacionada con alteraciones en moléculas pertenecientes al neutrofilo. Debido a esto

nos cuestionamos si los neutrdfilos se ven afectados por los tratamientos hormonales.
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2.6. Los neutrofilos no expresan los receptores de hormonas ERa
y PRa en el TRF

Hasta ahora hemos visto que el E2 no altera la expresion de moléculas del neutrofilo: Cxcer2,
Mmp9, Cd11b o Sirpa. En consecuencia, hipotetizamos que los neutréfilos podrian no responder a
los tratamientos hormonales, lo que nos llevd a analizar la expresion de los receptores nucleares de
E2 y P4 en neutréfilos del ectocérvix y fornix. Estd extensamente descrito que los neutrofilos de
medula 6sea y los circulantes expresan ERa y PRa (Figura 19A) (Hsieh et al., 2007; Hua et al., 2008;
Lasarte et al., 2016). Sin embargo, cuando analizamos el tejido in vivo no detectamos expresion de
receptores en los neutr6filos ni por citometria ni por microsocopia, lo cual contrasta con la expresion
que se observa en el epitelio y el estroma en ectocérvix y fornix (Figura 19B). Esto sugiere que el E2
y la P4 podrian regular la TEpM actuando directamente sobre el epitelio, pero no sobre los

neutrofilos, ya que carecen de los receptores hormonales en el TRF.
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Figura 19: Expresion de los receptores de P4 (Pgr) y E2 (Esrl) en neutréfilos. A) Plot representativo de
citometria de flujo de la expresion de los receptores de hormonas en neutréfilos purificados de médula 6sea.
B) Las ratonas fueron ovariectomizadas, tratadas con E2 e infectadas con C. albicans (6 horas). Imagenes de
microscopia confocal de la expresion de Pgr y Esrl (rojo) en neutrofilos (verde) en el fornix. Analisis de la
expresion de Pgr y Esrl en neutrofilos del TRF (Ly6g+) por citometria de flujo. Los datos se expresan en MFI
(n=0).

2.7. Cruce a través de las uniones epiteliales: El E2 disminuye la
expresion de Cd47 en el epitelio

Debido a que las hormonas parecen no afectar a los neutréfilos, decidimos analizar su efecto
sobre las moléculas que regulan la TEpM en el epitelio. Tras el primer contacto con el epitelio, el
neutrofilo debe hacerse paso entre las uniones parabasales de las células epiteliales para poder
atravesarlo y llegar al lumen. Una de las moléculas epiteliales que participa en este proceso es CD47
(Liu et al., 2001). Esta demostrado que la interrupcion de la unidon entre CD47 y su ligando (Sirpa)
expresado en los neutrofilos, retrasa su migracion a través del epitelio intestinal (Liu et al., 2002).
Asi pues, analizamos la expresion de Cd47 por citometria de flujo en células epiteliales del TRF
completo, donde encontramos una menor expresion de Cd47 en los tejidos tratados con E2 respecto a
los tratados con P4 (Figura 20A). Ademas, por microscopia confocal encontramos una menor
expresion de Cd47 en las ratonas tratadas con E2 en el epitelio del ectocérvix (~3 veces), el fornix

(~2 veces) y la vagina (~6 veces) (Figura 20B y C), lo cual coincide con una mayor acumulacion de
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neutrofilos en el subepitelio en las dos primeras zonas. También observamos la misma reduccion en
la expresion de Cd47 en presencia de espermatozoides y C. albicans (Figura 20D), por tanto, la
expresion de Cd47 es independiente de estimulo y totalmente dependiente del tratamiento hormonal.
Nuestros datos sugieren que el E2 puede estar frenando la migracion de neutrofilos mediante la
bajada de expresion de CD47 por parte del epitelio, pero no altera a la expresion de su ligando Sirpa
en el neutrdfilo. De este modo, las hormonas alterarian la migracion de los neutréfilos modificando

molecularmente el epitelio del ectocérvix y el fornix.
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Figura 20: Expresion de Cd47 en el TRF. Las ratonas fueron ovariectomizadas e inseminadas o infectadas
con C. albicans (6 horas). A) Plot representativo de citometria de flujo de la expresion de Cd47 en las células
epiteliales (Cdhl+) del TRF de ratonas tratadas con hormonas. El numero representa el MFI. B) Areas
anatomicas indicadas del TRF tefiidas con Cd47 (rojo) y Ly6g (blanco). Escala: 200 um. La linea amarilla
indica la lamina propia. C) Expresion (MFI) del perfil de linea de Cd47 en una seccion del epitelio (Cdhl+).
D) Cuantificacion de Cd47 en el epitelio. Los datos fueron recogidos de al menos 3 secciones diferentes en
cada area (n=6) y se expresan como grafica de cajas percentil 90-10 de la MFI. Sp: espermatozoides, C.a:C.
albicans. Estadistica: Test Mann-Whitney ***p < 0,001.

90



Resultados

2.8. Liberacion del neutrofilo al lumen vaginal “detachment”: El
E2 disminuye la expresion de Cd44 en el epitelio

Una vez atravesado el epitelio, los neutrofilos emergen a la parte apical y se sithan frente al
lumen. Alli deben realizar el ultimo paso de la migracion, que consiste en el salto o liberacion desde
el epitelio hacia la luz (Brazil and Parkos, 2016; Parkos, 2016). Este fenémeno, conocido como
detachment, ha sido descrito extensamente en el epitelio intestinal (Barclay et al., 1969; Brazil et al.,
2010). Actualmente se conocen dos moléculas que participan en este proceso: CD55 y CD44v6.
Ambas moléculas son glicoproteinas expresadas en la parte apical del epitelio, que favorecen la
desadhesion de los neutrdfilos del epitelio y su liberacion al lumen (Brazil et al., 2010). Aunque bajo
el tratamiento con E2 una parte de los neutréfilos estan retenidos en la parte subepitelial, la mayoria
de neutréfilos se acumulan en la zona apical. Por tanto, hipotetizamos que el tratamiento con E2
podria impedir la salida de los neutréfilos al lumen, inhibiendo el proceso de detachment. Para
valorar el papel de CD44 en la desadhesion de los neutrofilos en la vagina, exploramos la expresion
de CD44 en las células epiteliales vaginales VK2. Observamos que se expresaba en la zona apical,
colocalizando con el anticuerpo bloqueante GM35 (Figura 21A), que reconoce el epitopo glicano
Syalil Lewis A (sLe”), residuo esencial en el proceso de salida de neutréfilos al lumen intestinal
(Brazil et al., 2013). Ademas, pusimos a punto un modelo de TEpM in vitro con las células VK2 en
monocapa en transwell, y analizamos la migracion de neutréfilos humanos (97% pureza, 99%
viabilidad) (Figura 21B) a través de éstas. Asi, observamos que el anticuerpo bloqueante GM35 en
tratamiento apical reduce la migracion transepitelial de los neutréfilos (~6 veces) a través de las
células vaginales (Figura 21C). En consecuencia, concluimos que CD44 puede tener un papel

fundamental en la TEpM de los neutrofilos en la vagina.
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Figura 21: Expresion de CD44 en células vaginales y su papel en la migracion transepitelial de PMN:s.
A) Imagenes de microscopia confocal de la monocapa de células VK2 co-teniida con GM35 (verde) y CD44
(rojo). B) Pureza y viabilidad de los PMNs humanos purificados de sangre. C) Porcentaje respecto al control
de los PMNs que migran en respuesta a fMLF. Monocapas confluentes de VK2 fueron pre tratadas en su zona
apical con el anticuerpo control de isotipo 6 el anticuerpo GM35 antes de afiadir los PMNs por la superficie
basolateral. Se muestra un experimento representativo de 3. Los datos se muestran como media +SD.
Estadistica: Test t de Student no pareado con correccion de Welch's **p<0.01.

Posteriormente, analizamos la expresion de Cd44 en las células epiteliales del TRF en modelo
de raton in vivo, y vimos que las ratonas tratadas con P4 expresaban mas Cd44 que las tratadas con
E2 (Figura 22A). También observamos que la expresion de Cd44 en el TRF de las ratonas tratadas
con P4 se detectaba en la zona apical del epitelio de ectocérvix, fornix y vagina, disminuyendo (~9, 6
y 10 veces respectivamente) en las ratonas tratadas con E2 (Figura 22B y C). Finalmente, detectamos
una reduccion similar en la expresion de Cd44 en presencia de espermatozoides y de C. albicans
(Figura 22D); por tanto, la expresion de Cd44 en el epitelio del TRF es dependiente del tratamiento
hormonal e independiente de estimulo. Por otro lado, el detachment de neutréfilos conlleva la
liberacion del dominio extracelular de CD44 al lumen (Brazil et al., 2013; Brazil and Parkos, 2016).
Por este motivo, cuantificamos el Cd44 soluble por ELISA en los fluidos procedentes del lavado
vaginal, donde encontramos mayor secrecion de Cd44 soluble en el lumen vaginal de las ratonas
tratadas con P4 que en las tratadas con E2 (Figura 22E). Nuestros datos sugieren que CD44 ejerce el

mismo mecanismo de detachment en el TRF que el descrito en la migracion intestinal. Ademas, este
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mecanismo se reproduce en células vaginales tanto in vitro como in vivo y esta regulado por las

hormonas sexuales femeninas.
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Figura 22: Expresion de Cd44 en el TRF. Las ratonas fueron ovariectomizadas e inseminadas o infectadas
con C. albicans (6 horas). A) Plot representativo de citometria de flujo de la expresion de Cd44 en las células
epiteliales (Cdh1+) del TRF de ratonas tratadas con hormonas. Los numeros expresan el porcentaje de células
positivas. B) Areas anatomicas indicadas del TRF tefiidas con Cd44 (rojo) y Ly6g (blanco). Escala: 200 pm.
La linea amarilla indica la lamina propia. C) Expresion (MFI) del perfil de linea de Cd44 en una seccion del
epitelio (Cdhl+). D) Cuantificacion de Cd44 en el epitelio. Los datos fueron recogidos de al menos 3
secciones diferentes en cada area y se expresan como grafica de cajas percentil 90-10 de la MFI (n=6) . E)
Concentracion de Cd44 soluble determinada por ELISA en el lavado vaginal de ratonas tratadas con hormonas
e infectadas con C. albicans. Los datos se recogieron de dos experimentos independientes y se muestran como
grafica de cajas percentil 90-10 (n=8). Estadistica: Test Mann-Whitney **p < 0,01 ***p < 0,001 Sp:
espermatozoides, C.a:C. albicans



Por ultimo, se cuantificé la expresion de DAF 6 Cd55, la otra proteina implicada en el
proceso de detachment, y observamos que su expresion no estaba regulada por los tratamientos
hormonales (Figura 23). En resumen, nuestros datos sugieren que el E2 disminuye la expresion de
Cd44 en el epitelio del TRF inferior, lo cual generaria una retencion de neutréfilos en la parte apical

del epitelio e impediria la liberacion de estas células al lumen.

Figura 23: Expresion de Cd55 en el TRF. Las ratonas fueron ovariectomizadas, tratadas con hormonas e
infectadas con C. albicans (6 horas). Areas anatomicas indicadas del TRF tefiidas con Cd55 (rojo) y Ly6g
(blanco). Escala: 200 pm. La linea amarilla indica la lamina propia.
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2.9 El receptor de estradiol a (Esrl) regula la migracion de los
neutrofilos al lumen vaginal

Como se mostrd previamente, Esrl se expresa en el epitelio y el estroma del TRF (Figura
19B). Para demostrar si el E2 inhibe la migracion de neutréfilos a través de este receptor, realizamos
una infeccion vaginal con C. albicans en ratonas Wty EsrI”” tratadas con E2, donde observamos que
las ratonas EsrI”" presentaron una induccion de neutréfilos (~16 veces) respecto a las Wt (Figura
24A). Ademas, el ectocérvix y el fornix de las ratonas EsrI”” mostraron una reduccion de neutrofilos
tanto en el estroma (ectocérvix ~7 veces, fornix ~15 veces) como en el epitelio (ectocérvix ~ 30
veces, fornix ~5 veces) respecto al Wt (Figura 24B). Estos datos sugieren que Esrl es necesario en el

bloqueo de la TEpM de neutroéfilos hacia lumen vaginal que produce el E2.
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Figura 24: Neutroéfilos en el lumen vaginal y el TRF de ratonas de fenotipo salvaje (Wt) y deficientes
para el gen Esrl. Las ratonas fueron ovariectomizadas, tratadas con E2 e infectadas con C. albicans (6
horas). A) Cuantificacion del numero de neutréfilos en el lavado vaginal por citometria de flujo. B)
Cuantificacion del nimero de neutréfilos/campo en cada area en epitelio y estroma. Neutrofilos (Ly6g+ en
blanco) en cada una de las areas anatomicas indicadas. Los datos fueron recogidos de al menos 3 secciones
diferentes en cada area y se expresan como grafica de cajas percentil 90-10 (n=5). Escala: 200 um. La linea
amarilla indica la lamina propia. Estadistica: Test Mann-Whitney *p < 0,05. St:estroma, Ep:epitelio,
Lu:lumen.
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Para comprobar si el efecto del estradiol sobre la expresion de Cxcll, Cd47 y Cd44 es a
través de Esrl, comparamos su expresion en las ratonas Esr/ ” respecto a las Wt tratadas con E2 en el
ectocérvix y fornix. Cxcll se expresé mas (~3 veces) en las ratonas Esr/” que en las WT en el
estroma y el epitelio del TRF (Figura 25A). De forma similar, la expresion de Cd47 aumento (~ 4
veces en ectocérvix y ~5 veces en fornix) en el epitelio de las ratonas Esrl”" (Figura 25B). Por
ultimo, analizamos la expresion de Cd44 en la parte apical del epitelio y vimos que las ratonas Esr/”"
mostraron un aumento (~ 18 veces en ectocérvix y ~6 veces en fornix) respecto a las Wt. Ademas, la
concentracion de Cd44 soluble en el lumen vaginal de las ratonas Esrl” fue 3 veces mayor que en
las Wt (Figura 25C). Estos datos demuestran que Esrl es necesario en la disminucion de la expresion
de las moléculas de la TEpM por parte del E2, y correlaciona con el nimero de neutrofilos

