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11.

12.

Esquema de la estructura de un lobulillo en la glandula mamaria bovina
Esquema de la estructura del sistema secretor de la glandula mamaria bovina.

A. Esquema que muestra las defensas anatomicas mas importantes en la glandula
mamaria bovina que actiian como barrera de defensa. B. Defensas celulares y solubles
que participan en la respuesta inmune innata de la glandula mamaria. Los macrofagos
localizados en los alvéolos mamarios fagocitan bacterias localizadas en la cisterna de la
glandula. Estos macrofagos activados se relacionan con citoquinas como factor de
necrosis tumoral-alfa (TNF-a e (interleuquina-1beta) IL-1B. C. Las células endoteliales
provenientes de vasos sanguineos adyacentes a los alvéolos expresan moléculas de
adhesion en respuesta a citoquinas proinflamatorias, esto, de hecho, facilita el
reclutamiento de neutréfilos provenientes del flujo sanguineo al sitio de infeccion para
eliminar bacterias invasoras.

Imagen representativa de la raiz de Panax ginseng C.A. Meyer (Araliaceae) con forma
de humano.

Perfil del recuento de células somaticas (Logl0 células/ml) del ensayo dosis-respuesta
para el EPg (dosis 1, 5 y 10 mg/ml) en relacion al periodo de muestreo (hs) (medias +
SEM). No se observaron diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos
evaluados para los distintos tiempos de andlisis  (Prumtamiento=P1=0,154;
Piiempo=P=0,117).

Perfil del recuento de células somaticas (Log;o células/ml) del ensayo dosis-respuesta
para el EPg (dosis 3 mg/ml) en relacion al periodo de muestreo (hs) (medias £ SEM). No
se observaron diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos evaluados para
los distintos tiempos de analisis (Pt=0,471; P=0,765).

Perfil del recuento de células somaticas (Log;o células/ml) para cada tratamiento en
relacion al periodo de muestreo (medias + SEM). * Indica diferencias significativas
(P<0,05).

Porcentaje de células inmunomarcadas con PCNA en parénquima y estroma mamario de
los distintos tratamientos. Las barras representan las medias de los porcentajes de células
inmunomarcadas entre las distintas zonas evaluadas de cuartos tratados con EPg, placebo
y control = SEM.

Inmunomarcacion con PCNA en glandula mamaria bovina a los 7 dias del secado. Las
flechas indican células PCNA intensamente positivas (+++). A: glandula mamaria
inoculada con el EPg; B: glandula mamaria inoculada con placebo; C: glandula mamaria
control.

Inmunomarcacion para TNF-a en glandula mamaria inoculada con el EPg a los 7 dias del
secado. Marcacioén intensa (3+) del citoplasma de las células epiteliales que tapizan los
alvéolos y conductos mamarios. Marcacion intensa (3+) del citoplasma de macrofagos
(flechas) (A). Mascara de la inmunomarcaciéon que muestra el resultado de la
segmentacion de colores para la cuantificacion de la IHQ (B).

Inmunomarcacion para TNF- o en glandula mamaria inoculada con placebo a los 7 dias
del secado (A). Mascara de la inmunomarcaciéon que muestra el resultado de la
segmentacion de colores para la cuantificacion de la IHQ (B).

Inmunomarcacion para TNF- a en glandula mamaria control a los 7 dias del secado (A).
Mascara de la inmunomarcacion que muestra el resultado de la segmentacion de colores
para la cuantificacion de la ITHQ (B).
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Porcentaje de area inmunomarcada para TNF-a en glandula mamaria bovina para los
distintos tratamientos. Las barras representan las medias de los porcentajes de area
inmunomarcada entre las distintas zonas evaluadas de cuartos tratados con EPg, placebo
y control = SEM. Diferentes letras denotan diferencias significativas (P<0,05).

Inmunomarcacion para IL-1a en tejido de glandula mamaria bovina inoculada con el
EPg a los 7 dias del secado (A). Mascara de la inmunomarcacién que muestra el
resultado de la segmentacion de colores para la cuantificacion de la THQ (B).

Inmunomarcaciéon para IL-la en tejido de glandula mamaria bovina inoculada con
placebo a los 7 dias del secado (A). Mascara de la inmunomarcacion que muestra el
resultado de la segmentacion de colores para la cuantificacion de la THQ (B).

Inmunomarcacion para IL-1a en tejido de glandula mamaria bovina control a los 7 dias
del secado (A). Mascara de la inmunomarcacion que muestra el resultado de la
segmentacion de colores para la cuantificacion de la IHQ (B).

Porcentaje de area inmunomarcada para IL-o en glandula mamaria bovina para los
distintos tratamientos. Las barras representan las medias de los porcentajes de area
inmunomarcada entre las distintas zonas evaluadas de cuartos tratados con EPg, placebo
y control = SEM.

Inmunomarcacion para IL-6 en tejido de glandula mamaria bovina inoculada con el EPg
a los 7 dias del secado (A). Mascara de la inmunomarcacion que muestra el resultado de
la segmentacion de colores para la cuantificacion de la IHQ (B).

Inmunomarcacion para IL-6 en tejido de glandula mamaria bovina inoculada con placebo
a los 7 dias del secado (A). Mascara de la inmunomarcacion que muestra el resultado de
la segmentacion de colores para la cuantificacion de la THQ (B).

Inmunomarcacion para IL-6 en tejido de glandula mamaria bovina control a los 7 dias
del secado (A). Mascara de la inmunomarcacion que muestra el resultado de la
segmentacion de colores para la cuantificacion de la THQ (B).

Porcentaje de area inmunomarcada para IL-6 en glandula mamaria bovina para los
distintos tratamientos. Las barras representan las medias de los porcentajes de area
inmunomarcada entre las distintas zonas evaluadas de cuartos tratados con EPg, placebo
y control = SEM.

Numero de monocitos-macréfagos por unidad de area (mm?) marcados con CD14 en
cuartos mamarios bovinos para los distintos tratamientos. Las barras representan las
medias del nimero de monocitos-macréfagos/mm® entre las distintas zonas evaluadas de
cuartos tratados con EPg, placebo y control + SEM. Diferentes letras indican diferencias
significativas (P<0,05).

Inmunomarcaciéon de monocitos-macréfagos con CD14 en tejido de glandula mamaria
bovina a los 7 dias del secado. Las flechas muestran monocitos-macrofagos reactivos al
cromogeno utilizado. A: glandula mamaria inoculada con el EPg; B: glandula mamaria
inoculada con placebo; C: glandula mamaria control.

Inmunoblot para identificar la especificidad de anticuerpos para IHQ (anti-IL-1a y anti-
IL-6) en glandula mamaria a los 7 dias PI. A) IL-1a. - Linea 1: glandula mamaria tratada
con EPg; 2: glandula mamaria tratada con placebo; 3: glandula mamaria control. B) IL-
6- Linea 1: glandula mamaria tratada con EPg; 2: glandula mamaria tratada con placebo;
3: glandula mamaria control.

Deteccion de TNF-a en muestras de leche provenientes de cuartos inoculados con el EPg
a lo largo del periodo de muestreo por western blot. Lineas 1: 0 hs pre-inoculacion; 2: 24
hs PI; 3: 48 hs PI; 4: 72 hs PI. A la izquierda se indican los pesos moleculares de las
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38.

bandas detectadas.

Analisis representativo de la cuantificacion de TNF-a en muestras de leche a lo largo del
periodo de muestreo. Las barras representan los valores medios de Densidad Optica
Integrada (DOI) en unidades arbitrarias (ua) = SEM. En los animales tratados con el EPg
se observaron diferencias significativas en los periodos de 24 (*) y 48 hs (#) (P<0,001).

Deteccion de TNF-a en muestras de tejido mamario obtenidas a los 7 dias del secado.
Lineas 1: de animales control; 2: de animales inoculados con el EPg; 3: de animales
inoculados con placebo. A la izquierda se indican los pesos moleculares de las bandas
detectadas.

Analisis representativo de la cuantificacion de TNF-a en tejido mamario en los distintos
grupos estudiados. Las barras representan los valores medios de DOI en unidades
arbitrarias (ua) £ SEM. Diferentes letras indican diferencias significativas (P<0,05).

Gel de agarosa (2%). Productos de RT-PCR de citoquinas provenientes de muestras de
ganglio linfatico bovino. A la derecha se denotan los pesos moleculares correspondientes
al patron de pares de bases y arriba se muestra la identificacion del gen que corresponde
a las bandas obtenidas.

Optimizacién del nimero de ciclos utilizados en los ensayos de PCR para las distintas
citoquinas a partir de muestras de leche. Cinética para IL-1a, IL-1f, IL-8 y TNF-a.

Gel de agarosa (2%). Productos de amplificados de RT-PCR de B-actina provenientes de
muestras tratadas con el EPg a distintas horas de muestreo. A la derecha se denotan los
pesos moleculares correspondientes al patron de pares de bases y a la izquierda se
muestra la identificacion del gen que corresponde a las bandas obtenidas.

Gel de agarosa (2%). Productos de amplificados de RT-PCR de IL-1a provenientes de
muestras tratadas con el EPg a distintas horas de muestreo. A la derecha se denotan los
pesos moleculares correspondientes al patron de pares de bases y a la izquierda se
muestra la identificacion del gen que corresponde a las bandas obtenidas.

Semicuantificacion del ARNm de IL-1a en células somaticas de leche proveniente de
cuartos mamarios tratados con el EPg y placebo a distintas horas de muestreo. Las barras
representan los valores medios de DOI para IL-1a en relacion a B-actina (ua) + SEM.

Gel de agarosa (2%). Productos de amplificados de RT-PCR de IL-1B provenientes de
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Resumen

La glandula mamaria bovina es altamente susceptible a nuevas infecciones
intramamarias (IIM) durante el periodo de involucion temprana y periparto; estando el
control clasico de estas IIM basado en el uso de antibidticos intramamarios. La
busqueda de estrategias alternativas con el objetivo de mejorar el sistema inmune de la
glandula mamaria bovina durante este periodo podria favorecer la capacidad del animal
para resistir a nuevas infecciones y evitar el uso de antibidticos cuyos residuos causan
efectos perjudiciales tanto para la salud como para los procesos industriales.

La inmunomodulacion es definida como la modificacién de la respuesta inmune
por medio de la administracion de sustancias que poseen la capacidad de regular el
sistema inmune. Los modificadores de la respuesta biologica 6 MRB son agentes que
modifican la respuesta frente a organismos patogenos resultando en efectos profilacticos
o terapéuticos beneficiosos para el hospedador. En este sentido, el ginseng, es la raiz de
Panax ginseng C.A. Meyer (Araliaceae), y se ha reportado que sus extractos tienen
efectos modulatorios sobre células fagociticas, linfocitos y sobre la produccion de
anticuerpos tanto en humanos como en animales.

El objetivo del presente trabajo consisti6 en describir los efectos
inmunomodulatorios de una infusion intramamaria de Panax ginseng (P. ginseng) como
MRB analizando parametros de la inmunidad innata en glandula mamaria bovina al
final de la lactancia.

En el presente estudio se utilizaron 6 vacas no prefiadas al final de la lactancia. La
unidad experimental fue el cuarto mamario. Ocho cuartos mamarios fueron inoculados
con 10 ml de extracto de Panax ginseng (EPg) (3 mg/ml), 8 cuartos fueron tratados con
10 ml de placebo (vehiculo sin principio activo) y 8 cuartos fueron mantenidos como
control (libres de inoculacion). El ordefie fue interrumpido inmediatamente después de
las inoculaciones.

La proliferacion celular en los distintos cuartos mamarios inoculados fue evaluada
mediante la expresion de PCNA por Inmunohistoquimica (IHQ). Ademas, la marcacion
y cuantificacion de la expresion de citoquinas (TNF-a, IL-1a, IL-6) en tejido mamario
se realizé por IHQ mediante anticuerpos especificos, cuya especificidad fue corroborada
mediante western blot. La cuantificacion de monocitos-macréfagos en los cuartos
mamarios estudiados fue llevada a cabo también mediante la técnica de IHQ. Por otra
parte, muestras de leche fueron colectadas de manera aséptica a distintos tiempos para

la deteccion de ARNm de citoquinas mediante técnicas de RT-PCR y western blot.

Xii



Resumen

El RCS arrojé las mayores diferencias significativas a las 24, 48 y 72 hs post-
inoculacién (PI) en todos los cuartos tratados con el EPg comparado a los cuartos
tratados con placebo y cuartos no inoculados (controles).

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de proliferacion de las
células epiteliales y estromales mamarias entre los tres grupos evaluados, determinando
que el tratamiento con EPg no afectaria al periodo de involucion evaluado en el presente
trabajo.

El area inmunomarcada para TNF-a fue significativamente mayor en cuartos
tratados con el EPg comparado a cuartos con placebo y cuartos controles.

El analisis de los porcentajes de areas inmunohistoquimicamente marcadas para las
citoquinas IL-1a e IL-6 en los diferentes tratamientos evaluados, no mostr6 diferencias
significativas, aunque si se observo un leve aumento de la expresion de estas citoquinas
en cuartos inoculados con EPg comparado con los grupos placebo y controles.

El tratamiento con EPg en cuartos libres de IIM mostr6é un incremento significativo
en el numero de monocitos-macrofagos durante el periodo de involucion evaluado con
respecto a cuartos tratados con placebo y a cuartos controles.

Ademas, se evaluo6 la produccion de TNF-a en secrecion mamaria y tejido mamario
por western blot. Para el analisis en secrecion mamaria, no se detectd la proteina en
muestras de placebo. Sin embargo, en cuartos tratados con el EPg se encontraron dos
bandas de 17 y 26 kDa a las 24 y 48 hs PI. Ademas, se observd un incremento
significativo en los niveles de la proteina soluble de 17 kDa de TNF-a a las 24 y 48 hs
PI en cuartos tratados con EPg comparado con los restantes periodos evaluados. En
tejido mamario, en condiciones reductoras, se encontrd una banda de 26 kDa (proteina
de membrana) y una banda de 17 kDa (proteina soluble) en los tres grupos evaluados.
Se observaron diferencias significativas en la banda de 26 kDa en cuartos tratados con
el EPg comparado con los otros grupos evaluados. Por otra parte, para el analisis de la
banda de 17 kDa, si bien, no se encontraron diferencias significativas entre los tres
grupos evaluados, hubo una tendencia en aumento de la expresion de TNF-a en tejido
mamario en muestras tratadas con EPg.

Mediante RT-PCR se detectaron acidos ribonucleicos mensajeros (ARNm) de IL-
la, IL-1B, IL-8 y TNF-a en células somaticas provenientes de leche de cuartos tratados
con EPg y placebo, en contraste, no se detectaron los ARNm de IL-2, IL-4, IL-6 e INF-

y. Se observo un incremento significativo en la expresion de ARNm de IL-1a, IL-1B y
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Resumen

TNF-a en cuartos tratados con EPg a las 48 hs PI comparado a cuartos tratados con
placebo.

Si bien, la dosis de EPg aplicada en el presente trabajo estimuld la expresion de
ARNm de IL-8 en células extraidas de la leche a las 24 y 48 hs PI, no se observaron
diferencias significativas entre los tratados con EPg como con placebo en cualquiera de
los tiempos de ensayo evaluados.

Los resultados obtenidos en el presente estudio y su discusion con los aportes de
otros autores, permiten llegar a las siguiente conclusiones: la inoculacion con el EPg en
el secado se asocid con el incremento de células somaticas, con la estimulacion del
influjo y el reclutamiento de monocitos-macrofagos, con la presencia de la proteina
TNF-a en leche y tejido mamario, y con la transcripcion de ARNm de citoquinas
proinflamatorias. Finalmente, se observd que el extracto aqui aplicado (P. ginseng)
puede ejercer efectos inmunomodulatorios en glandula mamaria bovina y, por lo tanto,
podria jugar un papel importante en la activacion de las defensas intramamarias para el
control de mastitis al momento del secado, ya sea usdndolo solo o en combinacién con
la terapia antibiotica.

Como complemento a este trabajo de tesis, se desarrolld6 un método de conteo
celular directo como herramienta para la identificacion de células somaticas en leche
bovina para generar una técnica alternativa a la citometria de flujo (CF). Se utilizaron
muestras de leche con diferentes RCS a partir de las cuéles se realizaron extendidos
celulares los que se sometieron a IHQ para la deteccion de diferentes tipos celulares y a
CF. Los andlisis de correlacion entre ambas técnicas demostraron que la técnica de
identificacion por método directo podria ser util como alternativa a la CF para muestras

con bajos RCS.
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Abstract

The bovine mammary gland is highly susceptible to new intramammary infections
(IMIs) during early involution and the periparturient period. Classic control of IMI at
drying off is based on intramammary antibiotic infusion. Alternative strategies aimed at
enhancing the mammary gland immune system during this period could enhance the
animal's ability to resist new IMI and avoid the use of antibiotics, whose residues cause
harmful effects to both health and industrial processes.

Immunomodulation is defined as the modification of the immune response by
means of the administration of substances that possess the ability to regulate the
immune system. Biological response modifiers (BRM) are agents that modify the host’s
response to pathogens with resultant beneficial prophylactic or therapeutic effects. In
this sense, ginseng is the root of Panax ginseng C.A. Meyer (Araliaceae) and its extract
has been reported to have modulatory effects on phagocytic cells, lymphocytes and
antibody production in both humans and animals.

The purpose of the present study was to describe the immunomodulatory effects of
a single intramammary infusion of Panax ginseng (P. ginseng) as a MRB, analyzing
parameters of innate immunity on bovine mammary glands at the end of lactation.

Six nonpregnant cows in late lactation were used in the present study. Unit of study
was the mammary quarter. Eight mammary quarters were infused with 10 ml of Panax
ginseng extract (PgE) (3 mg/ml), eight quarters were treated with 10 mL of placebo
(vehicle alone) and eight quarters were maintained as uninoculated controls. Milking
was interrupted after infusion.

Cellular proliferation in inoculated mammary quarters was evaluated by the
expression of PCNA by immunohistochemistry (IHC). In addition, staining and
quantification of the expression of cytokines (TNF-a, IL-1a, IL-6) in udder tissue was
performed by IHC using specific antibodies, whose specificity was confirmed by
western blot. The quantification of monocytes-macrophages cells in mammary quarters
was carried out to using IHC technique. On the other hand, milk samples were
aseptically collected at different times for performing SCC (somatic cell count),
detection of specific cytokines mRNA by RT-PCR and western blotting assay.

Milk SCC were significantly increased at 24 h, 48 h and 72 h post-inoculation (PI)
in all PgE-treated quarters compared with placebo and uninoculated control quarters.

No significant differences were found in the proliferation percentage in mammary

epithelial and stromal cells among the three groups, which determined that treatment
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Abstract

with PgE would not interfere with cellular proliferation at the involution period
evaluated in this study.

The immunostaining area for TNF-a was significantly higher in PgE quarters
compared with with placebo and control quarters.

The analysis of the percentages of immunohistochemical stained areas for the
cytokines IL-1a and IL-6 for the different treatments, showed no significant differences,
although there was a slight increase in the expression of these cytokines in the PgE-
quarters compared with placebo and controls groups.

PgE treatment in IMI-free quarters showed a significant increase in the number of
monocytes-macrophages during the involution period, compared with placebo and
control quarters.

Further, the production of TNF-a in mammary secretions and mammary tissues
was evaluated by western blot. For the analysis in mammary secretion, this protein was
not detected in any placebo samples. However, two bands of 17 and a 26 kDa were
observed at 24 and 48 PI in PgE-treated quarters. Moreover, a significant increase in the
levels of soluble 17 kDa TNF-a was observed in PgE-treated quarters at 24 and 48 h PI
compared with other periods of the study. In mammary tissue, in reduced condition, a
26-kDa band (membrane-bound) and a band of soluble 17-kDa form in the three
evaluated groups was found. A significant increase of 26 kDa TNF-a level was
observed in PgE-treated quarters compared with other evaluated groups. On the other
hand, for the analysis of the band of soluble 17 kDa, although there were no significant
differences among the three evaluated groups, an increased expression of TNF-a in
mammary tissue samples treated with PgE was observed.