encontrados en el lavado vaginal en la figura anterior.
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Figura 25: Expresion de Cxcll, Cd47 y Cd44 en el TRF de ratonas de fenotipo salvaje (Wt) y deficientes
para el gen Esrl. Las ratonas fueron ovariectomizadas, tratadas con E2 e infectadas con C. albicans (6
horas). Imagenes de microscopia confocal y cuantificacion de A) Cxcll, B) Cd47 y C) Cd44 (rojo) en
ectocérvix y fornix. Los datos fueron recogidos de al menos 3 secciones diferentes en cada area y se expresan
como grafica de cajas percentil 90-10 de la MFI (n=5). Escala=200 pum. La linea amarilla indica la lamina
propia. D) Concentracion de Cd44 soluble determinada por ELISA en el lavado vaginal. Los datos se
recogieron de dos experimentos independientes y se muestran como grafica de cajas percentil 90-10 (n=5).
Estadistica: Test Mann-Whitney *p < 0,05, ***p < 0,001.
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2.10 La expresion de CXCL1, CD47 y CD44 varia a lo largo del

ciclo ovarico humano

Para comprobar si la variacion de la expresion de CXCL1, CD47 y CD44 observada en el
modelo de raton es extrapolable a humanos, recolectamos muestras de exudados cervicales de
mujeres sanas, clasificandolas segun la fase de su ciclo ovarico: fase folicular durante los dias 11-15
del ciclo (pico méximo de E2) y fase lutea durante los dias 16-22 del ciclo (pico méximo de P4).
Observamos que las tres moléculas se expresaron menos en la fase folicular respecto a la fase lutea.
La expresion de CXCL1 se redujo un ~50%, mientras que la expresion de CD47 y CD44 disminuy6
un ~40% (Figura 27). Por tanto, la expresion de CXCL1, CD47 y CD44 se ve afectada tanto en el

modelo de raton como a lo largo del ciclo reproductor femenino humano.
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Figura 26: Expresion de CXCL1, CD47 y CD44 en células epiteliales de cérvix humano. Muestras de
exudados cervicales de mujeres sanas en fase lutea (dia 16-22) o folicular (dia 11-15) se analizaron por
citometria de flujo. Histograma representativo y cuantificacion de la expresion de A) CXCL1, B) CD47 y C)
CD44 en las células epiteliales (Cdhl+). Los niumeros representan el MFI de cada pico respectivamente. Los
datos son la resta del MFI de la muestra menos el MFI del isotipo control y se representan como grafica de
cajas percentil 90-10 de la MFI (n=30). Estadistica: Test Mann-Whitney *p < 0,05.
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2.11 Las hormonas sexuales femeninas no modifican la expresion
de Cxcll, Cd47 y Cd44 en otros epitelios: Vejiga e intestino

Las hormonas tienen un efecto sistémico sobre todo el organismo, por lo que nos
preguntamos si el E2 y la P4 podian estar modificando la expresion de Cxcll, Cd47 y Cd44 en el
epitelio de otros o6rganos ademas del TRF. Para ello, analizamos su expresion en el epitelio de la
vejiga y el intestino en ratonas tratadas con E2 o P4. Mientras que todas las moléculas se expresaron
en el epitelio de la vejiga de forma basal, solo Cd47 y Cxcll lo hicieron en el intestino. La expresion
de Cd44 en el epitelio intestinal se induce ante un proceso inflamatorio (Brazil et al., 2013), motivo
por el que probablemente no la detectamos en condiciones basales. Pese a estas diferencias, en
ningln caso se observd un efecto del E2 y la P4 sobre estas moléculas en el epitelio de vejiga e
intestino (Figura 26A, B y C). Estos datos ponen en evidencia que el E2 disminuye la expresion de
Cxcll, Cd47 y Cd44 de forma especifica en el epitelio del TRF inferior y no tiene ningun efecto

sobre 6rganos de otros sistemas como el intestino o la vejiga.
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Figura 27: Expresion de Cxcll, Cd47 y Cd44 en vejiga e intestino. Las ratonas fueron ovariectomizadas y
tratadas con hormonas. Imagenes de microscopia confocal de ratonas tratadas con P4 y expresion (MFI) del
perfil de linea en una seccion del epitelio (Cdhl+) indicada con la flecha verde de A) Cxcll, B) Cd47 y C)
Cd44 en vejiga e intestino.
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3. EFECTO DE LAS HORMONAS SEXUALES FEMENINAS
SOBRE LA ACTIVIDAD CANDIDACIDAL DE LOS
NEUTROFILOS

Nuestro estudio sobre la migracion de los neutrofilos detectd una acumulacion de los
neutréfilos en la parte apical del epitelio, posiblemente debido a la inhibicién del proceso de
detachment por parte del E2. Segun nuestra hipotesis, este mecanismo serviria para frenar la salida
de neutrofilos al lumen vaginal, generando un ambiente inmunosupresor que favoreceria la
supervivencia de los espermatozoides durante la ovulacidon. Sin embargo, en las imagenes del TRF
inferior tratado con E2 (Figura 12B), el epitelio del ectocérvix y fornix se encuentra recubierto de
neutréfilos en la parte exterior, y parece logico pensar que desde esta posicion (practicamente
tocando el lumen), los neutrdfilos podrian alcanzar a los espermatozoides y eliminarlos. Para valorar
la actividad de estos neutrdfilos en la vagina y el posible efecto de las hormonas sobre ellos,
llevamos a cabo una serie de experimentos in vivo e in vitro utilizando C. albicans como sensor de la

capacidad de los neutrofilos para eliminar agentes exogenos.

3.1. El E2 retrasa la resolucion de la infeccion con C. albicans

Con el objetivo de valorar la actividad de los neutrofilos, estudiamos el curso de la infeccion
vaginal con C. albicans a lo largo del tiempo bajo los tratamientos hormonales, cuantificando el
numero de neutrofilos y de C. albicans. En las ratonas tratadas con P4 observamos una induccion de
neutrofilos a 6 horas tras la infeccion (~25 veces), mientras que con E2 el pico de neutrofilos (~26
veces) se retrasé hasta las 48 horas (Figura 1A y 28A). Por tanto, el tratamiento hormonal tiene un
efecto directo sobre la cinética del influjo de neutrofilos a la vagina (andlisis de variancia [ANOVA]
P = 0,019) tras la infeccion con C. albicans. En consecuencia, la carga fungica también disminuyo
dréasticamente (reduccion ~80%) 6 horas después de la infeccion en las ratonas tratadas con P4,

aunque el E2 fue incapaz de limpiar la infeccion incluso tras la infiltracion de neutréfilos (Figura
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28B). Estos datos muestran que el E2 retrasa la resolucion de la infeccion respecto a la P4, por tanto,
el tratamiento hormonal también tiene un efecto directo sobre la actividad candidacidal en la vagina
(andlisis de variancia [ANOVA] P =0,015).

Ademés, observamos que el aumento de neutréfilos en el lumen vaginal se corresponde con
una disminucidn en la carga fingica en las ratonas tratadas con P4 a las 6 horas, lo que sugiere que
estas células son las responsables de la eliminacion del la infeccion. En cambio, en el caso de las
ratonas tratadas con E2 el nimero de UFC se mantiene alto a lo largo del tiempo, incluso a las 72
horas, momento en el cual los neutréfilos alcanzan su pico méximo en la vagina. En resumen, los
neutrofilos podrian ser esenciales en la resolucidon de la infeccion bajo el tratamiento de P4, sin

embargo, no tienen ninglin efecto sobre la infeccién en ratonas tratadas con E2.
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Figura 28: Neutroéfilos y carga fungica en el lavado vaginal. Las ratonas fueron ovariectomizadas, tratadas
con hormonas e infectadas con C. albicans. A) Nuimero de neutréfilos en el lavado vaginal. B) Numero de
UFC de C. albicans en el lavado vaginal (n=8-14). Los datos se muestran como media £ SEM. Cada punto
representa un raton. Estadistica: Test Mann-Whitney *p < 0,05. N.i.: no infectados
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3.2. El E2 disminuye la capacidad candidacidal de los neutrofilos a
través de Esrl

Para estudiar el papel de los neutréfilos en la eliminacion de la infeccion de C.albicans en la
vagina, eliminamos los neutroéfilos in vivo mediante la inyeccion intravenosa del anticuerpo anti-
Ly6g (clon 1 A8). Para validar el tratamiento con este anticuerpo, analizamos la sangre, el tejido y el
lavado vaginal de las ratonas, donde no encontramos neutrofilos el dia de la infeccion con C.
albicans (Figura 29A). En las ratonas tratadas con P4, la ausencia de neutréfilos en el lumen vaginal
impidi6 la eliminacion de los hongos 12 horas después de la infeccion (Figura 29B), lo cual
demuestra que los neutrofilos son esenciales para resolver la infeccion vaginal de C. albicans bajo
este tratamiento. Por el contrario, durante el tratamiento con E2, la eliminacion de neutréfilos no
modifico el nimero de UFC en la vagina ni a 6 ni a 24 horas tras la infeccion, concluyendo que los
neutréfilos que vemos adheridos al epitelio a 6 horas y en el lumen vaginal a 24 horas no juegan
ningun papel en la respuesta contra C.albicans. Nuestros datos demuestran que el tratamiento con P4
favorece la actividad candidacidal de los neutrdfilos, mientras que el tratamiento con E2 posee un
efecto inhibitorio sobre estas células. Ademas, los ratones deficientes para el receptor alfa de
estradiol (Esrl) fueron capaces de reducir (~6 veces) la infeccion (Figura 29C), lo que coincidié con
una induccion de neutréfilos en la vagina (Figura 24A). Estos datos indican que el E2 tiene un papel
relevante en el control de la actividad microbicida de los neutrofilos a través de su receptor alfa

nuclear.
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Figura 29: Eliminaciéon de neutrdéfilos. Las ratonas fueron ovariectomizadas, tratadas con hormonas e
infectadas con C. albicans. 24 horas antes de la infeccion se administr6 el anticuerpo Anti-Ly6g para depletar
los neutréfilos. A) Comprobacion de la eliminacion de neutrdfilos en sangre, tejido y lavado vaginal por
citometria de flujo y microscopia confocal. B) Analisis de citometria de flujo del nimero de neutréfilos y UFC
de C. albicans en ratonas tratadas con el anticuerpo Anti-Ly6g o el isotipo control (n=6-8). C) Numero de
UFC de C. albicans en el lavado vaginal a las 6 horas de infeccion en ratonas de fenotipo salvaje (Wt) y
deficientes para el gen Esrl (n=5). Estadistica: Test Mann-Whitney *p < 0,05. **p < 0,01 ***p < 0,001, ns:

no significativo.
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3.3. Actividad de los neutrofilos ex vivo

Como se ha visto anteriormente, los neutréfilos poseen receptor de E2 en la médula osea,
pero carecen de ellos en el tejido vaginal (Figura 19B). Este hecho nos llevé a hipotetizar que el
efecto de Esrl sobre la actividad candidacidal de estas células en la vagina no deberia suceder en el
tejido, y podria tener un efecto durante su diferenciacion en la medula 6sea. Asi, los neutréfilos
vendrian preacondicionados desde su origen antes de llegar al tejido, encontrandose en distintos
estados de activacion. Para comprobar esta hipotesis, estudiamos la actividad fagocitica y
candidacidal de neutréfilos purificados de médula 6sea de ratonas ovariectomizadas y tratadas con
P4 6 E2 in vivo. En el ensayo de fagocitosis observamos por video microscopia a tiempo real la
actividad fagocitica de los neutrdfilos frente a C. albicans durante 3 horas (Figura 30A). Los
neutrofilos de ambos grupos de ratonas fagocitaron un nimero similar de candidas (P4: 2,9
candidas/neutréfilo, E2: 3,1 candidas/neutréfilo). Ademas, tampoco se observaron diferencias en su
actividad candidacidal (Figura 30B), donde los neutr6filos de ambos tratamientos hormonales
redujeron significativamente el nimero de UFC por igual (~65%). Estos datos demuestran que los
neutrofilos no vienen condicionados de médula dsea y, por tanto, existen otros factores que regulan
su actividad en la vagina. Para saber si los neutrofilos presentaban diferencias en su actividad
candidacidal fuera del ambiente vaginal, purificamos estas células del lumen vaginal de ratonas
tratadas con hormonas e infectadas con C. albicans. Los resultados mostraron que ambos tipos de
neutrofilos redujeron por igual (~50%) el nimero de UFC (Figura 30C), sugiriendo que el efecto
hormonal que regula la actividad de los neutrofilos se revierte cuando separamos estas células del

ambiente vaginal; con lo cual, existe un factor en dicho ambiente que condiciona su actividad.
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Figura 30: Ensayos con neutrofilos ex vivo. Neutrofilos de médula 6sea de ratonas ovariectomizadas y
tratadas y no tratadas con hormonas fueron purificados. A) Imagenes del ensayo de fagocitosis a diferentes
tiempos mostrando el contacto (flecha roja) y la fagocitosis (flecha amarilla) de cada candida por un mismo
neutr6filo. B) Cuantificacion del nimero total de candidas fagocitadas por 14 neutréfilos en 3 horas. C)
Ensayo candidacidal. D) Ratonas ovariectomizadas, tratadas con hormonas e infectadas con C. albicans. E)
Neutrofilos purificados del lavado vaginal en un ensayo de candidacidal. Los datos se recogieron por
triplicado y se muestra la media +SD de un experimento representativo de 4. Estadistica: Test Mann-Whitney
*p < 0,05. ns: no significativo. MO: Medula 6sea, LV: Lavado Vaginal.

3.4. Busqueda de los factores del ambiente vaginal que afecten a los
neutrofilos

Recientemente se ha demostrado que el complejo Cxcll/Sindacano-1 (Sdcl) liberado por
Mmp7 produce la activacion de los neutréfilos en el epitelio pulmonar inflamado (Gill et al., 2016).
Puesto que nuestras ratonas tratadas con P4 presentaron una alta expresion de Cxcll en el epitelio del
TRF en comparacion con las ratonas tratadas con E2 (Figura 16), pensamos que Cxcll podria ser el
factor que estaria activando a los neutréfilos en su salida al lumen vaginal bajo el tratamiento de P4.
Para corroborar nuestra hipdtesis, analizamos la actividad candidacidal de neutréfilos de médula 6sea

tratados con diferentes concentraciones de Cxcll murido recombinante (Figura 31A).
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Nuestro ensayo no mostrd diferencias entre los neutrofilos tratados con Cxcll a diferentes
concentraciones ni respecto a los no tratados, reduciendo en todas las condiciones el niimero de
UFCs en un ~65%. Estos datos sugieren que Cxcll no tendria ninglin efecto sobre la activacion de

los neutréfilos en la vagina en las condiciones usadas.