IL-1a, IL-1B, IL-8 and TNF-a mRNA were detected in milk somatic cells in PgE
and placebo quarters by RT-PCR, in contrast IL-2, IL-4, IL-6 and INF-y mRNA were
not found. A significant increase of IL-1a, IL-1p and TNF-a mRNA expression was
observed in PgE-treated quarters compared with placebo-treated quarters at 48 h PI.

Although, the dose of PgE applied in the present study stimulated the expression of
IL-8 mRNA in milk cells extracted at 24 and 48 h PI, no significant differences were
observed among PgE-treated and placebo-treated at any experimental time point.

The results obtained in this study and its discussion with input from others authors
allowed to elaborate the following conclusions: PgE inoculation at drying off was

associated with somatic cells increase, stimulation of the influx and recruitment of
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monocytes- macrophages, with the presence of protein TNF-a in milk and mammary
tissue, as well as proinflammatory cytokines mRNA transcription. Finally, was
observed that the extract here applied (P.ginseng) can exert immunomodulating effects
in bovine mammary gland and could therefore play a role in mastitis control at drying
off enhancing intramammary defenses, either alone or in con-junction with dry cow
antibiotic therapy.

In addition to this work, a direct cell count method was carried out as a tool for the
identification of bovine milk somatic cells to generate as alternative technique to flow
cytometry. Milk samples with different SCC were used, from which cellular smears
were made. These were subjected to IHC for the detection of different cellular types and
to flow cytometry. Correlation analysis between both techniques showed that the
technique of identification by the direct method could be useful for samples with low

SCC, and can therefore be an alternative to flow cytometry for these kinds of samples.
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1.1. Histologia de la glandula mamaria bovina

La glandula mamaria bovina es una glandula tibulo-alveolar compuesta, de origen
cutaneo. Su desarrollo comienza en el embridn y contintia lentamente durante el periodo
prepubertal. Cada glandula consiste en un epitelio secretor rodeado por un estroma de
tejido conectivo subcutaneo con mayor o menor abundancia de tejido adiposo,
dependiendo del estadio de lactancia en que se encuentre el animal. Los conductos
colectores de la glandula desembocan en la superficie de la piel por medio del pezén
(Dellmann, 1994).

El sistema colector consiste en conductos ramificados que terminan en conductillos
de secrecion y, cuando la glandula se encuentra en actividad, en alvéolos. El conjunto
de alvéolos conforman un lobulillo, cada alvéolo se separa de sus vecinos por medio de
tejido conectivo intralobulillar, y los lobulillos dentro del tejido conectivo forman
l6bulos, los cuales estan limitados por tejido conectivo interlobulillar. Cada alvéolo esta
revestido por una capa de epitelio cubico simple en el estadio no secretor o de reposo.
Células mioepiteliales contractiles que presentan numerosas prolongaciones, rodean el
epitelio de los conductos y los alvéolos, y una membrana basal continua encierra todo el
sistema epitelial. Durante la lactacion, cuando la glandula se halla activa, los alvéolos y
conductos secretores presentan un epitelio simple con células cilindricas o columnares
también llamadas lactocitos y la secrecion se hace histolégicamente visible en forma de
vesiculas y gotas lipidicas en el citoplasma de las mismas y en la luz de los conductos
(figura 1).

El tejido intersticial (estroma) de la glandula mamaria proporciona importante
sostén estructural para las unidades secretoras y contiene vasos sanguineos y linfaticos,
y nervios. Rodeando a cada unidad secretora (parénquima) hay una capa de tejido
conjuntivo laxo con un extenso plexo de capilares sanguineos y linfaticos. Son
constituyentes frecuentes las células plasmaticas y linfocitos, particularmente en el
momento del parto, cuando se segrega el calostro. El tejido conjuntivo que rodea cada
lobulillo es grueso, y contiene conductos interlobulillares, vasos sanguineos y linfaticos

mayores (Dellmann, 1994).
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Alveolos mamarios
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Figura 1: Esquema de la estructura de un lobulillo en la glandula mamaria bovina (SERVET,
Grupo Asis Biomedia, S.L. (http://www.servet.es/posteres.php?pg=pt)).

Numerosos conductos interlobulillares drenan en un conducto lobular o galactéforo
que es el tnico conducto excretor del 16bulo. Varios conductos galactéforos o lobulares
drenan en un seno o cisterna glandular, seno lactifero o seno galactéforo. Cada cisterna
glandular estd ubicada en la base de cada pezon. La cisterna glandular es la encargada
de almacenar leche en los intervalos entre succiones. La parte final del sistema de los
conductos termina en el canal papilar del pezon. Desde la cisterna glandular emerge un
conducto ensanchado, que atraviesa longitudinalmente al pezén, denomidado seno o
cisterna de pezon. Entre la cisterna glandular y la cisterna del pezén se encuentra un
pliegue anular de mucosa que actia como un esfinter interno. Al contraerse las fibras
musculares del esfinter hacen que la luz del conducto sea estrellada, debido a los
pliegues longitudinales que se forman. En proximal al canal del pezon se encuentra una
estructura formada por una papila de tejido conectivo recubierta por -epitelio,
denominada “roseta de Fiirstenberg”. La leche secretada por los lactocitos es drenada a

través de los espacios alveolares, conductos intralobulillares, conductos colectores
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centrales, conductos galactéforos, cisterna glandular, cisterna del pezon, canal papilar y

finalmente a través del orificio del pezon hacia el exterior (figura 2).

L Ramas de arterias y
I'l venas mamarias

b 1 Lébulo
" il
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|
! Conducto alveolar

!

%, Conductos
galactoferos

Cisterna glandular

Cisterna
glandular

Seccion longitudinal del pezon

Anillo venoso

b Plexo
submucoso Venoss
Cisterna
del pezén
Canal papilar Esfinter del
pezén

Orificio del pezén

Figura 2: Esquema de la estructura del sistema secretor de la glandula mamaria bovina.

(SERVET, Grupo Asis Biomedia, S.L. (http://www.servet.es/posteres.php?pg=pt)).

1.2. Inmunidad de la glandula mamaria

La inmunidad de la glandula mamaria, definida como la proteccion y resistencia a

enfermedades infecciosas, es proporcionada a través de una variedad de factores

inmunes y no inmunes. La respuesta inmune es caracterizada por la habilidad de

reconocer y discriminar entre las moléculas propias del organismo de las no propias.

Esta respuesta puede ser dividida en dos categorias distintas: la inmunidad innata 6

inespecifica y la inmunidad adaptativa ¢ especifica (Sordillo y Streicher, 2002). Las

principales diferencias entre ambas respuestas son los mecanismos y los tipos de

receptores usados para el reconocimiento antigénico.

En la inmunidad innata, los receptores celulares reconocen estructuras altamente

conservadas presentes en un gran grupo de microorganismos (Medzhitov y Janeway,
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2000a). Estas estructuras son designadas como patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMPs) y los receptores involucrados en identificarlas son llamados
receptores para reconocimiento del patron (RRP) (Medzhitov y Janeway, 2000b). Otra
diferencia caracteristica de la inmunidad innata con respecto a la adaptativa es que ésta
se activa rapidamente frente al encuentro con un patégeno dado, en el sitio de infeccion
por diversos estimulos, y no se ve aumentada frente a repetidas exposiciones al mismo
patogeno; es decir, que la inmunidad innata no tiene memoria inmunoldgica, mientras
que la eficiencia de la inmunidad adaptativa reside en la memoria (Rainard y Riollet,
2006).

En la glandula mamaria bovina, la inmunidad innata predomina en la etapa
temprana de infeccion y es mediada por macrofagos, neutréfilos, células Natural Killer
(NK) y citoquinas. En general, las bacterias poseen diferencias estructurales en sus
paredes celulares, que son reconocidos por receptores especificos de membrana. Entre
estas estructuras se encuentran lipopolisacaridos (LPS), péptidoglicanos (PGN) y 4cido
lipoteicoico (ALT), los cudles constituyen los PAMPs (Bannerman y col., 2004b; Han y
col., 2003). Estos ultimos son reconocidos por los receptores de “Tipo Toll”, los Toll
like receptor (TLRs), los cuales se encuentran localizados en las membranas celulares y
endosomales de las células inmunes (Rosenberger y Finlay, 2003), y proveen la
sefializacion celular durante la iniciacion de la respuesta inmunitaria (Janeway y col.,
2001). La interaccion entre PAMPs y TLRs produce la sintesis de citoquinas y otros
mediadores endogenos que son esenciales en la proteccidon contra microorganismos
patdgenos.

Si el patogeno es capaz de evadir el sistema de defensa innato o no es
completamente eliminado por el mismo, el sistema inmune adquirido se activa de
manera consecutiva. Este sistema reconoce determinantes antigénicos especificos del
patogeno. Si el huésped encuentra mas de una vez al mismo antigeno puede ocurrir, un
elevado estado de inmuno-reactividad como consecuencia de la memoria inmunolégica.
En comparacion a la primera exposicion con el antigeno bacteriano, la “respuesta de
memoria” puede ser mas rapida, fuerte, duradera y a veces mas efectiva en lo que a la

eliminacion del patogeno se trata (Sordillo y Streicher, 2002).
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1.2.1. Defensas residentes de la glandula mamaria

Ante la llegada de microorganismos patogenos a la glandula mamaria, existen
ciertas barreras residentes que protegen al huésped en cuanto ingresa el
microorganismo. Un resumen de las barreras residentes se encuentra graficado en la

figura 3.