El heparan sulfato (HS) es un proteoglicano presente en la membrana plasmatica y la matriz
extracelular de los tejidos animales (Sarrazin et al., 2011). Recientemente se ha descrito que en la
vagina ejerce un papel inhibitorio sobre la actividad candidacidal de los neutréfilos durante la VVC
(Yano et al., 2017). Para averiguar si el E2 disminuye la capacidad candidacidal de los neutrofilos a
través de este proteoglicano, realizamos una infeccién con C. albicans a ratonas tratadas con E2 y les
administramos 5 unidades de Heparinasa Il (enzima degradativa de HS). 24 horas tras la infeccion,
analizamos el lavado vaginal y observamos que no hubo diferencias ni en el nimero de neutréfilos ni
en el de UFC de C. albicans (Figura 31B y C). Por tanto, parece que el E2 no regula la actividad de

los neutrdfilos a través del HS en nuestras condiciones experimentales.
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Figura 31: Factores del ambiente vaginal. A) Neutrofilos purificados de médula 6sea, tratados con Cxcll ex
vivo en un ensayo candidacidal. Las ratonas fueron ovariectomizadas, tratadas con E2 e infectadas con C.
albicans (24 horas). 8 horas tras la infeccion se les administré6 Heparinasa III en la vagina. B) Nimero de
neutrofilos en el lavado vaginal. C) Numero de UFC de C. albicans en el lavado vaginal (n=5). Los datos se
muestran como grafica de cajas percentil 90-10. Estadistica: Test Mann-Whitney; *p < 0,05 ns: no
significativo.
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4.EFECTO DE LA ADMINISTRACION CONSECUTIVA
DE E2 Y P4 EN EL MODELO DE COMBINACION
HORMONAL

Hasta ahora hemos estudiado el efecto que tiene cada hormona por separado sobre los
neutrofilos en el TRF. Sin embargo, en el ciclo femenino, ambas hormonas (E2 y P4) fluctian
secuencialmente de forma ciclica. Asi, tras el pico de E2 de la fase pre ovulatoria, aparece un pico de
P4 que se mantiene durante la fase Iutea (Figura 5). Para conocer el efecto consecutivo del E2 y la P4

pusimos a punto el modelo de combinacion de hormonas.

4.1. La P4 restaura la migracion de neutrofilos en el lumen vaginal

24 horas tras el estimulo, analizamos el lavado vaginal de las ratonas tratadas hormonalmente
y observamos que las ratonas sometidas a un tratamiento con dos dosis de E2 (EE) no presentaban
neutréfilos en el lumen vaginal bajo ningliin estimulo (Figura 32A), posiblemente debido al efecto de
retencion del E2 que mostramos anteriormente (Figura 11 y 28). Por el contrario, las ratonas a las
que solo se les administré una tnica dosis inicial de E2, y, posteriormente, el vehiculo sin hormona
(EV), mostraron un aumento significativo de neutrdfilos (~16 veces) tras la infeccion con C.
albicans, que resultd todavia mayor cuando se administré P4 tras el tratamiento con E2 (EP, ~32
veces). La tendencia de estos datos sugiere que la falta de E2 reestablece la salida de neutrofilos y
que la P4 revierte el efecto anti migratorio del E2. Por otro lado y sorprendentemente, vimos que las
ratonas sin infectar se comportaron de forma similar a las ratonas infectadas con C. albicans bajo los
tres tipos de condiciones hormonales. Asi, en el caso EV y EP, observamos un aumento de
neutrofilos en el lumen vaginal respecto al EE (EV~8 veces, EP~11 veces) sin necesidad de
estimulo. Estos datos ponen en evidencia que el ciclo de neutréfilos en la vagina tiene lugar en
condiciones basales y es independiente de la infeccion de C. albicans. Por ultimo, y de forma

inesperada, la inseminacion redujo el nimero de neutréfilos en comparacion con las ratonas sin
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infectar (EV (~3 veces) y EP (~3 veces)), lo cual sugiere que los espermatozoides podrian tener un

efecto inhibitorio hasta ahora desconocido en la salida basal de neutréfilos al lumen vaginal.

A continuacién, analizamos el nimero de neutrdfilos en el ectocérvix y el fornix, ya que son
zonas de paso preferentes de los neutrofilos hacia el lumen vaginal en el modelo de hormona simple
(Figura 12). Observamos una mayor acumulacion de neutréfilos en el epitelio de las ratonas tratadas
con EP respecto a las tratadas con EE, tanto en ectocérvix como en fornix. Ademas, esta diferencia
fue mas notable en las ratonas sin infectar (~43 veces en ectocérvix y ~15 veces en fornix) o ante el
estimulo de espermatozoides (~54 veces en ectocérvix y ~50 veces en fornix) que en el caso de la
infeccion con C. albicans, donde las diferencias entre EP y EE se redujeron (~3 veces en ectocérvix
y ~2 veces en fornix). Por el contrario, las diferencias entre los tratamientos en el estroma fueron
menores que en el epitelio, aunque se detectaron mas neutréfilos en las ratonas sin infectar (~7 veces
en ectocérvix y ~2 veces en fornix) o tras la inseminacidon (~3 veces en ectocérvix y ~5 veces en
fornix) que en las infectadas con C. albicans, las cuales no mostraron diferencias entre tratamientos
hormonales (Figura 32B). Esta menor diferencia ante la infeccion con C. albicans podria deberse al
efecto de reclutamiento de neutréfilos que tiene este patdgeno, como ya se observo en el modelo de
hormona simple (Figura 2), o, por otro lado, a una salida de neutrofilos al lumen vaginal més rapida
tras la administracion de EP, observada en el andlisis del lumen vaginal (Figura 19A). Por tltimo, el
aumento de neutr6filos observados en el epitelio del ectocérvix y el fornix tras la inseminacion,
correlaciona con la ausencia de los mismos en el lumen vaginal (Figura 19A), por lo que los
espermatozoides podrian estar bloqueando la salida de neutréfilos desde la parte apical del epitelio
hasta el lumen. En resumen, al comparar estos datos con los observados en el tratamiento de
hormona simple, donde la acumulacion de neutréfilos es mucho mayor en el tratamiento con E2 que
en el de P4 (Figura 12), observamos que la segunda dosis de E2, administrada junto con el estimulo,
disminuye el reclutamiento de neutréfilos que sucede en la administracion tnica de E2, razon por la

cual no se detectarian tantos neutrdfilos en el tejido en las ratonas tratadas con EE (Figuras 8 y 9 de
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Material y métodos). Por el contrario, la P4 restauraria la salida de neutréfilos al lumen, pero de
forma mas lenta que en el modelo de hormona simple (donde s6lo tarda 6 horas en sacarlos del

tejido) (Figuras 11y 12).

Para comprobar si la P4 restaura la TEpM de neutrdfilos mediante el mecanismo descrito en
los tratamientos de hormona simple, analizamos la expresion de Cxcll, Cd47 y Cd44 en el ectocérvix
y el fornix de las ratonas tratadas con EE y EP. La figura 32C muestra como las ratonas EP tienen
una mayor expresion de Cxcll, Cd47 y Cd44 en el epitelio respecto a las ratonas EE, por tanto,
pensamos que la P4 podria fomentar la salida de neutrofilos al lumen vaginal mediante la
recuperacion de la expresion de estas moléculas. Aunque ain no tenemos un estudio muestral
suficiente para sacar conclusiones significativas, la expresion de Cxcll, Cd47 y Cd44 parece
dependiente de hormona e independiente del estimulo, al igual que en el modelo de hormona simple
(Figuras 16D, 20D y 22D), lo que sugiere que ninguna de estas moléculas estaria implicada en la

inhibicién de la salida de neutréfilos al lumen observada bajo el estimulo de espermatozoides.
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Figura 32: Migracion de neutréfilos en el modelo de combinacion de hormonas. Ratonas
ovariectomizadas fueron tratadas con E2 e inseminadas o infectadas con C. albicans. Simultaineamente al
estimulo, se administré una segunda dosis de tratamiento hormonal (E2, VH o P4) para mimetizar el ciclo
ovarico. Las ratonas se sacrificaron 24 horas tras el estimulo. A) Analisis del nimero total de neutréfilos en el
lavado vaginal. B) Cuantificacion del numero de neutrofilos / campo en el epitelio y el estroma de cada area
anatomica del TRF. Los datos fueron recogidos de al menos 3 secciones diferentes en cada area y se expresan
como grafica de cajas percentil 90-10 de la MFI (n=5). C) Imagenes de microscopia confocal del ectocérvix
mostrando la expresion de Cxcll, Cd47 y Cd44 (rojo). La linea amarilla indica la lamina propia. Escala: 200
um. Estadistica: Test Mann-Whitney *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Sp: espermatozoides, C.a:C.
albicans
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4.2. La P4 recupera la capacidad candidacidal de los neutrofilos

Los neutréfilos de ratonas tratadas con E2 no son capaces de eliminar la infeccion vaginal de
C. albicans (Figura 29B). Para saber si la P4 es capaz de revertir también este efecto, analizamos el
nimero de UFC en las ratonas EE, EV y EP. En este estudio escogimos un tiempo mas largo (36
horas tras la infeccion), donde la salida y el nimero de neutréfilos en el lumen vaginal es similar en
todos los tratamientos, ya que queriamos que el efecto en el nimero de UFC fuera debido a la
capacidad candidacidal del propio neutréfilo, y no a un efecto diferencial en la migracion. Asi,
observamos que 36 horas tras la infeccion, el nimero de neutrofilos en el lumen vaginal se igualé en
las tres condiciones hormonales, sin embargo, esto no sucedid en el nimero de UFC. En el
tratamiento de dos dosis de E2 (EE) se observé un nimero de UFC elevado, que se redujo
notablemente (~3 veces) al administrar el vehiculo en la segunda dosis (EV), y todavia mas cuando
se administr6 P4 (EP) en la segunda dosis (10 veces) (Figura 33A). Ademas, la administracion de P4
mostrd grandes diferencias respecto al vehiculo (~3 veces), lo cual sugiere que la P4 es capaz de

revertir el efecto inmunosupresor que ejerce el E2 en una infeccion de C. albicans.

A continuacion, para probar si los neutréfilos son los responsables de la eliminacion de las
candidas en cada uno de los tratamientos hormonales, eliminamos los neutréfilos de las ratonas antes
de la infeccion, y vimos como las ratonas tratadas con EE no mostraron diferencias tras la deplecion
de los neutrofilos. Por el contrario, las ratonas EP sin neutrofilos aumentaron el nimero de UFC de
forma significativa (~4 veces) respecto a las ratonas EP con neutréfilos (Figura 33B). En resumen,
estos datos demuestran que la dosis repetida de E2 (EE) fomenta el estado inactivo de los neutréfilos,
mientras que la P4 tiene un efecto inmunoactivador en su capacidad candidacidal, siendo capaz de

revertir el efecto inmunosupresor que ejerce el E2 sobre estas células.
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Figura 33: Carga flngica y deplecion de neutrofilos en el modelo de combinaciéon de hormonas. Ratonas
ovariectomizadas fueron tratadas con E2 e inseminadas o infectadas con C. albicans. Simultaineamente al
estimulo se administré6 una segunda dosis de tratamiento hormonal (E2, VH o P4) para mimetizar el ciclo
ovarico. Las ratonas se sacrificaron 36 horas tras el estimulo. A) Analisis del nimero total de neutrofilos y
UFC de C. albicans en el lavado vaginal en ratonas tratadas con diferentes combinaciones de hormonas e
infectadas con C. albicans. B) 24h antes de la infeccion con C. albicans se administré el anticuerpo Anti-Ly6g
para depletar los neutrdfilos y el isotipo control. Se analizé el nimero total de neutréfilos y UFC de C.
albicans en el lavado vaginal. Los datos se muestran como grafica de cajas percentil 90-10 de la MFI (n=6-8).
Estadistica: Test Mann-Whitney *p < 0,05, ***p < 0,001, ns: no significativo.
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S.ESTUDIO DEL MODELO DE CICLO NATURAL

Finalmente, para comprobar si los mecanismos moleculares estudiados tienen lugar en el
ciclo estral, pusimos a punto el modelo de ciclo natural. En este caso las ratonas se clasificaron en las
diferentes fases de su ciclo reproductor natural (proestro, estro, metaestro y diestro) en base a la
citologia de sus frotis vaginales. Ademads, para comparar la respuesta a los diferentes estimulos, se
realiz6 una inseminacién o una infeccion vaginal con C. albicans. 12 horas tras el estimulo, se

sacrificaron las ratonas y se analizaron las muestras (esquema en la Figura 9, “material y métodos”).

5.1 La expresion de Cd44 varia en el epitelio vaginal a lo largo
del ciclo estral

Al analizar el contenido de neutréfilos en el lumen vaginal de las ratonas sin infectar,
observamos que las ratonas en proestro y estro no presentaron neutréfilos, lo cual contrasta con el
aumento de neutrdfilos encontrado en las fases de metaestro y diestro (Figura 34A). Estos datos se
corresponden con lo descrito en cada fase del ciclo (Sasaki et al., 2009; Stockard and Papanicolaou,
1917), y por tanto, validan nuestro modelo experimental. Ademas, tras la infeccion con C. albicans
se obtuvo un numero similar de neutréfilos en el lavado vaginal respecto a las ratonas sin infectar en
todas las fases. Esto coincide con lo descrito en el modelo de combinacion hormonal (Figura 32A) y
sugiere que C. albicans no altera la TEpM basal de neutrdfilos a la vagina, siendo incapaz de
provocar una respuesta adicional de neutréfilos que se infiltran en el lumen vaginal. Tal y como
observamos también en el modelo de combinacion hormonal, el estimulo con espermatozoides
provoco una disminucién dréstica en la TEpM basal de neutrofilos al lumen de ~4 veces durante el
metaestro y ~8 veces durante el diestro, resultado que vuelve a evidenciar el efecto inhibidor de la
migracion de neutrofilos que podrian poseer los espermatozoides. En resumen, todos esto datos
corroboran la similitud que tiene nuestro modelo de hormonas exdgenas con el ciclo natural, lo que

ratifica los procedimientos realizados en la puesta a punto de este modelo.
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A continuacion, estudiamos la presencia de neutrdfilos en el ectocérvix y el fornix, donde
detectamos una ausencia de neutréfilos en las fases de proestro y estro y una acumulacion notable en
metaestro y diestro en condiciones basales (Figura 34B). Ademas, esta acumulacion se observéd en
dos zonas (estroma subepitelial y en el epitelio apical), al igual que vimos en los modelos de
administracion de hormonas exégenas (Figura 12B, 31B). Estas variaciones de neutréfilos en el
tejido junto con los cambios observados en el epitelio (grueso y con estrato coérneo en proestro, y
estro y mas fino en metaestro y diestro), vuelven a validar nuestra clasificacion de las diferentes fases
del ciclo estral, ya que concuerdan de nuevo con lo ya descrito (Sasaki et al., 2009; Stockard and
Papanicolaou, 1917). Ademas del contenido de neutrdfilos, quisimos ver la expresion de Cxcll,
Cd47 y Cd44 en el ectocérvix y el fornix en el modelo de ciclo natural. Hasta ahora hemos explorado
la expresion de Cd44 y hemos observado una marcada expresion en el epitelio del ectocérvix en
metaestro y diestro, que desaparece por completo de las capas mas superficiales del epitelio durante
el proestro y el estro, conservandose Unicamente en la capa basal o capa germinativa (Figura 34B).
Este patron de expresion de Cd44 encaja con el observado en los demas modelos y se ajusta a nuestra
hipétesis, donde proponemos que el E2 (hormona caracteristica del proestro y estro) disminuiria la
expresion de Cd44, mientras que la P4 (hormona caracteristica del metaestro y diestro) restauraria la

expresion de esta molécula, favoreciendo el detachment y la salida de neutrofilos al lumen vaginal.
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5.2 Efecto del ciclo estral sobre la carga fungica de C. albicans

Para estudiar la capacidad microbicida de los neutréfilos en las distintas fases del ciclo
ovarico, realizamos una infeccion vaginal con C. albicans y analizamos la carga fingica 12 horas
después. Asi, vimos que durante el proestro el nimero de UFC de C. albicans encontrado en la
vagina fue bastante elevado. Sin embargo, este nimero resulté mucho menor cuando la infeccion se
realiz6 en estro (~2 veces) o metaestro (~4 veces), desapareciendo casi por completo cuando la
infeccion se realizo en diestro (~15 veces) (Figura 34C). En lineas generales, el numero de UFC se
correlaciona de forma inversa con el nimero de neutrdfilos encontrados en el lumen vaginal durante
las diferentes etapas del ciclo (Figura 21A), lo cual sugiere que los neutr6filos son importantes en la
resolucién de la infeccion durante el ciclo estral. La ausencia de neutrofilos durante el proestro y
estro convertiria estas fases en los momentos mas susceptibles ante una infeccion con C. albicans,
mientras que su salida al lumen durante el metaestro y diestro provocaria un periodo con una mayor

resistencia inmune ante este patogeno.
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Discusion

En 1917 George Papanicolaou describid variaciones en la morfologia de las células epiteliales
y el nimero de leucocitos en la vagina ligadas al ciclo ovarico (Stockard and Papanicolaou, 1917).
Posteriormente, observd que durante la fase folicular los neutrofilos desaparecen del lumen vaginal a
la vez que aumenta la concentracion de E2. Tras la ovulacion, los neutrofilos vuelven a infiltrarse en
la vagina a lo largo de la fase lutea, coincidiendo con el pico de P4. La hipotesis actual sostiene que
las hormonas sexuales femeninas podrian gobernar este fendmeno, sin embargo, aunque ya ha
pasado un siglo desde este hallazgo, poco se sabe sobre los mecanismos que dirigen esta migracion
de neutrofilos al lumen vaginal. Con el objetivo de conocer los detalles de este mecanismo y la
influencia de las hormonas sexuales femeninas en este proceso, hemos puesto a punto tres modelos
muridos de ciclo ovarico y ademas hemos estudiado la respuesta a espermatozoides o a patdogenos
como C. albicans. Gracias a esta tecnologia hemos descubierto varios mecanismos moleculares
como la quimioquina Cxcll y las moléculas de adhesion Cd47 y Cd44, cuya expresion en el epitelio
se encuentra regulada por las hormonas sexuales femeninas a lo largo del ciclo ovarico y que podrian
tener un papel relevante en la migracion de neutrdfilos a la vagina. Nosotros proponemos que el E2
apagaria la expresion de estas moléculas durante la ovulacion, evitando la migracion de los
neutrofilos al lumen vaginal. Por el contrario, la P4 aumentaria la expresion de estas moléculas,
restaurando el flujo de neutrofilos al lumen vaginal para recuperar la inmunidad durante la fase lutea.
Ademas, también sugerimos que las hormonas podrian tener un efecto indirecto sobre la actividad de
los neutrodfilos, asi el E2 facilitaria un ambiente inmunosupresor, mientras que la P4 tendria un efecto
inmunoactivador recuperando la actividad de estas células. Todos estos fendmenos generarian un
ambiente favorable para la presencia de espermatozoides en el TRF durante la ovulacion (pico de
E2), que garantizaria las funciones reproductoras. Por otro lado, tras la ovulacion, la P4 recuperaria
las funciones inmunes, asegurando la defensa frente a posibles patogenos oportunistas o de

transmision sexual a lo largo de la fase lutea.

119



1.Papel de las hormonas sexuales femeninas en la
migracion transepitelial de los neutrofilos

El TRF tiene que coordinar la respuesta inmune con las funciones reproductoras sin
comprometer la defensa frente a microorganismos patégenos que acechan la mucosa vaginal. Para
desempeiar esta tarea, las hormonas coordinan la reproduccion con la inmunidad para generar un
ambiente vulnerable durante la ovulacion, y asi facilitar la presencia y viaje de los espermatozoides
(alogénicos) hasta el 6vulo para que ocurra la fecundacion y el desarrollo del feto (semialogénico).
Esta “ventana de vulnerabilidad” ha sido descrita (Wira et al., 2015) como un momento 6ptimo para
la reproduccion, aunque también proporciona una oportunidad para que ciertos patdégenos como el
VIH (Wira and Fahey, 2008) o el VPH entren e infecten el TRF. En nuestro modelo de infeccion
vaginal con ratonas ovariectomizadas hemos podido ver como esta vulnerabilidad se desarrolla bajo
el tratamiento de E2, lo que concuerda con trabajos anteriores (Fidel et al., 2000; Lasarte et al.,
2016). Ademas hemos observado que esta “ventana de vulnerabilidad” se genera gracias a la accion
del E2 sobre el epitelio, lo que genera, entre otros eventos (Wira and Fahey, 2008), el bloqueo de la
migracion de los neutrdfilos a través del epitelio y sus actividades efectoras. Todos estos datos
podrian explicar por qué la toma de anticonceptivos y terapias hormonales de remplazo basadas en

E2 predisponen a las mujeres a padecer infecciones vaginales.

Los neutrofilos protegen al TRF de posibles patogenos oportunistas provenientes de
desequilibrios en la microbiota o infecciones de transmision sexual. Nuestros datos muestran como el
E2 (concentraciéon pre ovulatoria) provoca una retencion de neutrdfilos en el tejido vaginal,
posiblemente mediante la disminucion de la expresion de moléculas epiteliales que participan a
diferentes niveles de la TEpM. Por un lado, el E2 interrumpe el gradiente (estroma: epitelio) de la
quimioquina Cxcll, lo cual “distraeria” al neutr6filo en su camino hacia el epitelio tras su
extravasacion y por tanto ralentiza la llegada de los neutrdfilos al lumen (Lasarte et al., 2016).

Paralelamente, también hemos visto que el E2 disminuye la expresion de Cd47 en la parte basal del
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epitelio. De esta manera, la ausencia de esta molécula dificultaria al neutr6filo moverse entre las
uniones epiteliales, lo que explicaria las acumulaciones de neutréfilos observadas en el espacio
subepitelial. Asi, el E2 ajustaria la expresion de Cd47 en el epitelio basal para modular la velocidad
de los neutréfilos (Parkos et al., 1996). Pese a estos inconvenientes, muchos de los neutrofilos
consiguen cruzar y llegar a la parte apical del epitelio, seguramente debido a que Cd47 no desaparece
por completo. Una vez en la parte apical, los neutréfilos quedan retenidos, lo que coincide con una
drastica disminucion de Cd44 en esta zona del epitelio. Cd44 se encuentra implicada en la liberacion
de los neutrofilos al lumen o detachment (Brazil et al., 2010). Ademas, nuestro ensayo de TEpM in
vitro demuestra que Cd44 es esencial en la migracion de neutréfilos a través del epitelio vaginal. Por
tanto, la desaparicion de esta molécula en la parte apical del epitelio del ectocérvix y del fornix
impediria este proceso, lo que provocaria las acumulaciones de neutr6filos observadas en estas
zonas. En resumen, el E2 utilizaria una estrategia combinada en diferentes pasos de la TEpM para
impedir la migracion de neutréfilos en la vagina. Asi, la suma de sus efectos sobre estos tres puntos
clave en la migracion aseguraria la ausencia de neutréfilos en el lumen vaginal durante la fase
ovulatoria. Por el contrario, en el modelo de combinacion hormonal hemos demostrado que la P4
restablece la migracion de neutréfilos al lumen vaginal, coincidiendo con una recuperacion del
gradiente de Cxcll y la expresion de Cd47 y Cd44 en el epitelio, que posiblemente seria la

responsable de la restauracion del flujo de neutréfilos a la luz vaginal.

Nuestro modelo de infeccién vaginal con hormonas simples sugiere que durante la fase
folicular los neutrdfilos quedarian retenidos en el epitelio apical del ectocérvix y fornix ante una
inseminacion o un estimulo infeccioso. Desde alli, estas células estarian preparadas para invadir
rapidamente el lumen vaginal al final de la ovulacion y restaurar la inmunidad ausente durante este
tiempo. A parte de su papel de defensa, estas acumulaciones de neutrofilos podrian ejercer otras
funciones homeostaticas desde estas zonas del epitelio como la reparacion del dafio tisular (Sumagin

et al., 2016) producido tras el posible apareamiento durante el estro o la rotura del estrato corneo, al
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igual que sucede en la degradacion del endometrio durante la menstruacion (Lathbury and

Salamonsen, 2000).

De forma adicional, hemos visto que el E2 inhibe la migracién de neutréfilos a través del
receptor de estradiol a (Esrl), expresado en el estroma y el epitelio del tejido vaginal. Por el
contrario, la falta de expresion de Esrl y Pgr en los neutrofilos del TRF (Lee et al., 2015) pone en
evidencia la importancia del epitelio en todo este proceso y el papel indirecto de los neutréfilos en su
retencion en la parte basal y apical. Ademads, esto explicaria por qué las moléculas de la TEpM del
propio neutréfilo (Cxer2, Mmp9, Cd11b y Sirpa), al contrario que las moléculas del epitelio (Cxcll,
Cd47 y Cd44), no responden a los tratamientos hormonales. Esta regulaciéon queda reflejada en el
raton Cxcr2”, donde hemos visto que las hormonas coordinan el eje de quimioquinas Cxcr2-Cxcll
mediante la modificacion de la expresion del ligando (Cxcll) en el tejido vaginal, pero sin alterar la

expresion del receptor Cxcr2 presente en el neutrofilo.

Varios o6rganos como el intestino, la vejiga y los pulmones tienen una presencia basal de
neutréfilos que aumenta en caso de infeccion o dafio. Por este motivo, expresan constitutivamente
bajas concentraciones de CXCL1 y CD47 en el epitelio (Liu et al., 2001; Swee et al., 2008). Las
sefales inflamatorias aumentan la expresion de CXCL1 (Becker et al., 1994), CD47 (Liu et al., 2001)
y CD44v6, que solo se observa en estas condiciones (Brazil et al., 2013) para favorecer la TEpM de
neutrofilos, evitando asi el dafio que estas células podrian ocasionar en los tejidos. Sin embargo, en el
TREF la infiltracion de neutrédfilos debe estar sincronizada con el ciclo ovarico. Nuestros datos apoyan
la idea de que las hormonas sexuales act@ian sobre la TEpM de neutrdfilos de forma basal e
independientemente de la inseminacion o la infeccion, dando prioridad a las funciones reproductoras
frente a la inmunidad durante la ovulacidon. Asi, la expresion de estas moléculas no dependeria de
estimulos infecciosos sino de la fase del ciclo reproductor. Este mecanismo, aun poniendo en riesgo
la mucosa femenina durante la ovulacion, favoreceria la reproduccion para preservar la especie y la

dotacion génica individual.
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Actualmente sabemos muy poco sobre la TEpM en el TRF humano, aunque se ha descrito la
presencia de CXCLI1 en las secreciones y el tejido vaginal (Cotreau et al., 2007; Deruaz and Luster,
2015) y de CD44 en el epitelio cervical (Dall et al., 1994). La expresion especifica de CD47 en el
TRF humano es desconocida; sin embargo, su funcién como sefial de reconocimiento de lo “propio”
(Oldenborg et al., 2000) la convierte en una molécula ubicua que se expresa en la mayoria de
poblaciones celulares (Reinhold et al., 1995). Nuestros datos corroboran que CXCL1, CD47 y CD44
se expresan en el epitelio del cérvix humano y que ademads esta expresion varia a lo largo del ciclo
menstrual, al igual que observamos en el modelo de raton. Por lo tanto, pese a las diferencias
histologicas entre ambas especies, este podria ser un mecanismo interespecifico donde las hormonas
sexuales gobernarian la expresion de estas moléculas, y en consecuencia, la salida de neutrofilos al

lumen vaginal.

2.Reclutamiento basal de neutrofilos al tejido vaginal

Los neutrdfilos se extravasan a diferentes tejidos para su eliminacién en condiciones
homeostaticas (Casanova-Acebes et al., 2013; Furze and Rankin, 2008). En el TRF la TEpM de los
neutrofilos también ocurre de forma basal sin necesidad de estimulos inflamatorios. Asi lo
observamos en el modelo de ciclo natural, donde el metaestro y diestro presentan una infiltracién de
neutrofilos en el lumen vaginal en condiciones basales, acorde con lo ya descrito (Sonoda et al.,
1998). Curiosamente, esta migracion se interrumpe en nuestro modelo de hormona simple, donde es
necesario generar un estimulo para que los neutrdfilos se extravasen a la vagina. De forma

controvertida, el modelo de combinacion hormonal muestra que en las ratonas sometidas a dosis

continuas de E2 no hay apenas infiltracion de neutrdfilos; sin embargo, la retirada del E2 provoca un

reclutamiento y salida de neutrofilos al lumen de forma basal, que se acelera con la administracion de
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P4. Estos datos suponen que la accion prolongada de E2 inhibiria la extravasacion y la salida de
neutrofilos al lumen, con lo cual, se necesitan fluctuaciones en la concentracion de E2 y su
alternancia con la P4 para regular la entrada y salida de neutréfilos a la vagina en condiciones

basales.