1.2.1.1. Barreras anatdémicas

El canal del pezdn, es la principal puerta de entrada a la glandula de numerosos
microorganismos causantes de mastitis (Sandholm y Korhonen, 1995), y junto con la
piel, es considerado como la primera barrera de defensa contra patdégenos. La condicion
de la piel de la glandula mamaria es de vital importancia. Cuando la piel se encuentra
sana la mayoria de los patdgenos tiene limitadas posibilidades de sobrevivir (King,
1981) y se reduce el riesgo de colonizacion de bacterias como Staphylococcus aureus
(S. aureus).

El diametro del pezon y en menor medida la longitud del mismo, tienen una
relacion directa con la incidencia de enfermedades intramamarias. A mayor didmetro,
mayor tasa de nuevas infecciones intramamarias (IIM). Estudios morfométricos indican
que el didmetro del canal del pezén cambia considerablemente durante el periodo seco 6
de involucion, periodo durante el cual la glandula se prepara para la proxima lactancia,
y también durante el periodo de lactancia (NMC, 1996). Este didmetro fue mucho
mayor a los 7 dias del secado comparado con los dias 1, 16 y 30, hallaindose una
relacion positiva entre didmetro e incidencia de enfermedades intramamarias
(Nickerson, 1989).

A medida que el proceso de involucién de la glandula mamaria progresa, €sta se
torna mas resistente a las IIM. Dicha resistencia, entre otras causas, fue atribuida a la
formacion del tapon de queratina en el conducto del pezon, el cual previene el ascenso y
la multiplicacion bacteriana en la glandula. Ademas, los 4acidos grasos que forman parte
de la queratina, como el acido miristico, palmitoleico y linoleico, tienen caracteristicas
bacteriostaticas (Treece y col., 1966), lo que evita la radicacion de microorganismos
infecciosos. Por el contrario, durante la lactancia, después de que la vaca ha sido

ordefiada, el canal permanece abierto por aproximadamente dos horas, favoreciendo el
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ingreso de microorganismos patogenos (Sandholm y Korhonen, 1995; Corbellini,

1998).
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Figura 3: A. Esquema que muestra las defensas anatomicas mas importantes en la glandula
mamaria bovina que actfian como barrera. B. Defensas celulares y solubles que participan en la
respuesta inmune innata de la glandula mamaria. Los macrofagos localizados en los alvéolos
mamarios fagocitan bacterias localizadas en la cisterna de la glandula. Estos macréfagos
activados se relacionan con citoquinas como factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-o e
interleuquina-1beta (IL-1B). C. Las células endoteliales de los vasos sanguineos adyacentes a
los alvéolos expresan moléculas de adhesion en respuesta a citoquinas proinflamatorias, esto, de
hecho, facilita el reclutamiento de neutrofilos provenientes del flujo sanguineo al sitio de

infeccion para eliminar bacterias invasoras (Oviedo-Boyso y col., 2007).

1.2.1.2. Defensas celulares

Si las bacterias sobrepasan las defensas del canal del pezon, deberan enfrentarse a
un ejéreito de diferentes leucocitos de distintas clases capaces de iniciar la inmunidad
innata ¢ la especifica.

Los macrofagos son las células predominantes en la leche normal y constituyen

entre el 30 y 75 % del total de la poblacion celular en leche de cuartos mamarios sanos
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(Ostensson y col., 1988). Estas células se parecen estructuralmente a su precursor, el
monocito sanguineo (Duffield, 2003). Los monocitos son células circulantes que migran
hacia los tejidos donde se diferencian a macréfagos inflamatorios.

En la defensa contra infecciones bacterianas, los macrofagos presentes en la leche y
en el tejido mamario, reconocen al patdégeno e inician la respuesta inflamatoria. Son
importantes agentes de defensa, ya que participan en la eliminacion de restos celulares,
células muertas, material intracelular dafiado, bacterias, particulas inertes y cuerpos
extranos. La velocidad fagocitica de los macréfagos puede incrementarse
substancialmente en presencia de anticuerpos que median la opsonizacion de patégenos
especificos (Sordillo y col., 1997).

Ademas de su rol en la defensa innata temprana, los macrofagos juegan un rol
importante en el procesamiento y presentacion antigénica (Fitzpatrick y col., 1992;
Politis y col., 1992). Los antigenos de bacterias internalizadas son procesados por los
macrofagos y luego se localizan en su membrana celular en asociacion a las moléculas
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) de clase II. Estas ultimas, son
moléculas de membrana polimorficas las cudles son requeridas por las células del
huésped (linfocitos) para el reconocimiento de antigenos externos (Fainboim y Geffner,
2008).

Al comienzo de la inflamacion, los macrofagos secretan gran cantidad de
sustancias como prostaglandinas, leucotrienos y citoquinas que participan en la
inflamacion, facilitando la migracion y la actividad bactericida de los neutrdfilos
(Baumann y Gauldie, 1994). Las endotoxinas, tales como LPS, estimulan la produccion
de interleuquinas por parte de los macréfagos y otras células. Las citoquinas, IL-1 y
TNF-0, promueven la expresion de moléculas de superficie tales como ICAM
(moléculas de adhesion intercelular) y selectinas sobre células endoteliales, para
contribuir a la acumulacion de leucocitos en sitios locales de inflamacion (Oviedo-
Boyso y col., 2007).

Los neutrofilos son el tipo de células predominantes durante la inflamacion
temprana en el tejido mamario y sus secreciones, y pueden constituir un porcentaje
mayor al 90% del total de los leucocitos en la glandula mamaria (Paape y col., 1981;
Sordillo y col., 1987; Sordillo y col., 1989). En leche normal, gran parte de estos son no
viables 6 estan en proceso de apoptosis, sobre todo los que se encuentran en la cisterna

de la glandula. Estas células de la inmunidad inespecifica viajan desde la sangre a la
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glandula mamaria en respuesta a las sustancias secretadas por los macréfagos. Esta
migracion desde la sangre puede verse comprometida debido a la disminuciéon de la
proporcion de células que expresan el receptor de adhesion CD62L (L-selectina) el cual
es necesario para la penetracion de los neutrofilos desde el endotelio al sitio de
infeccion (Lee y Kehrly, 1998).

Una vez en el sitio de infeccion, los neutrdfilos fagocitan y eliminan a las bacterias
ejerciendo sus efectos bacteriostaticos a través de su capacidad bactericida, dada por
mecanismos dependientes e independientes de oxigeno. El mecanismo independiente de
oxigeno esta compuesto por enzimas lisosomales, tales como la lisozima y la perforina,
mientras que los mecanismos dependientes de oxigeno, basicamente, estdn dados por la
generacion de radicales oxigeno libre. Una vez iniciado el proceso de fagocitosis, los
neutrofilos generan aniones superdxido y perdxido de hidrogeno, los cuales actiian
como sustrato para la formacion de productos toxicos (Babior, 1984). En una etapa
posterior, con la formacion del fagolisosoma, como consecuencia de la fusion entre el
lisosoma y el fagosoma, se genera mieloperoxidasa, catalizando ésta la formacion de
hipoclorito y otros agentes oxidantes, de elevada efectividad bactericida (Paape y col.,
1991; Tizard, 1996). Ademas, durante la fagocitosis, las bacterias pueden ser expuestas
a varias enzimas como la peroxidasa, enzimas hidroliticas y la lactoferrina.

Paape y col. (1996), demostraron que los neutrofilos bovinos poseen la capacidad
de unirse a anticuerpos monoclonales anti CD14 y CD18 humanos, indicando que los
CD14 y 18 en neutrofilos humanos y bovinos comparten un determinante antigénico
comun. Estos receptores celulares de superficie en leucocitos han sido identificados
como cruciales para el control de las infecciones por bacterias Gram (-) (Anderson y
Springer, 1987; Maliszewski y Wright, 1990). El receptor de CD14 es una proteina de
53 kDa que estd presente en monocitos y macrofagos humanos y en menor medida en
neutréfilos (Landmann y col., 1991). Esta proteina anclada en la membrana facilita el
clearence de LPS bacterianos previniendo el shock séptico inducido por éste (Lee y
col., 2003), ademas produce una sefial de activacion en las células epiteliales mamarias
para que expresen IL-8 (Wang y col., 2002).

Sumado a sus capacidades fagociticas, estos tipos celulares de la defensa inmune
innata, los neutréfilos, son una fuente de péptidos antibacterianos (defensinas), las
cudles son capaz de eliminar a un gran nimero de patdgenos causantes de mastitis

(Selsted y col., 1993).
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Las c¢lulas NK son linfocitos de gran tamafo y de forma granular que poseen
actividades citotoxicas independientes del CMH, utilizando sus receptores Fc para
participar en la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos. Las
células NK se unen a cé¢lulas tumorales o infectadas con virus y al degranularse secretan
perforinas que destruyen la célula blanco por disrupcion de la membrana celular.

Si bien los neutréfilos y macrofagos estan muy bien preparados para encontrar y
eliminar los patdgenos extracelulares, las células NK son criticas al momento de
eliminar patdgenos intracelulares (Rainard y Riollet, 2006). Ademas, las células NK
también son capaces de matar bacterias Gram (-) y (+) lo que les confiere importancia
en la prevencion de las IIM (Shafer-Weaver y Sordillo, 1996).

Entre las células presentadoras de antigenos se destacan las células dendriticas, los
macrofagos y los linfocitos B. Las células dendriticas son consideradas células
profesionales en el procesamiento y presentacion antigénica. Se encuentran distribuidas
por todo el organismo, en especial debajo de las superficies mucosas, teniendo en
cuenta que mas del 90% de las infecciones ocurren por esta via. De acuerdo a la
naturaleza del antigeno y dependiendo del momento fisiologico que se encuentra el
animal presentaran el antigeno en combinacion con el CMH-I o en unién al CMH-II. Si
toma el primer camino (CMH-I) predominara la respuesta inmunitaria de base celular
con secrecion de citoquinas (IL-2, IL-12 e IFN-y) y los linfocitos T CD8+ citotoxicos.
Por el contrario, si la particula antigénica es presentada en combinacién con el CMH-II,
predominara la secrecion de IL-4, IL-5 e IL-6, con proliferacion de linfocitos B,
produccion de inmunoglobulinas y respuesta inmunitaria de base humoral (Hope y col.,
2003).