El estrato corneo (SC), capa de queratinocitos de la superficie del epitelio vaginal tipica del
estro, podria jugar un papel importante en la llamada de neutréfilos, como ocurre en la inflamacion
estéril que se produce en pacientes con psoriasis, donde se ha visto que los queratinocitos de la
epidermis, en su proceso de diferenciacion, atraen a los neutrofilos a través de IL-1, IL-8 y la
subunidad del complemento C3 (Fincham et al., 1988). Estos neutréfilos, atrapados bajo el estrato
corneo, inducen la hiperproliferacion de los queratinocitos y contribuyen al desarrollo de las lesiones
psoriaticas (Terui, 2000). En base a estos estudios podriamos pensar que la diferenciacion del estrato
corneo llamaria a los neutrdfilos en el TRF. Asi, en las fases finales de proliferacion de esta capa, los
queratinocitos mas especializados expresarian moléculas que atraerian a los neutrofilos para finalizar
el proceso de diferenciacion. Esto coincidiria con la disminucion dréstica de E2 tras la ovulacion y el
posterior aumento de la P4, la cual mediante la restauracion de las moléculas de la TEpM (Cxcll,
Cd47 y Cd44) facilitaria el cruce de los neutréfilos a través del epitelio. Al finalizar este cruce los
neutréfilos contribuirian a la rotura del SC, lo que conllevaria el final del estro y el comienzo de un

nuevo metaestro.
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3. Respuesta de neutrofilos frente a los espermatozoides

Los espermatozoides son células antigénicas capaces de generar una respuesta inmune innata
y adaptativa (Brazdova et al., 2016; Lasarte et al., 2013a; Lasarte et al., 2016). En este trabajo hemos
visto que, bajo el tratamiento de P4, los espermatozoides desencadenan una migracion de neutrofilos
al cérvix, lo cual concuerda con lo descrito anteriormente (Lasarte et al., 2016; Phillips et al., 1977).
Lo sorprendente de este hecho es que la respuesta temprana (6 horas) tras la inseminacion mostrd
una induccidn parecida a la respuesta contra C. albicans, sugiriendo que los espermatozoides por si
solos y a tiempos cortos presentan una respuesta similar a un microorganismo patdégeno como un
hongo. Esta alta capacidad reclutadora podria representar un problema para la reproduccioén, motivo
por el cual el plasma seminal que acompana a los espermatozoides ejerceria funciones
inmunosupresoras para proteger al gameto del sistema inmune femenino (Robertson and Sharkey,
2016). Por el contrario y de forma inesperada, observamos que los espermatozoides inhibieron la
salida basal de neutréfilos en el modelo de combinacién de hormonas y ciclo natural bajo todos los
tratamientos y fases. Este hecho contradice lo visto anteriormente en el modelo de hormona simple y
evidencia un mecanismo hasta ahora desconocido mediante el cual los espermatozoides por si solos
podrian retener las funciones de defensa sin ayuda del plasma seminal. Observando las diferencias
entre los modelos podriamos suponer que la interacciéon de E2 y P4 es importante para que se
produzca esta inhibicidn; no obstante, nuevos estudios son necesarios para elucidar las claves de este

mecanismo y sus consecuencias clinicas.
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4.Papel de los neutrofilos en la candidiasis vaginal.

A pesar de la importancia de los neutrdfilos en las infecciones fungicas, su papel en la
proteccion de la candidiasis vaginal es controvertido. El grupo de Fidel demostr6 que la inoculacion
intravaginal de C. albicans en mujeres voluntarias sanas (14 en fase folicular y 5 en fase lutea)
promueve una infiltracion de neutrofilos a la vagina, que lejos de resolver la infeccion, se
correlaciond con el agravamiento de sus sintomas (Fidel et al., 2004). Ademas, tras depletar los
neutrofilos en ratonas tratadas con E2, mostrd que la ausencia de estas células no tenia ninguna
relevancia en el curso de la infeccion, sugiriendo que los neutrdfilos no tienen un papel protector en
la candidiasis vaginal. Sus datos apoyan la teoria de que el factor clave en la gravedad de la infeccion
con C. albicans es el cambio en el estadio morfoldgico de la candida de conidia a hifa (Peters et al.,
2014). Nuestros datos obtenidos en el modelo de hormonas exdgenas corroboran en parte los datos
de Fidel, ya que observamos que los neutrofilos de las ratonas tratadas con E2 no presentan actividad
candidacidal; a pesar de ello, hemos demostrado que los neutrofilos de las ratonas tratadas con P4 si
presentan un papel importante en la infeccion fungica. Ademads, esta hormona es capaz de recuperar
la capacidad candidacidal de los neutrdfilos cuando se administra tras el E2 en el modelo de
combinacion hormonal, probablemente debido a su efecto anti estrogénico (Mauvais-Jarvis et al.,
1987). Por ultimo, hemos visto que las ratonas infectadas durante el metaestro y diestro (fases con
una alta cantidad de neutro6filos en el lumen vaginal) limpian la infeccion de C. albicans en cuestion
de horas, lo cual sugiere que los neutrdfilos vaginales durante el ciclo natural poseen un papel
protector contra C. albicans. Todos estos hallazgos nos llevan a pensar que, probablemente, los datos
del grupo de Fidel referentes a la escasa actividad candidacidal de los neutréfilos estarian
enmascarados por una escasa muestra de mujeres en fase litea y por el efecto inmunosupresor del
E2. Este grupo usa dosis de hasta 100 veces la concentracion fisiologica de E2 en sus modelos (Fidel
et al., 2000), que como se ha demostrado recientemente, podria reducir la eficacia de los neutrofilos

en el reconocimiento de C. albicans a través del ambiente vaginal. En el trabajo de Yano et al. se
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demuestra como los neutrofilos mantienen su capacidad de matar ex vivo cuando se les separa del
ambiente vaginal (Yano et al., 2017). Curiosamente, se observa como las ratonas de cepas
susceptibles a E2 (C3H/HeN y C57BL/6) presentan un factor en el medio vaginal que inhibe la
capacidad candidacidal de los neutréfilos, cosa que no se observa en las ratonas resistentes a E2
(CD1). Este factor serian los residuos de heparan sulfato (HS), abundantes en el lumen vaginal, que
impedirian el contacto entre el neutrofilo y el hongo a través del bloqueo de Cdllb. Nuestros
ensayos de actividad candidacidal y fagocitosis demuestran que, efectivamente, los neutrofilos de
ratonas tratadas con E2 y P4 matan igual cuando los aislamos del ambiente vaginal (ex vivo), lo cual
concuerda con lo visto por Yano et al., donde la actividad intrinseca del neutr6filo no se encuentra
alterada (Yano et al., 2017). Aunque no hemos podido demostrar que el HS tenga un efecto en
nuestro modelo in vivo, no se puede descartar este u otros factores que puedan reducir la capacidad
candidacidal de los neutréfilos bajo el control del E2. Por ultimo, hemos demostrado que el E2
inhibe la capacidad candidacidal de los neutrofilos a través del receptor Esrl, al igual que
observamos en el proceso de migracion, lo cual refuerza la hipotesis de la existencia de un factor

procedente del epitelio vaginal que inhiba las funcion candidacidal de los neutrofilos.

5.Modelos de ciclo ovarico

Pese a que este trabajo se ha realizado a través de tres modelos de ciclo ovarico distintos,
debemos tener en cuenta las limitaciones que conlleva utilizar un modelo en roedores. Debido a la
imposibilidad de poner en marcha toda esta metodologia en humanos, los modelos hechos en ratéon
son de alta utilidad; no obstante, tienen un ciclo reproductor diferente al del humano. Por lo tanto,
hay que tener en cuenta la dificultad a la hora de extrapolar los datos de un ciclo estral a un ciclo
menstrual. Una de las principales diferencias radica en la estructura del SC. Las mujeres poseen un

estrato cérneo sin apenas queratina y permeable (Anderson et al., 2014), mientras que las ratonas
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poseen un estrato corneo grueso y totalmente queratinizado, mas parecido a la piel, que funciona de
barrera impermeable durante el estro (Goldman et al., 2007). Esta diferencia estructural podria
interferir en nuestra hipodtesis acerca de la llamada de neutrdfilos a través de la diferenciacion
queratinocitica del SC o al papel de los neutroéfilos en esta zona. Ademads, el grosor del epitelio del
TRF inferior no varia a lo largo del ciclo menstrual como ocurre con el ciclo estral (Wira et al.,
2015), lo cual podria ser otro factor a tener en cuenta en el estudio del efecto hormonal sobre las
moléculas implicadas en la TEpM. Pese a ello, gracias a las muestras de exudado cervical de mujeres
sanas, hemos visto cémo la expresion de CXCL1, CD47 y CD44 se modifica a lo largo del ciclo
ovarico, sugiriendo que tal vez este mecanismo también podria tener lugar en humanos. No obstante,
la relacion de la expresion de estas moléculas con la presencia de neutrofilos en el TRF humano

requiere de técnicas mas agresivas y complejas que dificultan este estudio.

Otra de las diferencias que se observan entre el modelo roedor y el humano es que la mucosa
vaginal del ratén no tiene C. albicans de forma natural en la microbiota y ademas es dificilmente
infectable por este hongo (Cassone and Sobel, 2016). Esto requiere de dosis fungicas muy altas para
conseguir que las ratonas se infecten, o utilizar estrategias que aumenten la susceptibilidad a candida
como, por ejemplo, la administracion de E2 u otras drogas inmunosupresoras (Conti et al., 2014). Es
por ello que el modelo actual de infeccion vaginal murido estd basado en un tratamiento con E2
(Fidel et al., 2000) (Yano and Fidel, 2011), el cual facilita el curso de la infeccion en ratonas ya que,
entre otras cosas, bloquea la produccion de la respuesta Th17 (Lasarte et al., 2013a). Sin embargo,
como hemos explicado anteriormente, el efecto del E2 podria enmascarar la accion real que tienen

los neutrofilos en la vagina y su papel en la candidiasis en las distintas etapas del ciclo ovarico.

Por otro lado, el modelo de raton nos ofrece otras ventajas como la manipulacion del ciclo
hormonal y la modificacioén genética que nos permite el estudio preciso de la deplecion de moléculas
concretas como los que hemos utilizado en este trabajo (Cxcr2” o el Esrl”"). Ademas, gracias a los

modelos de ratonas ovariectomizadas y hormonas exogenas, hemos conseguido demostrar el efecto
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real que tiene cada hormona sobre el epitelio y la migracién de neutrofilos, demostrando las hipdtesis
actuales que correlacionan el numero de neutrofilos con las concentraciones hormonales o las fases
del ciclo en modelos naturales (Bouman et al., 2001; Nowak et al., 2016). Ademas, cabe destacar que
pese a ser modelos artificiales y en algunos casos contradictorios, el uso de tratamientos con
hormona simple y el combinado nos ha permitido entender la necesidad de la alternacion de las
hormonas para coordinar la defensa y la reproduccion y poder explicar los mecanismos moleculares
que tienen lugar durante en el ciclo reproductor natural. Por otro lado, el estudio de las hormonas
sobre el TRF durante el ciclo ovarico natural tiene la enorme dificultad de controlar los tiempos de
cada fase del ciclo estral y la dificultad en la clasificacion de cada ratona en cada fase antes y
después de una infeccion o inseminacion debido a las grandes variaciones individuales de la duracion
de los ciclos (de 4 a 6 dias en el raton), lo que dificulta la investigacion de mecanismos moleculares
mas precisos. Finalmente, el estudio de la respuesta al semen en el modelo murido también presenta
ciertos inconvenientes debido a la dificultad técnica que representa conseguir semen completo de
raton (Tecirlioglu et al., 2002). Es por ello que en la inseminacidon utilizamos espermatozoides
aislados del conducto deferente, lo cual nos ha permitido estudiar el efecto antigénico especifico de
estas células, que aunque no se enmarque en un contexto de inseminacién natural ha generado

resultados sorprendentes y novedosos.

6.Perspectivas de futuro

Nuestros resultados subrayan la necesidad de profundizar mas en el modelo de ciclo natural,
que pese a presentar limitaciones técnicas puede arrojarnos informacién real sobre algunos
mecanismos descritos en este trabajo. Uno de los estudios mas necesarios seria conocer los
mecanismos que utiliza el espermatozoide para inhibir la salida de neutréfilos al lumen vaginal, ya

que podria ser una herramienta util para combatir trastornos de fertilidad y esterilidades
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inmunologicas cada vez mas frecuentes en la clinica. Para ello seria importante hacer un estudio mas
exhaustivo sobre la inseminacion en las fases de metaestro y diestro, analizando el reclutamiento y la
presencia de neutréfilos en el TRF para ver en qué punto y mediante qué mecanismos se inhibe la

migracion de neutrdfilos al lumen.

Ademéds, también seria interesante analizar la funcién protectora de los neutréfilos en
infecciones vaginales, ya que como se ha explicado anteriormente es muy controvertida (Fidel et al.,
2004; Milligan, 1999; Peters et al., 2014). Por este motivo seria conveniente poner a punto un nuevo
modelo de infeccion vaginal con otro tipo de microorganismo patogeno, por ejemplo, la bacteria
Gardnerella vaginalis, una de las principales causantes de la vaginosis bacteriana (Gilbert et al.,
2013). Este tipo de estudios nos permitiria comparar la respuesta entre diferentes microorganismos
patogenos y el papel de los neutrofilos en infecciones vaginales distintas, comprobando si el tipo de
estimulo tiene alguna repercusion en la actividad neutrofilica e incluso también en los mecanismos
de la TEpM. Otra estrategia para conocer el papel de los neutréfilos en estos procesos seria
depletarlos en el ciclo natural, al igual que hemos hecho en el modelo ovariectomizado. Sin embargo,
la repercusion de este procedimiento en el ciclo natural no estd muy clara. Sasaki demostrd que la
eliminacion de neutréfilos durante el proestro y el estro produce una detencion del ciclo en diestro,
que se relaciona con una alteracion en la concentracion de hormonas sexuales en sangre (Sasaki et
al., 2009), sugiriendo que los neutrdfilos son esenciales para la progresion del ciclo. Por el contrario,
en un estudio mas reciente se demostrd que la eliminacion de neutrofilos no afecta al transcurso del
ciclo (Schaefer et al., 2014). Esta controversia podria radicar en el tipo de anticuerpo bloqueante
utilizado: en el trabajo de Sasaki se administrd el clon RB6-8C5 que reconoce la molécula Grl,
presente en neutrofilos pero también en monocitos, por otra parte, en el trabajo de Schaefer se utilizé
el clon 1AS8, utilizado también en este trabajo, que reconoce la molécula Ly6G especifica de

neutroéfilos.
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7.Ventana de vulnerabilidad en el tracto reproductor
inferior

La mucosa del TRF se encuentra bajo una influencia hormonal ciclica para generar un
ambiente propicio que facilite la reproduccion. El TRF superior debe prepararse para el paso del
esperma (alogénico), la fecundacion, el transporte del blastocisto (semi-alogénico) y la implantacion,
mientras que el TRF inferior debe tolerar la presencia de espermatozoides durante la ovulacion
(Suarez and Pacey, 2006). Para garantizar estas funciones las hormonas sexuales crean una "ventana
de condiciones permisivas" de 7 a 10 dias desde la ovulacion (~dias 14-21 en el ciclo ovarico
humano), lo que también compromete la proteccion contra patégenos (Wira and Fahey, 2008; Wira
et al., 2015). Entre los mecanismos inmunes incluidos dentro de estas condiciones permisivas se
encuentra la disminucion de la actividad citotéxica de las células CD8 en el TRF superior o la
inhibicién de la produccion de IgA, IgG y defensinas en el TRF inferior. Ademas también se ha
observado una supresion en las funciones de las células dendriticas o las NK a lo largo de todo el
TRF. En consecuencia, con todos estos datos, nuestro trabajo demuestra que el E2 (fase pre
ovulatoria) inhibe y retiene a los neutrofilos en el tejido, evitando su salida al lumen vaginal para
permitir la supervivencia del espermatozoide. Por el contrario, la P4 restaura la infiltracion de
neutréfilos y su actividad después de la ovulacion (Lasarte et al., 2016). Nuestros datos aportan un
nuevo mecanismo referente a los neutréfilos implicado en la “ventana de vulnerabilidad” del TRF
inferior, que junto con los ya descritos contribuirian a generar un ambiente vulnerable en el lumen
vaginal tras la ovulacion, desde el pico de E2 hasta el pico de P4 (dia ~ 12-17 en el ciclo ovarico

humano).
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En conjunto, nuestros hallazgos son cruciales para entender como el TRF concilia las
funciones reproductoras con la inmunidad y dan respuesta a un mecanismo todavia desconocido que
es de vital importancia a la hora de generar estrategias para combatir enfermedades relacionadas con
la salud femenina. En base a nuestros datos proponemos que el uso de terapias hormonales basadas
en E2 o dirigidas al bloqueo de las moléculas de la TEpM podria ser eficaz en el tratamiento de
infertilidades debidas a desregulaciones del sistema inmunitario. Por el contrario, la administracion
de P4 en solitario o en combinacion con terapias anti fingicas ya existentes podria resultar de gran

utilidad en la lucha contra la candidiasis vaginal recurrente.
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Conclusiones

1- Las hormonas sexuales femeninas regulan la migracion transepitelial de los
neutrofilos en el tracto reproductor femenino inferior. La P4 permite la salida de neutréfilos al
lumen vaginal mientras que el E2 la impide, acumulando a los neutrofilos en el estroma y el

epitelio del ectocérvix y el fornix.

2- El eje de quimioquinas Cxcr2-Cxcll es crucial en la migracion transepitelial de los

neutréfilos al lumen vaginal.

3- El E2 inhibe la expresion de las moléculas que participan en la migracion
transepitelial de los neutréfilos en el epitelio (Cxcll, Cd47 y Cd44). Ademads esta regulacion es

independiente de inseminacion o infeccion.

4- La progesterona y el estradiol no tienen efecto sobre la expresion de las moléculas de
los neutrdfilos involucradas en la migracion transepitelial (Cxcr2, Mmp9, Cdl1b y Sirpa),

posiblemente debido a la falta de receptores hormonales (Esrl y Pgr) en estas células.

5- La expresion de Cxcll, Cd47 y Cd44 en el epitelio cervical varia a lo largo del ciclo

ovarico humano, disminuyendo durante la fase folicular y aumentando durante la fase lutea.

6- La progesterona y el estradiol no tienen efecto sobre la expresion de Cxcll, Cd47 y

Cd44 en el epitelio de la vejiga y el intestino.
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7- Los neutrofilos son esenciales en la resolucion de la infeccion vaginal de C. albicans
bajo el tratamiento de progesterona. Sin embargo, el estradiol inhibe la capacidad candidacidal de

los neutréfilos, posiblemente a través de un factor del microambiente vaginal.

8- La progesterona, administrada tras el estradiol en el modelo secuencial de hormonas,
posee un efecto anti estrogénico, restaurando la salida de neutrofilos al lumen vaginal y

recuperando su actividad candidacidal.

9- La expresion de Cd44 en el TRF inferior varia a lo largo del ciclo estral, aumentando
durante el metaestro y el diestro en la parte apical del epitelio, lo que coincide con la salida de

neutréfilos al lumen vaginal y la resolucion de la infeccion de C. albicans.

10- La infeccion en el modelo secuencial de hormonas y el ciclo natural no altera la salida
basal de los neutréfilos, mientras que la inseminacion lo interrumpe inhibiendo la salida de

neutrdfilos al lumen vaginal.
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Sex Hormones Coordinate Neutrophil Immunity
in the Vagina by Controlling Chemokine
Gradients
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Estradiol-based contraceptives and hormonal replacement therapy predispose women to Candida albicans
infections. Moreover, during the ovulatory phase (high estradiol), neutrophil numbers decrease in the vaginal
lumen and increase during the luteal phase (high progesterone). Vaginal secretions contain chemokines that
drive neutrophil migration into the lumen. However, their expression during the ovarian cycle or in response

to hormonal treatments are controversial and their role in vaginal defense remains unknown.

To investigate the transepithelial migration of neutrophils, we used adoptive transfer of Cxcr2

~/~ neutrophils

and chemokine immunofluorescence quantitative analysis in response to C. albicans vaginal infection in the

presence of hormones.

Our data show that the Cxcll/Cxcr2 axis drives neutrophil transepithelial migration into the vagina. Proges-
terone promotes the Cxcll gradient to favor neutrophil migration. Estradiol disrupts the Cxcll gradient and
favors neutrophil arrest in the vaginal stroma; as a result, the vagina becomes more vulnerable to pathogens.

Keywords.  C. albicans, Cxcll; estradiol; neutrophils; progesterone.

Candida albieans is the causative agent of 85% to 90%
of vulvovaginal candidiasis cases [1]. Several factors, in-
cluding oral contraceptives, antibiotics, pregnancy, and
hormone replacement therapy, predispose women to
candidiasis [2, 3]. Neutrophils play major roles in vagi-
nal defense against bacterial and fungal pathogens [4].
They are recruited and extravasated by proinflam-
matory mediators [5,8] and chemoattractants [7, 8]
released by tissue-resident sentinel cells [9] and inflam-
matory cells [10] that guide them toward infectious or
lesion foci [10-12]. Female sex hormones must control
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neutrophil influx to allow the sperm to fertilize, while at
the same time preventing growth of vaginal pathogens
[13]. Thus, neutrophil numbers decrease in the vaginal
lumen during the follicular phase, characterized by in-
creased estradiol (E2) levels, disappear at the ovulatory
phase (maximum peak of E2), and increase during the
luteal phase when progesterone (P4) levels peak [14].
Furthermore, during ovulation, there is an asymptom-
atic increase in the quantity of vaginal microbiota that
decreases during the luteal phase [15]. These findings
suggest that high levels of E2 during ovulation may in-
hibit neutrophil-mediated immunity. Accordingly, E2-
based contraception or hormonal replacement therapy
increases susceptibility to infections [16], although it is
not clear how this process occurs.

Vaginal secretions contain chemokines that can drive
neutrophil migration into the vaginal lumen [13, 17],
but their expression during the ovarian cycle or in re-
sponse to hormonal treatments are controversial [14, 18]
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and their role in vaginal defense remain unknown. To elucidate
the in vivo forces driving neutrophil influx through the female
reproductive mucosa, we set up a vaginal model of C. albicans in-
fection in mice treated with sex hormones. We demonstrated that
the Cxcll/Cxer2 axis drives neutrophils into the vaginal lumen. E2
disrupts the Cxcll gradient and neutrophils arrest in the stroma;
therefore, the vagina becomes unprotected to pathogens.

MATERIALS AND METHODS

Mice

The Instituto de Investigacién Sanitaria del Hospital Gregorio
Marafion (1iSGM) Animal Care and Use Committee approved
all the procedures. Female BALB/c (Charles River Laboratories,
France) and C57BL/6 Wt and Cxcr2™ [19] mice were main-
tained under specific pathogen-free conditions in the Animal
Facility of IiSGM, Centro Nacional de Investigaciones Cardio-
vasculares (CNIC), and Hospital 12 de Octubre.

Candida albicans

The SC5314 C. albicans (ATCC MYA-2876) strain was grown
on Sabouraud dextrose chloramphenicol agar plates (Conda,
Spain) overnight at 30°C prior to the experiments [20].

In Vivo Hormonal Treatment, Vaginal Inoculation, Lavage, and
Fungal Burden

Four-week-old mice (13-15 g) were bilaterally ovariectomized
[20] and injected subcutaneously with 0.01 mg 17B-E2 (Calbio-
chem, Germany) dissolved in 50 pL sesame oil (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri) to produce about 250 pg/mlL in seram (Sup-
plementary Figure 1A) and the characteristic epithelial cells of the
high estradiol ovarian cycle phase in the vaginal lavage (Supple-
mentary Figure 1B). P4 (Calbiochem, Germany) was also pre-
pared in 50 uL sesame oil containing 0.1 mg, and we detected
about 5 ng/mL in serum (Supplementary Figure 1A) and detect-
ed neutrophils in the vaginal lavage as it is expected in the high
progesterone phase of the ovarian cycle (Supplementary Fig-
ure 1B). Hormone treatment every 4 days was sufficient to main-
tain physiological hormone concentrations [20-23]. Seventy-two
hours after first hormonal treatment, 2 x 10° C. albicans in 20 pL
phosphate-buffered saline (PBS) were inoculated into the vagina.
Vaginal secretions wete collected by flushing the vagina with PBS
[23]. Vaginal secretions were 10-fold serfally diluted and plated
on yeast-extract dextrose medium agar to assay the C. albicans
fungal burden (colony-forming units) [20].

Neutrophil Purification

Bone marrow cells were flushed out from femurs and tibias.
Neutrophils were isolated by anti-Ly-6G kit (MiltenyiBiotec,
Germany) following manufacturer’s instructions. Cells were
plated on 24-well plate on complete Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 without phenol red medium (10% heat-
inactivated fetal calf serum, 1 mM sodium pyruvate, 1% amino

acids, 2 mM L-glutamine, 50 uM 2-mercaptoethanol, and 15
mM HEPES) [23].

In Vivo Neutrophil Depletion

Mice were injected intraperitoneally with 200 pg rat antimouse
Ly6g-1A8 or rat isotype control antibodies (Bio-X-Cell) in 0.1

mlL sterile PBS to deplete neutrophils [24]. C. albicans vaginal
inoculation was performed 24 hours after of the first antibody
injection. Neutrophil depletion was confirmed by flow cytome-
try in the blood and vaginal lavage fluid.

In Vitro Hormonal Treatment

Media was complemented with 178-E2 or P4 (Calbiochem,
Germany) dissolved in ethanol (vehicle) at physiological range
concentrations: E2-estrus 107° M, E2-metaestrus T M, and
P4 107® M for 12 to 15 hours to adjust to the estrus stage dura-
tion in mice [23].

Flow Cytometry

Cellular phenotypic analysis was carried out by indirect immuno
fluorescence with the following antibodies: Gr-1-RB6-8C5 and
Ly6g-1A8 (eBioscience, San Diego, California), Cdl1b (eBio-
science), and F480 (Biolegend, San Diego, California). All incuba-
tions were in the presence of 50 pg/mL mouse immunoglobulin G,
the same isotype control antibody was always included as a nega-
tive contrel and dead cells were excluded by 7-amino-actinomycin
D staining (Sigma). Total expression of Cxer2 and Cxerd was per-
formed with polyclonal antibodies (Santa Cruz, Dallas, Texas)
with the BD Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization kit
(BD Biosciences, San Jose, California). Flow cytometry was per-
formed with a Gallios device (Beckman Coulter, Brea, California)
and data were analyzed using Flowjo software (Tree Star, Inc, Ash-
land, Oregon). Cells were counted using Flow-Count fluorospheres
(Beckman Coulter) following the manufacturer’s instructions.

Neutrophil Transfer Experiments

Bone marrow neutrophils isolated from wild-type (Wt) and
Cxer2™!- by 3-layer Percoll gradient (Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Sweden) [25] were stained with carboxyfluor-
escein succinimidyl ester (CFSE) and violet-CFSE (Invitrogen,
Carlsbad, California) following the manufacture’s indications.
C57BL/6 Wt-recipient mice were ovariectomized and injected
intravenously with a 1:3 mixture of Wt and Cxer2™'™ neatro-
phils. After the injection, the exogenous neutrophil content in
the blood was analyzed. Blood, bone marrow from femurs, vag-
inal lavage, and vaginal tissue were collected 12 hours after the
Candida inoculation.

Vaginal Epithelial Cells Enrichment and Conditioned Media
Production

Vaginas were slit longitudinally and incubated at 4°C in 0.5%
trypsin (Biochorm, UK) for 1 hour and then at room tempera-
ture for 1 hour. Samples were vortexed and washed, and the
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epithelial cells-enriched supernatant was collected [26]. Cells
were cultured with hormones for 6 days to produce conditioned
media [27]. Media was incubated with anti-Cxcll and isotype
antibody (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota) and protein
G sepharose to clear the anti-Cxcll.