Los linfocitos son los encargados de construir y regular la respuesta inmunitaria y
son las unicas células que reconocen antigenos a través de receptores especificos de
membrana (Sordillo y col., 1997). Existen dos clases distintas de linfocitos, los cuales
difieren en su funcion y productos de secrecion: linfocitos T y B.

Los linfocitos T reconocen los componentes antigénicos a través de receptores de
membrana y son los responsables de la regulacion y efectividad de la respuesta
inmunitaria (Janeway y col., 2001). Del total de linfocitos sanguineos, la subpoblacion
de células T es la predominante en los rumiantes, llegando a representar hasta un 80%

del total (Tizard, 2000).
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Los linfocitos T pueden ser divididos en dos grandes poblaciones, dependiendo de
la expresion de marcadores de superficie y del tipo de citoquina secretada: los
linfocitos af, los cuales a su vez pueden ser subdivididos en T helper o colaboradores
(CD4+) y T citotoxicos/supresores (CD8+), y los linfocitos yd. El predominio de alguna
de estas subpoblaciones dependera de factores disimiles tales como estado productivo
del animal o caracteristicas del substrato antigénico, pudiéndose asi afectar la
implementacion de una adecuada respuesta inmunitaria y por consiguiente la salud
general del animal (Meglia, 2007).

Comparadas con otras especies, como los seres humanos y los ratones, el sistema
inmunitario de los rumiantes contiene una gran proporcion de linfocitos T yd. El nimero
de dichas células varia de acuerdo a la edad del animal, con un numero
considerablemente mayor en animales jovenes en relacion con los adultos (Hein y
Mackay, 1991).

En el tejido glandular mamario de animales sanos, se encuentran a los linfocitos T
CD4+ en la porcion interalveolar, y a los linfocitos T CD8+ principalmente rodeando a
los alvéolos (Leitner y col., 2003). Durante la mastitis, prevalecen los linfocitos T CD4+
y son activados en respuesta al reconocimiento de antigenos del CMH clase II y las
células presentadoras de antigenos, como linfocitos B y macréfagos, produciendo en
respuesta ciertas citoquinas y la activacion de la respuesta inmunitaria celular y humoral
(Sordillo y col., 1997; Kimura y col., 1999). Dependiendo del repertorio de citoquinas
producidas, la respuesta de las células T helper puede facilitar tanto la respuesta inmune
mediada por células (tipo Thl) o la respuesta inmune humoral (tipo Th2) (Brown y col.,
1998).

El principal rol de los linfocitos B es el de producir anticuerpos contra patdogenos
invasores. A diferencia de los macrofagos y neutréfilos, los linfocitos B utilizan los
receptores de membrana para reconocer antigenos especificos (Sordillo y col., 1997).
De manera similar a los macrofagos y células dendriticas, estos linfocitos pueden
funcionar como células presentadoras de antigenos. Los linfocitos B internalizan,
procesan y presentan el antigeno en el contexto del CMH clase II para linfocitos T
helper. Después de la presentacion del antigeno procesado, los linfocitos T secretan IL-
2, la cual induce a su vez proliferacion y diferenciacion de linfocitos B en células

plasmaticas que producen anticuerpos y células de memoria. A diferencia de los
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linfocitos T, los linfocitos B, permanecen constantes durante la lactancia (Shafer-

Weaver y Sordillo, 1996).

1.2.1.3. Defensas solubles

Existen factores solubles especificos y no especificos que representan una
importante linea de defensa dentro de la gldndula mamaria bovina. Estos factores
pueden despertar una respuesta efectiva protectiva contra la invasion de patdogenos.

Los primeros efectores solubles de la respuesta inmune especifica son los
anticuerpos producidos por linfocitos B activados por antigenos. Existen cuatro clases
de inmunoglobulinas (Ig) conocidas, que influyen en los mecanismos de defensa
antibacterianos en la glandula mamaria: IgGl, 1gG2, IgA e IgM (Guidry y Miller,
1986). En general las Ig alcanzan su pico de concentracidn maximo en secreciones
mamarias durante la calostrogénesis e inflamacion. IgGl es el isotipo primario
encontrado en secrecidn mamaria saludable, pero IgG2, aumenta sustancialmente
durante la inflamacién de la glandula mamaria. Algunos isotipos pueden actuar como
opsoninas (IgG1, IgG2 e IgM) aumentando la fagocitosis por macrofagos y neutréfilos.
Por el contrario, IgA no participa en la opsonizacion bacteriana, pero tiene funciones en
la aglutinacion de bacterias invasoras que pueden extenderse y causar infecciones
bacterianas en la glandula mamaria.

La glandula mamaria, ademas, contiene factores bacteriostaticos no especificos los
cuales pueden actuar en asociaciéon o no con las inmunoglobulinas. Uno de estos
factores es la proteina lactoferrina (LF), la cual es producida por leucocitos y células
epiteliales. Esta proteina es capaz de fijar iones hierro (Fe) proveniente de la leche,
haciéndolos asi inaccesible a las bacterias que necesitan a este metal como un factor
para su crecimiento, como Escherichia coli (E. coli) y Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae) (Sordillo y Streicher 2002). Su efecto es menor en bacterias de escasas
necesidades de Fe, como los Estreptococos (Sandholm y Korhonen, 1995). Como
contrapartida, el citrato compite por el Fe con la LF, quedando éste bajo una forma
disponible para uso bacteriano (Oliver y Sordillo, 1989). A medida que avanza el
proceso involutivo de la glandula mamaria, las concentraciones de citrato disminuyen
mientras que la LF se incrementa. Por el contrario, durante la lactancia la efectividad

bacteriostatica de la LF es reducida, debido a que su contenido en leche es bajo y el de
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citrato muy elevado. La LF también ejerce cierta actividad inmunomoduladora, con
capacidad opsonizante, incrementando la capacidad fagocitica y destructora de los
neutrofilos (Tizard, 1996). Esta proteina también posee actividad bactericida,
particularmente en los fragmentos N-terminales (lactoferricina), ejerciendo su actividad
por disrupcion de la pared celular (Orsi, 2004).

La LF ademas, es capaz de operar sinérgicamente con otros componentes de
defensa, como el complemento ¢ la lisozima. La LF bovina modula la activacion del
complemento y la unién de esta proteina a Streptococcus agalactiae (S. agalactiae)
activa la via clasica del complemento, resultando en la opsonizacion de la bacteria.
(Rainard, 1993).

Ademas de la LF, las transferrina es otra proteina que une Fe, y que esta presente
en la leche. La leche de los rumiantes contiene solo bajas concentraciones de esta
proteina, desde 1 mg/ml en calostro hasta 0,02-0,04 mg/ml en leche comparado a 4-5
mg/ml en suero (Rainard y col., 1982, Sanchez y col., 1988). En bovinos, la transferrina
no se sintetiza en la glandula mamaria, sino que proviene del suero sanguineo y llega
hacia la glandula mediante transcitosis en procesos infecciosos. Por el contrario esta
proteina se encuentra en altas proporciones en roedores y conejos, la cual es producida
en la misma glandula mamaria en estas especies (Ollivier-Bousquet, 1998).

Otro componente soluble presente en la glandula mamaria es la lisozima. Esta, es
una proteina que cliva los PGN de la pared celular de las bacterias Gram (-) y (+),
aunque solo unas pocas especies de bacterias son lisadas por la lisozima. La leche
bovina contiene un promedio de 13 pg/100 ml, comparado a los 10 mg/100 ml presentes
en la leche humana (Reiter, 1985). Por ello, si bien esta proteina estd presente, no es
considerada una defensa importante en la glandula mamaria bovina.

La lactoperoxidasa es una enzima que, en presencia de tiocianato y perdxido de
hidrégeno, puede inhibir 6 eliminar muchas especies de bacterias, incluyendo a los
patégenos mas comunes causantes de mastitis. Esta enzima es producida en pequeias
concentraciones por la glandula mamaria bovina (Sordillo y Streicher, 2002). La leche
bovina contiene aproximadamente 30 pg/ml de peroxidasa (Reiter, 1985). Los niveles
de tiocianato en la gldndula mamaria dependen de la composicion especifica de la dieta
en la vaca; mientras que el peroxido de hidrogeno en la glandula mamaria es generado
por constituyentes enzimaticos de la leche. El sistema lactoperoxidasa-tiocianato-

perdxido de hidrogeno ejerce sus propiedades antibacterianas a través de la produccion
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de hipotiocianato, un metabolito reactivo formado por la oxidacion del tiocianato
(Sordillo y col., 1997).

La enzima xantina oxidasa, es una enzima presente en la membrana de los globulos
grasos de la leche, cataliza la formacion de 6xido nitrico, el cual bajo condiciones de
aerobiosis genera peroxinitrito que es un agente bactericida potente (Hancock y col.,
2002).

El sistema de complemento esta presente en el suero y en la leche, y es considerado
una parte importante en la defensa de la glandula mamaria contra la mastitis (Oviedo-
Boyso y col., 2007). ElI complemento consiste en una serie de proteinas que, una vez
activadas, ejercen funciones inmunoldgicas diversas, tales como opsonizacion de
microorganismos (C3b), quimiotaxis de neutrofilos (C5a) y lisis de bacterias (C5b-9)
(Craven y Williams, 1985). El complemento llega desde la sangre en respuesta a un
proceso inflamatorio. La concentracion de complemento en la glandula mamaria varia
dependiendo del momento de la lactancia y del grado de infeccion de la glandula. Su
concentracion se halla elevada en calostro, leche mastitica y durante el ultimo tercio de
la lactancia (Craven y Williams, 1985).

Las citoquinas son proteinas que juegan un rol esencial en todos los aspectos de la
defensa del hospedador, regulando la actividad de las células que participan en la
inmunidad innata 6 adquirida. El término “citoquina” describe a un grupo heterogéneo
de proteinas producidas bajo diversas circunstancias por un amplio espectro de células
inmunes y no inmunes (Sordillo y col., 1997).