Confocal Microscopy

Tissues were embedded in Tissue-Tek OCT (Sakura, Netherlands).
Eight-micrometer sections were stained [28] and image analysis
was performed using a SP2 confocal microscope (Leica, Germany).
Multiple random 20x fields were acquired and cell density was
quantified for fluorescence intensity quantification. Chemokines
gradient quantification was assessed on cold 4% paraformaldehyde
in PBS and EtOH 70% fixed frozen sections with the following an-
tibodies: Cxcll (ab86436 rabbit polyclonal, Abcam, Cambridge,
Massachusetts), Cxcl2 (AAMA48 rabbit polydonal, AbD Serotec,
Raleigh, North Carolina), and Cxcl12 (Clone 79014, eBioscience).
Image] software was used to compare the mean fluorescence inten-
sity obtained in regions of interest depicted within the epithelium
with those depicted at the adjacent subepithelial stroma [27].

Antibodies

Ly6g (clone 1A8, ebioscence), F4/80 (Rabbit polyclonal, Santa
Cruz), Cxer2 (Rabbit polyclonal, Santa Cruz) and Cxcr4 (Rab-
bit polyclonal, abcam).

Ex Vive Transwell Chemotactic Assays

Neutrophils were added to the upper part of the transwell
chambers (3-um pore, Costar) and allowed to migrate for 1
hour at 37°C toward chemokine-containing media or cell-
conditioned media. Migrated cells were assessed at the lower
chamber by flow cytometry [27].

Statistical Analysis

The test used to determine significance between the treatments
in each experiment can be found in the figure legends. Data are
a combination of 2 to 4 separate experiments per point. Two-
way analysis of variance (treatment vs time) was performed
by IBM SPSS Statistics for Windows (Version 21.0.,, IBM
Corp, Armonk, New York). GraphPad Prism5 (GraphPad Soft-
wate, Inc, La Jolla, California) was used to determine statistical
significance. A P value <.05 was considered significant.

RESULTS

E2 Prevents Neutrophil Recruitment Into the Lower Female
Reproductive Tract

To study the role of sex hormones in neutrophil influx into the
vaginal lumen, we set up a model of C. albicans vaginal infection
on hormone-treated mice. We initially sought to identify the cells
in the vaginal lavage and detected a population of neutrophils
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Figure 1. Neutrophils in the vaginal lumen. Ovariectomized mice were hormones-treated and inoculated with Candida in the vagina. A, Representative
flow cytometry plots of the vaginal lavage Cd45™ cells. 8, Number of neutrophils in the vaginal lavage. €, Fungal burden {CFU} in the vaginal lavage. Data are
expressed as mean = SEM. Each circle represents a mouse. *P< .05 (Mann—Whitney test). Abbreviations: CFU, colony-forming units; E2, estradiol; P4,

progesterone; SEM, standard error of the mean; Vh, vehicle.
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(Cd45", Lysg', Cd11b" and F4/807) after fungal infection (Fig-
ure 14). We detected an increase in neutrophil numbers (appro-
ximately 30-fold) in the vaginal lavage of vehicle-treated mice 24
hours after the infection compared with mock-infected vehicle-
treated mice; P4-treated mice showed an earlier peak of neu-
trophils (approximately 25-fold) after infection (Figure 1B),
indicating that P4 accelerates neutrophil recruitment. Remark-
ably, neutrophil infiltration (approximately 26-fold) was dramat-
ically delayed (48 hours) in E2-treated mice. Therefore, the
hormonal treatments have a direct effect on the kinetics of neu-
trophil influx (analysis of variance [ANOVA] P =.019) after the
fungal inoculation. We also tested the in vivo fungal burden in
C. albicans-infected mice and found that vehicle-treated mice
significantly lowered the fungal burden 12 hours after infection
(approximately 50% reduction) and almost cleared it by 24
hours (approximately 85% reduction). P4-treated mice almost
cleared the fungal burden 6 hours after infection (approximately
80% reduction), but E2-treated mice were unable to clear the fun-
gal infection even after the neutrophil infiltration (Figure 1C).

Therefore, the hormonal treatments have a direct effect on the
clearing of fungal infection (ANOVA P =.015). Moreover, we
found that E2-treated neutrophils displayed impaired candidaci-
dal activity ex vivo (Figure 2A)—these observations explain why
E2-treated neutrophils had no effect on vaginal fungal burden,
suggesting a nonprotective role [24]. However, P4-treated neutro-
phils had a robust candidacidal activity in vivo (Figure 1C) and
ex vivo (Figure 24), and depletion of neutrophils impaired the
vaginal fungal clearance (Figure 2B and 2C). Furthermore,
P4-treatment restored the BE2-treated neutrophils candidacidal
activity at the luteal phase physiological hormonal concentrations
(Figure 2A). Therefore, E2-treatment induces susceptibility and
P4-treatment protection to vaginal infection, which is neutro-
phil-dependent.

E2 levels are maximal during the follicular phase and P4
during the luteal phase of the ovarian cycle. In order to mimic
the ovarian cycdle sequence, we pretreated mice with E2, and 24
hours after infection we treated them with vehicle, E2, or Pg and
analyzed neutrophil numbers in vaginal lavage (Figure 3A).
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Figure 2. A, Bone marrow neutrophils were isolated and treated (1215 hours) with vehicle or estradiol-estrus 107"% M), estradiol-metaestrus 10°"" M,
or progesterone {108 M}, and challenged with €. alhicans. Fungal burden {CFU} after 3 hours of coculture. Band C, Bilaterally ovariectomized mice received
progesterone-treatment subcutaneously and rat antimouse Lybg or isotype control antibody intraperitoneally 24 hours prior to C. afhicans inoculation to
deplete the neutraphils. Representative flow cytometry plots of the blood and vaginal lavage Cd45" cells and fungal burden {CFU) in the vaginal lavage 12
hours after the infection. Data are expressed as mean £ SEM {n = 5. *P< .05 {Mann—Whitney test}. Abbreviations: CFU, colony-forming units; E2, estradiol;
P4, progesterone; SEM, standard error of the mean; V. lavage, vaginal lavage; Vh, vehicle.
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P4-treatment increased the number of neutrophils (approximate-
ly 7-fold) in vaginal lavage, compared with E2-treatment, and
significantly reduced fungal burden (approximately 60% reduc-
tion) 12 hours after hormonal injection (Figure 3B). These data
reproduce the window of vulnerability in which females are more
susceptible to infection after ovulation [29]. Furthermore, P4-
treatment restored the E2-treated neutrophils candidacidal activ-
ity, which is in agreement with our ex vivo candidacidal test data
on hormones-treated neutrophils (Figure 24).

E2 Induces Accumulation of Neutrophils in the Subepithelial
Stroma and P4 Promotes Their Influx to the Vaginal Lumen
Inhibition of neutrophil influx to the vaginal lumen in E2-treated
mice could be due to a diminished recruitment from the vas-
cular beds into the stromal layer, or to an impeded transmuco-

sal migration. To sort out these possibilities, we challenged

A Vaginal E2
E2 Infection P4
A4 A4 v
-48 -24 0 24 6‘ 1'2 2' 4 4'8
Hours
B Neutrophils
60 dedk %k *
o o
] { eE2+E2 o
€2 40] oE2+pa ¥
= ™ £
¢ o] $ & 3
3 20 g
o
| o T e ¥ e i
0 . . & ‘ * ‘ [=)

20 * *% e

15/ @ @ [ ]

CFU X103
5 B
foh-
(s
(o]
[ ]

Hours after the second
hormonal treatment

Figure 3. Neutrophils in the vaginal lumen. Ovariectomized mice were as-
tradiol -treated and inoculated with C. albicans in the vagina. After the infec-
tion mice were treated with estradiol or progesterone to mimic the ovarian
cycle. A Experimental scheme. B Number of neutrophils and fungal burden
{CFU} in the vaginal lavage. Black symbols represent hormone pretreatment,
grey symbols represent hormone treatment 24 hours after infection. Estradiol-
treated {filled symbolsh and estradiol + progesterone-treated (open symbols).
Data are expressed as mean + SEM. Each circle represents a mouse. *P<.05
and **P< 01 (Mann—Whitney test). Abbreviations: CFU, colony-forming
units; E2, estradiol; P4, progesterone; SEM, standard error of the mean.

hormone-treated mice with C. albicans and stained neutrophils
in vaginal sections. We detected an increase of neutrophil density
(approximately 80-fold) in the stroma of vaginas from wehicle-
and P4-treated mice. E2-treated mice also showed accumulations
of neutrophils in the stroma together with densely packed clusters
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Figure 4. Neutrophils in the vaginal tissue. Hormone-treated ovariecto-
mized mice were inoculated with . afbicans. A, Vaginal sections were
LyBg-stained (white dots}. Red circles indicate neutrophil accumulations.
B, Single cells/field in the vaginal epithelium and stroma, and clusters
of more than 100 neutrophils in the epithelium. £, Estradiol-treated mice
inoculated with C. albicans in the vagina, 24 hours after the infection mice
were treated with estradiol or progesterone to mimic the ovarian cycle.
Black legends represent hormone pretreatment, gray legends represent
hormone treatment 24 hours after infection for 12 hours. Data were cal-
culated in at least 3 different sections of each vagina (n=5} and are
expressed as mean £ SEM. *P< 05; **P< 01; and ***P< 0001 {Mann—
Whitney test). Abbreviations: E2, estradiol; Ep, epithelium; Lu, lumen;
P4, progesterone; SEM, standard error of the mean; St, stroma; Vh, vehicle.
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of neutrophils around the epithelium (Figure 44 and 4B). These
clusters were constituted by neutrophils and some macrophages
(Supplementary Figure 24), and resembled swarm-like structures
[30]. In contrast, vehicle- and P4-treated mice showed only nu-
merous single neutrophils in the vaginal epithelium.

To further investigate the role of P4 on neutrophil kinetics,
we treated ovariectomized mice with E2, challenged them with
C. albicans, and treated them with hormones. P4-treatment was
able to overcome the effect of E2 as shown by the reduction of
neutrophil number (approximately 20-fold) in the stroma, epi-
thelium, and clusters of neutrophils (Figure 4C and Supplemen-
tary Figure 2B). These data were in agreement with the increase
of neutrophils in the vaginal lavage of the P4-treated mice
(Figure 3B).

Cxcr2 Is Necessary for Neutrophil Transepithelial Migration
Into the Vaginal Lumen

To identify the mechanisms by which E2 prevents neutrophil
migration into the vaginal lumen, we tested the contribution of
Cxcr2, a chemokine receptor that drives neutrophil recruit-
ment from the circulation [5] and interstitial migration [11, 12].

Additionally, its ligands (Cxcll and Cxcl2) have been identified
in vaginal secretions [17, 18]. We purified bone marrow neu-
trophils from Wt and Cxcr2™™ mice (Supplementary Fig-
are 2C) and tested their ex vivo chemotactic response toward
Cxcll and the Cxer4-ligand Cxcll2, as a control (Supplementa-
ry Figure 2D). Wt neutrophils migrated toward both chemo-
Kines, while Cxcr2™~ neutrophils migrate toward Cxcll2 but
failed to migrate to Cxcll. We next stained Wt and Cxer2™~
neutrophils with different dyes and injected them into recipient
mice in a 1.3 ratio. We detected the same input ratio in the
blood after the injection and also 12 hours after vaginal inocu-
lation in the blood, bone marrow, and vaginal stroma. Impor-
tantly, we detected an inverse ratio in the vaginal lavage,
indicating a drastic reduction in migration in the absence of
Cxer2™~ (approximately 90%) (Figure 5A-D). Thus, Cxcr2
plays a key role in the migration of neutrophils across the vag-
inal epithelium in response to fungal infection.

To explore whether the negative effects of E2 on neutrophil
migration were due to an impeded capacity to perform chemo-
taxis, we purified neutrophils from bone marrow and tested the
influence of sex hormones on total Cxerd and Cxcer2 expression
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Figure 5. CxcrZ is necessary for neutrophil vaginal transepithelial migration. A, Wild-type (Wt} C57BL/6 recipient mice were injected with the prein-
jection mixture of neutrophil (25% violet-CFSE C57BL/6 Wt and 75% CFSE C57BL/6 Cxer2™~), before the injection blood was assayed and 12 hours after
the inoculation with Candida samples were collected. Numbers in the flow cytometry plots are the percentages of positive cells in the gate between Wt and
Cxcr2 ™'~ B, Average of the percentage of Wt and Cxcr2 ™~ cells. *P< .05 {by Mann—Whitney test). *P< .05; **P< 005 {by Wilcoxan). Gray star, Wi; black
star, Cxer2 7. C, Vaginal sections analyzed by confocal microscopy. Red neutrophils from Wt and green from Cxerz”™ mice. D, Average of the percentage
of Wt and Cxer2 cells in the vaginal sections. Data are from 2 independent experiments {n = 6). Abbreviations: B. marrow, bone marrow; CFSE, carboxy-
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and on chemotactic response to Cxcll, Cxel2, and Cxcl12; how-
ever, we did not find significant effects (Supplementary Fig-
ure 3A and 3B). Furthermore, we stained vaginal sections
from hormone-treated mice and did not detect differences on
Cxcr2 expression in stromal Ly6g" neutrophils by confocal
microscopy and flow cytometry (Supplementary Figure 44
and 4B). Interestingly, we did not detect Cxcr4 staining by con-
focal or flow cytometry in vaginal neutrophils, although blood
neutrophils expressed Cxcr4 (Supplementary Figure 4C). These

data therefore rule out the implication of the Cxcll2/Cxerd axis
in vaginal transepithelial migration. We thus conclude that E2
and P4 do not have a direct effect on neutrophil-borne Cxer2
expression or function.

Female Sex Hormones Control Cxcll1 Gradients in the Vagina

Having identified Cxcr2 as a central chemokine receptor dur-
ing neutrophil recruitment to the vaginal lumen, we explored
the Cxer2-ligands (Cxcll, Cxcl2, and Cxcl5) for E2-induced

E22h

B Cxcl1
Vh E2
200 —
100 /
. £
= 200 —
>
< 100
0
200

100 / 24h

«0&0 ?'}\Q 3 \0@% e‘}@ 3 &06@ z'}\o@
K K &

E224h

E2+E2 E2+P4

(AU.)