Hasta el presente, una variedad de citoquinas, como las interleuquinas (IL-1p, IL-2,
IL-6, IL-8, IL-12), factor estimulante de colonias (CEF), interferon-gama (INF-y), y
TNF-0, han sido encontrados tanto en glandula mamaria sana como infectada (Sordillo
y Streicher, 2002; Alluwaimi, 2004).

Algunas de estas citoquinas como la IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-a estan involucradas
con la inducciéon de la inflamaciéon (Dinarello, 1994a). Otras citoquinas, como el
receptor antagoénico de la IL-1(IL-1ra) y la IL-10 realizan la desregulacion del proceso
inflamatorio (Henderson y Poole, 1994; Henderson y Bodmer, 1996). Muchas de estas
estan envueltas en la activacion de linfocitos T y B, su expansién clonal e interacciones
con células no linfoides. El balance entre estas citoquinas y otros factores (mediadores
como eicosanoides, 6xido nitrico, receptores solubles de citoquinas) controlan la

induccioén, perpetuacion o el cese de la inflamacién (Henderson y col., 1996).
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La IL-1 esta relacionada con la estimulacion de la respuesta de fase aguda (Tracey,
1994). Ha sido reportado que la IL-1 tiene efectos especificos quimiotacticos y
activadores sobre células fagociticas, ademas de otros tipos de células (Di Giovine y
Duff, 1990; Di Giovine y col., 1991; Dinarello, 1994a). El IL-1ra bloquea la actividad
de la IL-1 tanto in vivo (Dinarello, 1995) como in vitro (Carter y col., 1990; Hannum y
col., 1990), llevando asi a un entendimiento del rol de esta citoquina en la respuesta
inflamatoria.

Interleuquina-1 es secretada por distintos tipos celulares (linfocitos T y B, células
NK, granulocitos, células endoteliales, fibroblastos, células del musculo liso,
queratinocitos, células de Langerhans, osteoclastos, astrocitos, células mesangiales,
células del timo y cdérnea), aunque son los monocitos/macrofagos la principal fuente de
produccion (Fernandez Botran y col., 1996). Cork y Duff (1994) demostraron que la IL-
1 estimula la produccion de varias citoquinas secundarias que actian amplificando la
inflamacion como las IL-6 e IL-8.

Existen dos tipos de IL-1, la IL-1a e IL-1p, que poseen una homologia de un 25%
entre si. En seres humanos, la IL-1a es una citoquina regulatoria que puede inducir la
activacion de factores de transcripcion, como el factor nuclear-kB (FN-xB) y la proteina
activadora 1 (PA-1), y esto promueve la expresion de genes relacionados a la
supervivencia celular, proliferacion y angiogénesis (Wolf y col., 2001). La IL-1a, es
producida en grandes cantidades por queratinocitos y en menor medida por macrofagos.
En bovinos, la IL-1B es producida por monocitos/macroéfagos y células epiteliales.
Durante la respuesta inflamatoria, IL-1p regula la expresion de adhesinas en células
endoteliales y el transito de neutrofilos en infecciones causadas por E. coli. El rol de la
IL-1PB en infecciones causadas por S. aureus es importante solo en etapas tempranas de
infeccion (Yamanaka y col., 2000; Zhang y Issekutz, 2002).

La IL-2 es producida por linfocitos CD4+ y fue inicialmente descripta como un
factor de crecimiento de células T. Esta citoquina regula la respuesta inmune adquirida,
ya que estimula el crecimiento y diferenciacion de linfocitos B, incrementa la
proliferacion de células del timo, activa las células NK e induce la activacion de
linfocitos T. Alteraciones en la produccion de IL-2 causan una disminucién en la
capacidad de respuesta inmune en la glandula mamaria, lo cual contribuye a
enfermedades bacterianas como mastitis (Myllys y Honkanen-Buzalski, 1994; Sordillo

y Streicher, 2002).
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Daley y col. (1991), determinaron que infusiones intramamarias de IL-1p e IL-2
recombinantes incrementaron el numero de células somaéticas y activaron la produccion
de iones superoxidos en leucocitos polimorfonucleares (LPMN) en leche. Ademas,
determinaron que la IL-2 activé la accion fagocitica de estas células. Ademads, estos
autores encontraron experimentalmente que el tratamiento mediante infusion
intramamaria con estos dos tipos de citoquinas recombinantes en animales con mastitis
causadas por S. aureus resultd en una tasa de curacion del 40%.

La IL-4 es producida principalmente por los linfocitos T activados y por otros tipos
celulares como mastocitos y basofilos activados, linfocitos B y algunos linfocitos T
citotoxicos. Existe un receptor especifico para IL-4 (CDI124) que se expresa en
diferentes células, describiéndose también un receptor soluble que puede tener como
funcién bloquear la actividad de esta citoquina (Fernandez Botran y col., 1996). Es la
principal inductora de linfocitos B, estimulando su proliferacion y diferenciacion,
promoviendo la secrecion de IgG e IgE. Ademas induce la expresion de moléculas del
CMH-II en macrofagos y linfocitos B aumentando sus capacidades como células
presentadoras de antigenos e inhibe la activacion de células NK (Zhou y col., 1994;
Tizard, 2000).

La IL-6 es una citoquina proinflamatoria producida por macroéfagos y esta
relacionada con el shock séptico agudo durante la mastitis causada por bacterias
coliformes ¢ S. aureus. Esta citoquina facilita el reemplazo de neutrofilos por
macrofagos en la glandula mamaria, lo cual es necesario para la reduccion de los efectos
deletéreos causados por neutrofilos. También, la IL-6 es una de las principales
citoquinas regulatorias de la sintesis de proteinas de fase aguda en hepatocitos (Ohtsuka
y col., 2001; Slebodzinski y col., 2002). Okada y col. (1997), demostraron que células
epiteliales mamarias bovinas criopreservadas sintetizaron IL-1 e IL-6 in vitro. Ademas,
obtuvieron transcriptos de ARN mensajero (ARNm) de TNF-a e IL-6 en células
epiteliales mamarias bovinas “in vitro”. Las citoquinas TNF-a e IL-6 fueron asociadas
con la respuesta inflamatoria relacionada a endotoxinas, al encontrarse niveles
aumentados en leche y suero de ganado bovino durante una infeccién natural por
bacterias coliformes (Nakajiima y col., 1997). En glandula mamaria infectada con E.
coli, se detectd expresion del gen para IL-6 de manera temprana a las 14 hs post-

inoculacién (PI) (Shuster y col., 1997).
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La IL-8 es una citoquina producida por muchos tipos de células, incluyendo
monocitos-macrofagos, fibroblastos, células epiteliales, células endoteliales, y
neutrofilos (Baggiolini y col., 1989). Aunque la IL-8 ha mostrado tener actividades
quimiotacticas para linfocitos T, eosindfilos y basoéfilos, se la considera como el mas
potente agente quimiotactico para neutréfilos. Esta citoquina presenta varios tipos de
actividades biologicas; ademas del reclutamiento y activacion de neutrofilos (Harda y
col., 1994), induce la degranulacion de neutréfilos (Schroder y col., 1987), estimulacion
de fagocitosis de particulas opsonizadas (Detmers y col., 1991) y el reclutamiento de
linfocitos T (Leonard y col., 1990; Jinquan y col., 1995). La IL-8 ha sido detectada en
secrecion mamaria humana (Srivastava y col., 1996). En secrecion mamaria bovina, esta
citoquina fue detectada en glandula mamaria infectada con E. coli (Shuster y col., 1996,
1997). En glandula mamaria con mastitis infectadas por S. aureus, la IL-8 esta presente
en bajas concentraciones (Persson Waller y col., 2003; Alluwaimi, 2004).

La IL-10 de bovinos posee actividades inmunorregulatorias (Goff y col., 1998). Es
producida por macréfagos y también puede ser producida por linfocitos T. IL-10
antagoniza la respuesta proinflamatoria mediante la disminucion de la produccion de
[FN-y, TNF-a e IL-12 (van Crevel y col., 2002). En seres humanos la IL-10 tiene una
amplio espectro de actividades antiinflamatorias/inmunes y ha sido usada como
tratamiento para enfermedades inflamatorias e inmunes (de Vries, 1995; Suttles y col.,
1999). Riollet y col. (2001), encontraron expresion de ARN mensajero (ARNm) de IL-
10 en células somaticas de leche bovina durante mastitis cronica por S. aureus. Ademas,
otros autores, demostraron que la IL-10 fue secretada en leche derivada de glandula
mamaria infectada con otros patdgenos diferentes (Bannerman y col., 2004 a, b, 2005).

La IL-12 es una citoquina mediadora entre la inmunidad innata y la adquirida.
Regula la diferenciacion de linfocitos T (Hornef y col., 2002). Es producida por
macrofagos y células dendriticas activadas. Es un heterodimero compuesto de dos
subunidades denominadas p35 y p40. Actua como factor de crecimiento de células NK
(Fainboim y Geffner, 2008). IL-12 e INF-y han sido encontradas en glandula mamaria
bovina en mastitis por E. coli. Hisaeda y col. (2001) y Bannerman y col. (2004a),
encontraron altos niveles de IL-12 a las 24 hs PI, mientras que para INF- y encontraron
que los niveles se incrementaban a las 120 hs PI, seguido por un descenso a niveles
basales. Transcriptos de ARNm para IL-12p40 han sido monitoreados en glandula

mamaria bovina a la mitad y al final de la lactancia. Alluwaimi y Cullor, (2002),
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encontraron una mayor expresion de esta citoquina al final de la lactancia comparado
con el periodo medio de lactancia. Esta diferencia en la expresion de I1L-12p40 puede
ser atribuida a su rol vital en promover la respuesta inmune en la glandula mamaria,
particularmente en la activacion de células NK a través del aumento de la sintesis de
INF-y y la regulacion del switching (cambio de isotipo) de anticuerpos (Trinchieri,
1995).

El IFN consiste en un grupo de proteinas relacionadas clasificadas en dos tipos
principales: El IFN clase I consiste en tres subtipos relacionados: IFN-a, IFN-f3 e IFN-
®. IFN-a e IFN-f son producidos por una gran variedad de células en respuesta a varios
inductores que incluyen infecciones virales, productos bacterianos y células tumorales.
En bovinos el gen de IFN-o codifica para proteinas producidas en el desarrollo
temprano del embrion y es referido como IFN-t. La segunda clase de IFN consiste en
una proteina simple: IFN-y, el cual no se relaciona con la clase I de IFN. Interferon-y es
una citoquina derivada de los linfocitos T que, con frecuencia, se produce en respuesta a
estimulos mitogénicos o antigénicos (Alluwaimi, 2004). Interferéon-y bovino es un
importante mediador en la activacion del reclutamiento de neutréfilos y favorece su
capacidad fagocitica (Riollet y col., 2000; Wedlock y col., 2000). Esta citoquina ha sido
encontrada en niveles significativamente incrementados en el suero y plasma de bovinos
infectados (Hisaeda y col., 2001).

El TNF-a es una de las citoquinas que se secreta tempranamente por células
inmunocompetentes en respuesta a la estimulacion microbiana. La rapidez de la
libracion de esta citoquina reside en que el TNF-a se acumula como una proteina
preformada de 26 kDa (pro-TNF-a) sobre la membrana plasmdtica y es clivada
rapidamente hasta quedar como una proteina soluble de 17 kDa por una enzima unida a
la membrana, la enzima convertidora de TNF-a (TACE) (Solomon y col., 1999; Murray
y col., 2005).

El TNF-a es producido por macrofagos, neutrofilos y células epiteliales. Participa
en la actividad quimiotactica de neutrdfilos, ya que induce la expresion de moléculas de
adhesion por células endoteliales. EI TNF-a es la principal citoquina producida durante
la etapa de infeccion temprana y es el responsable del shock endotoxico que se produce
en mastitis aguda causada por E. coli. La infusion intramamaria de TNF- o induce un
incremento en el nimero de células somadticas, principalmente un aumento en la

cantidad de neutréfilos (Persson y col., 1996).
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Al igual que la IL-1, el TNF-a es un poderoso inductor de respuesta inflamatoria, la
cual puede mediar directamente o por intermedio de la IL-1 y otras citoquinas
proinflamatorias. Asi, el TNF-a puede inducir la produccion de IL-2, 1L4, IL-6, IL-10,
IL-1, IL-18 IFN-y, factor de crecimiento y transformacion beta (TGF-), factor
inhibidor de la migracion (MIF), entre otros. Igualmente, esta citoquina puede estimular
la produccion de hormonas como el cortisol, la epinefrina, el glucagon, la insulina y la
norepinefrina (Tracey, 1994; Dinarello y Moldawer, 1999).

Factor de necrosis tumoral-a regula no solo la funcion de leucocitos fagociticos
sino también de células epiteliales mamarias (Ip y col., 1992; Rejman y col., 1993). El
TNF-a ha sido monitoreado y detectado en glandula mamaria bovina normal e infectada
(Hoeben y col., 2000; Hisaeda y col., 2001; Riollet y col., 2001; Alluwaimi y Cullor
2002; Dallard y col., 2009). Numerosos estudios han detectado elevados niveles de
TNF-a durante toda la lactancia, involucidon y en el periparto, excepto en un corto
periodo antes del parto cuando este disminuye a niveles indetectables. Elevados niveles
de TNF-a podrian estar relacionados con en el mantenimiento y regulacion de las
funciones inmunolégicas de las células y factores involucrados en los cambios
fisiologicos de la glandula mamaria (Sordillo y Babiuk, 1991; Rewinski y Yan, 1994;
Sordillo y col., 1997).

1.2.2. Defensas inducibles de la glandula mamaria

La participacion de la enzima 6xido nitrico sintetasa (ONS) es un elemento clave
en la actividad antibacteriana de macrdéfagos activados en la glandula mamaria
(MacMicking y col., 1997). Este complejo enzimatico cataliza la conversion de arginina
en citrulina y 6xido nitrico (ON). Este reacciona con oxigeno transformando el nitrato
en nitrito (compuestos bactericidas).

Las concentraciones de ON en leche y calostro son bajas pero aumentan en forma
transitoria luego de la infeccion con E. coli. (Blum y col., 2000). Los macrofagos
bovinos son capaces de secretar ON cuando son estimulados por componentes de la
pared de bacterias Gram (-) y coestimulados por citoquinas como INF-y (Jungi y col.,
1999). Estudios inmunohistoquimicos localizaron en glandula mamaria de rata al
complejo enzimatico de la 6xido nitrico sintetasa en la zona basal de los alvéolos y en

conductos lactiferos de 6rganos en cultivo expuestos a LPS (Onoda e Inano, 1998).
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Otra clase de defensa inducible en la glandula mamaria bovina es la Proteina Sérica
Amiloide A (Serum amyloid A -SAA-). Esta es una proteina de fase aguda, sintetizada
en higado, que durante la mastitis se incrementa marcadamente en plasma en asociacion
con lipoproteinas de alta densidad. Un rdpido incremento en las concentraciones de
SAA ha sido localizado en leche tanto de vacas con mastitis clinica como subclinica
(Eckersall y col., 2001; Gronlund y col., 2005).

Los péptidos de defensa del hospedador, constituyen una familia de proteinas
altamente conservada entre las especies, con un tamafio aproximado entre los 12 a 50
aminoacidos. Las principales fuentes de estos péptidos son los granulocitos, monocitos,
macrofagos y células epiteliales. En el bovino, docenas de estos péptidos han sido
descriptos, ejemplos de esto son: las defensinas de neutrofilos (Selsted y col., 1993;
Yount y col., 1999) y péptidos antimicrobianos linguales (PAL) de epitelio lingual,
intestinal y respiratorio (Stolzenberg y col., 1997) o péptidos antimicrobianos traqueales

(PAT), la primer B-defensina descripta (Diamond y col., 1991).

1.2.3. Defensas reclutadas de la glandula mamaria

Los macréfagos activos, que junto a neutréfilos, migran desde la sangre a la
glandula mamaria durante la fase inicial de la reaccién inflamatoria (Duffield, 2003),
disparan la liberacion de: prostaglandinas, leucotrienos, citoquinas y contribuyen a
aumentar el proceso inflamatorio local. Los macréfagos de la leche son menos activos y
menos eficientes que los monocitos de la sangre en la produccion de IL-1 (Politis y col.,
1991).

Las células epiteliales mamarias (CEM) son capaces de producir mediadores
inflamatorios en respuesta a la invasion bacteriana, como: citoquinas proinflamatorias,
quemoquinas y péptidos de defensa del hospedador. Otros autores han comenzado a
elucidar el rol directo de las CEM en la estimulacion de la respuesta inmune innata
(Pareek y col., 2005; Strandberg y col., 2005; Lahouassa y col.,, 2007), donde
describieron que esta células responden de manera rapida y vigorosa frente a niveles
bajos de componentes de la pared bacteriana, con la expresion de citoquinas
proinflamatorias y quemoquinas (Boudjellab y col., 2000). Ademas, las células
epiteliales estarian involucradas también en el reclutamiento de neutréfilos y linfocitos

en la leche (Rainard y Riollet, 2003).
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1.3. Involucién de la glandula mamaria bovina

La existencia de un periodo no lactante previo al parto en vacas lecheras,
comunmente denominado periodo seco, es importante para la produccion Optima de
leche en la lactancia siguiente. No solo es importante la existencia de este periodo como
tal, ya que sin periodo de secado la produccion de leche puede reducirse en un 20 %,
sino que, ademas, es importante también la duracion del mismo, ya que para que la
produccion sea Optima se requiere un periodo de secado de 40-60 dias (Coppock y col.,
1974).

La glandula mamaria pasa por varias fases en el periodo seco como ser: la fase de

involucidn activa, la fase de involucion estable y la fase de calostrogénesis:

1.3.1. Fase de involucion activa

La fase de involucion activa es la més critica debido a los cambios que acontecen
en la glandula mamaria, haciéndola mas propensa a las infecciones. La glandula sigue
produciendo leche en la misma cantidad, pero hay un incremento en la presion
intramamaria haciendo que se inhiba su actividad. Durante mucho tiempo ha sido
aceptado que el cese en la produccion de leche marca el inicio del proceso de involucion
de la glandula mamaria que se efectiia durante el periodo seco (Hurley, 1999; Goff y
Horst, 1997), proceso que se caracteriza por la disminucion en el nimero de células
epiteliales mamarias (Capuco y col., 1997). Durante la fase de involucion activa, se
intenta reducir la cantidad de leche en la glandula al momento de la interrupcion de la
lactancia para que, indirectamente, los riesgos de IIM sean menores durante la primera
semana de la involucién. Ademas, en esta etapa, las células epiteliales alveolares
comienzan a degenerar y gradualmente la leche residual de la luz alveolar es
reabsorbida por el tejido intersticial. La caracteristica de la glandula mamaria
involucionada es que tiene mas tejido intersticial que elementos epiteliales. Todo lo que
queda del parénquima son solamente grupos aislados de conductos ramificados con
ausencia o unos pocos alvéolos muy pequefios.

Aparecen también grandes vacuolas citoplasmadticas que encierran agregados de
particulas proteicas y, mas adelante, se observan en las vacuolas organoides

citoplasmaticos en distinto grado de degradacion. Finalmente las células degeneradas y
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los desechos son eliminados por medio de macrdéfagos u otras células fagociticas. La
acumulacion de productos secretorios y formacion de vacuolas coinciden con la
inhibicion de la sintesis y secrecion de leche (Hurley, 1989).