Figure 6. Cxcll gradient in the lower female reproductive tract. A, Hormone-treated mice vaginal sections from infected mice. B, Expression of Cxcl1/
field fwhite circles} in the vagina. C, Estradiol-treated mice and €. afbicans inoculated in the vagina. After the infection (24 hours), mice were treated with
estradiol or progesterone for 12 hours. Estradiol-treated and estradiol + progesterone-treated mice vaginal sections. [, Expression of Cxcll in the vaginal
stroma and epithelium. Data were calculated in at least 3 different points in 3 different sections of each vagina {n=5). *P<.05; **P< .01; and ***P<.0001
{(Mann—Whitney test). Abbreviations: A.U., arbitrary units; E2, estradiol; Ep, epithelium; Lu, lumen; P4, progesterone; St, stroma; Vh, vehicle.
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alterations in gradient expression. We focused on Cxcll and
Cxcl2 because they have been identified in vaginal secretions
[17,18]. To quantify the in vivo gradient of chemokines, we mea-
sured the intensity of the staining in adjacent regions of stroma
and epithelium. In the absence of infection, we detected strong
Cxcll expression in the vaginal epithelium in vehicle- and P4-
treated mice, but not in E2-treated animals in which the epi-
thelium showed a weak staining (Figures 6B and Supplementary
Figure 5A). Moreover, after C. albicans inoculation, vehide- and
P4-treated mice showed stronger Cxcll staining in the vaginal ep-
ithelium than in the stroma (approximately 6-fold). In contrast,
E2-treated mice showed similar or even higher expression in the
stroma than in the epithelium (Figure 64 and 6B). We also de-
tected that 12 hours of P4-treatment to previously E2-treated an-
imals increased (approximately 3-fold) Cxcll staining in the
vaginal epithelium relative to the stroma (Figure 6C and 6D).
In conclusion, E2 treatment disrupts the Cxcll gradient during
steady state conditions, and inflammation in the vagina whereas
P4 restored it. In contrast, Cxcl2 expression was undetectable in
the vagina, and Cxcll2 expression was stronger in the epithelium
than the stroma in all cases (Supplementary Figure 5B and 5C),
indicating that E2 does not induce general silencing of chemo-
kines in the epithelium. Our data show that the production of
Cxcll by vaginal epithelial cells drives neutrophil transepithelial
infiltration through tightly established gradients, and that E2
blocks migration by disrupting or reverting Cxcll gradients.

To further confirm the in vivo data, we isolated vaginal epithe-
lial cells and cultured them with vehicle, E2, and P4 to produce
conditioned media, and assayed ex vivo neutrophil chemotaxis.
Vehicle- and P4-treated conditioned media induced neutrophil
chemotaxis (approximately 3-fold), whereas E2-treated media
lost its chemotactic response (Figure 74). Furthermore, Cxcll
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Figure 7. Cxcl1 chemokine drives neutrophil migration. A, Ex vivo
epithelial cells from vaginas were isolated and treated with hormones.
Conditioned media {C. media) were assayed for neutrophil chemotaxis.
B, Bone marrow neutrophil chemotaxis to C. media depleted with anti-
Cxcl1 antibody and control isotype. Data are represented as fold induction -
+50. A representative experiment of 3 independent tests is shown.
*P< 05 (Mann—Whitney test). Abbreviations: C. isotype, control isotype;
£, estradiol; P4, progesterone; Vh, vehicle.

depletion from conditioned medium abolished neutrophil che-
motaxis (Figure 7B). These results confirm that maintaining
appropriate sex hormone-driven production and gradients of
Cxcll by epithelial cells allows neutrophil migration toward the
vaginal lumen.

DISCUSSION

We demonstrate that the Cxcll/Cxcer2 axis drives neutrophil
transepithelial migration into the vaginal lumen through a
stroma-to-epithelium Cxcll gradient. E2 disrupts the Cxcll gra-
dient, and neutrophils arrest in the stroma. P4, in contrast, re-
stores Cxcll gradient to allow neutrophil migration into the
lumen, Our data may provide an explanation as to why E2-
based contraceptives and hormonal replacement therapy pre-
dispose women to vaginal candidiasis.

The female reproductive tract mucosa must reconcile the
presence of commensal microbiota and the transit of exogenous
spermatozoa with the elimination of sexually transmitted path-
ogens. Female sex hormones regulate the ovulation and also
have strong influence on the mucosal immune system [31].
‘We and others have reported that estradiol lowers the immune
response to pathogens [20, 28, 32] and sperm [31]. During ovu-
lation, under steady state conditions, neutrophils disappear
from the vaginal lumen to prevent sperm from immune attack;
whereas during the luteal phase, neutrophils invade the vaginal
lumen [14, 15] and generate a noxious environment for sperm
and pathogens. For example, it has been observed that deposi-
tions of sperm in the presence of neutrophils induce neutrophil
extracellular traps to avoid sperm dissemination [33]. Our data
add a new piece to the puzzle by showing that E2-treatment im-
pairs neutrophil influx into the vaginal lumen, not only in
steady-state conditions but also in response to C. albicans,
whereas P4 favors neutrophil migration.

Several chemokines, cytokines, and alarmins have been detect-
ed in the vaginal secretions [14, 17, 34-38], but their exact role
driving neutrophils into the vaginal lumen and expression during
the ovarian cycle remains controversial. Some authors reported
an upregulation of Cxcll expression during ovulation [31],
while others reported no significant differences [14]. To shed
light on this controversy, we used ovariectomized mice and exog-
enous hormones. Within the limitation of our model, we showed
that E2-treatment disrupts Cxcll gradients and curbs neutrophil
accumulation in the vaginal stroma. These findings are in agree-
ment with the observation that E2 administration to postmeno-
pausal women decreases Cxcll in the vaginal fluids [39] and
increases susceptibility to infections [11, 12]. P4-treatment re-
stores Cxcll gradient to recruit neutrophils into the lumen, to
clear the sperm [23], or to suppress pathogens.

Despite the importance of neutrophils for fungal defense,
their role in protecting from vaginal candidiasis is controversial.
Fidel et al, using intravaginal challenge in volunteers [40] and an
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E2-treated vaginal candidiasis mouse model [24], showed that
neutrophil depletion has no effect on fungal burden and condud-
ed that neutrophil migration into the vagina lumen not only hasa
nonprotective role but actually appeared to contribute to symp-
tomatology. Their data support the long-standing belief that the
ability to switch between yeast and hyphal forms is the major
virulence factor of C. albicans [24]. Our in vivo and in vitro
E2-treated infection data are in agreement with previous results
because neutrophils were not able to clear the infection. However,
neutrophils from P4-treated mice were very efficient at clearing
the infection and reducing inflammation; furthermore, neutro-
phils have a strong in vivo protective role. Thus, we uncover a
mechanism that favors reproduction during ovulation (high
E2) when sperm must be spared from immune attack by arresting
neutrophils in the subepithelial stroma, and at the same time in-
duces a window of vulnerability [29]. During the luteal phase, P4
favors neutrophil invasion to control the vaginal microbiota [18],
clears the sperm associated with microbes [41], and reduces the
chances of infection. Thus, sex hormones orchestrate tolerance
and immunity in female mucosal tissue by regulating chemokine
gradients. In the case of a hormonal imbalance, C. albicans could
use the diminished presence of neutrophil reaction to grow and
promote infection.

Our data suggest that high levels of E2 not only prepare the
female reproductive tract for sperm transport [42], but also
arrest neutrophils to prevent a spermicidal attack. The Cxcll/
Cxcr2 axis drives neutrophil transepithelial migration in the
colon and the lung [11, 12], it could represent a general mech-
anism that has been maintained during evolution to preserve
immunity, tissue repair, and homeostasis. However, the female
mucosa must delicately regulate Cxcll gradients to reconcile
control against infections and reproductive functions. Clinical-
ly, this means that E2-based treatments or deregulations of P4
expression may compromise vaginal immunity, making it more

vulnerable to pathogens.

Supplementary Data

Supplementary materials are available at The fournal of Infectious Diseases
online (http://jid.oxfordjournals.org). Supplementary materials consist of
data provided by the author that are published to benefit the reader. The
posted materials are not copyedited. The contents of all supplementary
data are the sole responsibility of the authors. Questions or messages regard-
ing errors should be addressed to the author.

Notes

Acknowledgments.  The authors thank the units of flow cytometry, cell
culture, and statistical analysis. We are grateful to F. Sanchez-Cobos
(IiSGM), N. Lopez (IiSGM), M. Grau (i+12), D. Parreiio, and M. J. Coronado
(IISPH) for expert help and support.

Financial support. M. R. received grants from the Instituto de Salud
Carlos 11 (ISCIIT) (P113/00269), Fundacion Mutua Madrilefia, and holds
a Miguel Servet II contract (CPII14/00009). L. 8.-M. holds an IiSGM intra-
mural contract. P. §.-M. holds ISCITI P113/01454 and A. H. holds contracts

RYC-2007-00697, SAF2012-31142, and SAF2013-49662-EXP. M. A. M.-F.
holds contracts RD12/0017/0037 and PI13/02016.

Potential conflicts of interest. All authors: No reported conflicts.

All authors have submitted the ICMJE Form for Disclosure of Potential
Conflicts of Interest. Conflicts that the editors consider relevant to the con-
tent of the manuscript have been disclosed.

References

iR

. kit M, Guzel AB. The epidemiology, pathogenesis, and diagnosis of
vulvovaginal candidosis: a mycological perspective. Crit Rev Microbiol
2011; 37:250-61.

. Rivers CA, Adaramola OO, Schwebke JR. Prevalence of bacterial vagi-
nosis and vulvovaginal candidiasis mixed infection in a southeastern
American STD clinic. Sex Transm Dis 2011; 38:672-4.

. Fischer G, Bradford J. Vulvovaginal candidiasis in postmenopausal
women: the role of hormone replacement therapy. | Low Genit Tract
Dis 2011; 15:263-7.

. Milligan GN. Neutrophils aid in protection of the vaginal mucosae of
immune mice against challenge with herpes simplex virus type 2.
] Virol 1999; 73:6380-6.

. Kolaczkowska E, Kubes P. Neutrophil recruitment and function in
health and inflammation. Nat Rev Immunol 2013; 13:159-75.

. Liu Y, Mei ], Gonzales L, et al. IL-17A and TNF-alpha exert synergistic
effects on expression of CXCLS5 by alveolar type II cells in vivo and in
vitro. | Immunol 2011; 186:3197-205.

. Williams MR, Azcutia V, Newton G, Alcaide P, Luscinskas FW. Emerg-
ing mechanisms of neutrophil recruitment across endothelium. Trends
Immunol 2011; 32:461-9.

. Sadik CD, Kim ND, Luster AD. Neutrophils cascading their way to in-
flammation. Trends Immunol 2011; 32:452-60.

. Chou RC, Kim ND, Sadik CD, et al. Lipid-cytokine-chemokine cascade
drives neutrophil recruitment in a murine model of inflammatory
arthritis. Immunity 2010; 33:266-78.

10. Schiwon M, Weisheit C, Franken L, et al. Crosstalk between sentinel and
helper macrophages permits neutrophil migration into infected uroepi-
thelium. Cell 2014; 156:456-68.

11. Li Q, Park PW, Wilson CL, Parks WC. Matrilysin shedding of synde-
can-1 regulates chemokine mobilization and transepithelial efflux of
neutrophils in acute lung injury. Cell 2002; 111:635-46.

12. Swee M, Wilson CL, Wang Y, McGuire JK, Parks WC. Matrix metallo-
proteinase-7 (matrilysin) controls neutrophil egress by generating che-
mokine gradients. J Leukoc Biol 2008; 83:1404-12.

13. Wira CR, Rodriguez-Garcia M, Patel MV. The role of sex hormones in
immune protection of the female reproductive tract. Nat Rev Immunol
2015; 15:217-30.

14. Sonoda Y, Mukaida N, Wang JB, et al. Physiologic regulation of posto-
vulatory neutrophil migration into vagina in mice by a C-X-C chemo-
kine{s). ] Immunol 1998; 160:6159-65.

15. Gajer P, Brotman RM, Bai G, et al. Temporal dynamics of the human
vaginal microbiota. Sci Transl Med 2012; 4:132ra52.

16. Ghosh M, Rodriguez-Garcia M, Wira CR. The immune system in men-
opause: pros and cons of hormone therapy. | Steroid Biochem Mol Biol
2014; 142:171-5.

17. Lindqvist M, Navabi N, Jansson M, et al. Local cytokine and inflammatory
responses to candidate vaginal adjuvants in mice. Vaccine 2009; 28:270-8.

18. Hickey DK, Fahey JV, Wira CR. Mouse estrous cycle regulation of vag-
inal versus uterine cytokines, chemokines, alpha-/beta-defensins and
TLRs. Innate Immun 2013; 19:121-31.

19. Drechsler M, Megens RT, van Zandvoort M, Weber C, Soehnlein O.
Hyperlipidemia-triggered neutrophilia promotes early atherosclerosis.
Circulation 2010; 122:1837-45.

20. Relloso M, Aragoneses-Fenoll L, Lasarte S, et al. Estradiol impairs the

Th17 immune response against Candida albicans. J Leukoc Biol 2012;

91:159-65.

Fidel PL Jr, Cutright ], Steele C. Effects of reproductive hormones on

experimental vaginal candidiasis. Infect Immun 2000; 68:651-7.

o

[

e

w

=}

~1

[=2]

o

21

i

169

Sex Hormones Regulate Cxcll Gradients ¢ JID « 9

ST0Z “7 1290100 o 1ans £q /Sro'spewnolpiogxo pily dpy wouy papeojumocy






Neutrophil numbers fluctuate throughout the ovarian cycle in the
vagina. During the follicular phase, while estradiol (E2) concentration
increases, neutrophils disappear from the vaginal lumen. After
ovulation, during the luteal phase, progesterone (P4) levels peak and
neutrophils re-infiltrate the vagina. Current hypothesis holds that
female sex hormones govern this phenomenon; however, the
mechanisms that direct neutrophil migration to the vaginal lumen are

still unknown.

In this work, we show that E2 produces a neutrophil retention and
inactivation in the lower FRT mucosa that protects sperm from
neutrophil attack and maintains a favorable environment during
ovulation (peak E2). Conversely, P4 restores the neutrophil presence
and activity after ovulation, ensuring the defense against
opportunistic or sexually transmitted pathogens during the luteal
phase. Our data provide a new mechanism in the conciliation of
reproductive and immune functions in the FRT, which can be useful in
the development of treatments for fertility disorders and vaginal

infections.
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