Ademas, en esta etapa de involucion activa, existen cambios en la composicion de
la secrecion lactea; comienza a aumentar la concentracion de LF, que ademas de ligar el
Fe, el cual es un nutriente esencial para determinadas bacterias causantes de mastitis,
también tiene un papel fundamental a la hora de atraer a los LPMN y macrofagos. La
concentracion de citrato sigue siendo elevada y la sintesis de grasa, lactosa y caseina
disminuye considerablemente. Existe una mayor concentracion de neutréfilos y de
macrofagos, encargados de la reabsorcion celular. Los neutréfilos predominan durante
los primeros dias de involucion; luego de esto, los leucocitos mononucleares
(macréfagos y linfocitos) son el tipo de células méas abundantes (Jensen y col., 1981;
McDonald y Anderson, 1981; Hurley y col.,, 1987). Existen también cambios
anatomicos del pezén, que se ensancha y se acorta debido a la presidon intramamaria y
esto facilita la entrada de bacterias, puesto que el tapén de queratina aun no esta
completamente formado. Consecuentemente, la respuesta inmunitaria que se deberia dar
frente a una nueva infeccion no es suficiente debido a que los LPMN y macrofagos
estan comprometidos en la reabsorcion celular y la accion quelante del hierro de la LF

(encargada de la quimiotaxis) se inhibe por la alta concentracion de citrato (Smith y

Oliver, 1981).

1.3.2. Fase de involucion estable

Una vez superada la fase de involucion activa, la ubre entra en involucién estable y
alcanza su volumen mas bajo. Es la fase de mas resistencia a las infecciones
intramamarias ya que el sistema inmunitario estd funcionando al 100 %, la LF alcanza
su maxima concentracion y el citrato disminuye, dejandola actuar libremente, con lo
cual la incidencia de mastitis causadas por E. coli y estafilococos se reduce, pero no asi

la causada por estreptococos ( Holst y col., 1987; Hurley, 1989).
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1.3.3. Fase de calostrogénesis

La fase de calostrogénesis empieza dos semanas antes del parto, la glandula se
prepara para producir y almacenar calostro. Existe un aumento del volumen de la ubre,
las células alveolares aumentan en nimero y en actividad y hay un incremento
considerable del flujo sanguineo, lo cual puede provocar una mayor incidencia de
edemas mamarios. La concentracion de LF empieza a disminuir, la del citrato a
aumentar y a su vez se eleva la concentracion de grasa, lactosa y caseina que, en
definitiva, son nutrientes para las bacterias. El conducto del pezon también se dilata y
acorta debido a la mayor presion intramamaria, facilitando el acceso de patdgenos al
interior de la ubre. Normalmente, en esta etapa, también se produce un cambio de
alimentacion del animal y se lo lleva a un corral distinto, lo cual hace que la vaca esté
mas estresada comprometiendo asi la funciéon inmunitaria. Debido a esto aumenta la

tasa de nuevas infecciones intramamarias (Hurley, 1989).

1.3.4. Citologia presente en la involucion

Una posibilidad para evaluar la salud de la glandula mamaria es el recuento de
células somaticas (RCS). Las células somaticas de la leche son consideradas
generalmente como un importante parametro para la deteccion de mastitis, debido a que
la inflamacion de la glandula mamaria resulta en un aflujo de células,
predominantemente LPMN, desde la sangre hacia la misma (Burvenich y col., 1994).

Las células somaticas de la leche pueden provenir tanto de la descamacion del
epitelio mamario, como del sistema inmune. La concentracion de células (determinada
por el RCS) y la distribucion de los tipos celulares han sido estudiadas durante la
involucion en numerosas especies, incluyendo, cerda, cobayo, oveja y vaca (Nordin y
Lee, 1982; Lee y col., 1983; Colditz, 1988; Tatarczuch y col., 2000). En todas estas
especies, los LPMN aumentan abruptamente después del destete y predominan durante
la involucién temprana. A medida que la involucion avanza, los macréfagos comienzan
a ser el tipo celular dominante (Monks y col., 2002). Ambos tipos celulares, neutrofilos
y macrofagos han sido descriptos conteniendo vacuolas fagociticas con micelas

caseinicas, gotas lipidicas y restos celulares, sugiriendo que estas células jugarian un rol
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en el clearance de restos de leche y/o fragmentos de células muertas (Lee y col., 1983;
Tatarczuch y col., 2000).

Presentes pero en menor numero, se encuentran las células epiteliales viables,
células epiteliales descamadas (supuestamente desprendidas del seno de la glandula),
eosinofilos y linfocitos T y B. A medida que la cantidad de leche secretada decrece
rapidamente, la cantidad de células somaticas por mililitro de leche aumenta
(Nickerson, 1989). Aunque el perfil de infiltracion es caracteristico de la respuesta
inmune innata de mucosas, Paape y col. (2000), reportaron que los LPMN migran
constantemente dentro de la glandula mamaria bovina y el nimero de LPMN
infiltrantes se incrementa con una infeccion bacteriana activa. Esta constante migracion
de LPMN dentro de la gldndula mamaria ha sido también descripta en cabras
(Manlongat y col., 1998) pero no en roedores y seres humanos.

En vacas sanas, el nimero, diversidad celular y funcién de los leucocitos dentro de
la glandula mamaria pueden contribuir a la defensa contra patégenos invasores
(Dosogne y col.,, 2003). Se ha demostrado que tanto en infecciones naturales
(Vandeputte-Van Messom y col., 1993; Shuster y col., 1996) como en inducidas
artificialmente (Nickerson y col., 1990) el incremento del nimero de células somaticas
ejerce un efecto de proteccion contra la severidad de una infeccion en la glandula

mamaria.

1.4. Inmunomodulacién en la glandula mamaria

La manipulacion del sistema inmune puede tener un alto impacto en la
preservacion y restauracion en la salud animal.

La inmunomodulacién es un término amplio que denota cualquier cambio en la
respuesta inmune e implica su regulacion, supresion, 6 intensificacion (Hu, 2002). La
inmunoestimulacion se requiere cuando a pesar de funcionar con normalidad, la
actividad natural del sistema inmunitario del huésped no es suficiente para reducir la
carga infectiva (infecciones recurrentes) o cuando puede considerarse una medida
terapéutica coadyuvante (como en la terapia del cancer) para restituir el potencial del
sistema inmunitario.

El efecto inmunomodulatorio se puede lograr a través del uso de sustancias de

origen biologico 6 quimico para producir una respuesta inmune adecuada al estado que
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se desea tratar. Asi, en algunos casos, la finalidad sera aumentar la intensidad de la
respuesta (estrés, vacunacion, infecciones), mientras que en otros casos se tratard de
reducirla (enfermedades autoinmunes, transplantes, alergias, hipersensibilidad).

Los compuestos inmunomoduladores tienen la facultad de aumentar
(inmunoestimulantes) o disminuir (inmunosupresores) las funciones del sistema
inmunitario. Estos compuestos pueden diferenciarse en sustancias que inducen
reacciones inmunes (parainmunizacién) y sustancias que suplantan o reemplazan las
reacciones inmunes primitivas (citoquinas) (Zecconi, 2000).

Un inmunomodulador ideal, segin la clasificacion de Quinn (1990), debe poseer
una serie de caracteristicas para su uso en los animales domésticos:

- No debe ser toxico o pirogénico, aun en dosis elevadas, ni poseer actividad
mutagénica, carcinogénica o tener algun efecto adverso a largo plazo.

- Si es administrado con vacunas debe tener un efecto adyuvante e incrementar la
respuesta inmune.

- Debe estimular la inmunidad inespecifica frente a patdgenos.

- Debe incrementar la respuesta primaria y secundaria a agentes infecciosos.

- El producto debe ser inactivo o biodegradado en el medio ambiente.

- Debe ser activo por via oral y mantener su estabilidad en agua y alimentos.

- Debe ser compatible con otros fAirmacos incluidos antibioticos y antiparasitarios.

Muchos inmunomoduladores se basan en el uso de agentes microbianos, ¢ sus
productos (Zecconi y col., 1999; Inchaisri y col., 2000; Dallard y col., 2008). El tipo de
actividad de estos compuestos depende de su mecanismo de accion, sitio de accion,
dosis y tiempo de administracion (Tzianabos, 2000). Por lo tanto el uso de
inmunoestimulantes en bovinos puede convertirse en una alternativa eficaz a los
métodos tradicionales de control de las IIM (Campos y col., 1993).

Otros nombres que reciben éstos tipos de compuestos son: inmunopotenciadores,
inmunoestimulantes, agentes inmunoterdpicos y modificadores de la respuesta bioldgica
(MRB). El término “Modificadores de la respuesta bioldgica” puede ser referido a
aquellos agentes que modifican la respuesta a patogenos del hospedador y que tienen
efectos benéficos sobre una enfermedad. El ejemplo mas conocido de MRB son las
vacunas, en donde la administracion de una forma no patogénica de un microorganismo,
induce al sistema inmune a producir una respuesta mas efectiva ante subsecuentes

infecciones con el mismo patdégeno (Campos y col., 1993).
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Otros ejemplos de MRB para el control de mastitis durante el periodo prenatal,
ademas de la estimulacion mediante vacunacion, son el uso de antiinflamatorios y de
INF-y (Campos y col., 1993).

El blanco principal de estos MRB son los linfocitos T y B, las células NK,
monocitos-macrofagos y granulocitos. Sin embargo, componentes solubles del sistema
inmune, como citoquinas, inmunoglobulinas, y moléculas del complemento pueden ser

utilizados como estrategias para inmunomodulacion (Sordillo y Streicher, 2002).

1.4.1. Mecanismos de accion

Es limitado el conocimiento en relacion al mecanismo de accion preciso de muchos
MRB. Sin embargo, evidencia sustancial, indica que la mayoria de los MRB ejerce su
actividad a través de la habilidad de modular los mecanismos inmunes innatos. El
resultado final depende de la habilidad de estos MRB a incrementar 6 disminuir éstos
mecanismos (Campos y col., 1993).

Los MRB acthan a diferentes niveles del sistema inmune, inhibiendo o
intensificando selectivamente poblaciones o subpoblaciones de células para la respuesta
inmune como: linfocitos, macréfagos, neutrofilos, células NK, citotéoxicas (CTL), o la
produccion de mediadores solubles como las citoquinas (Stites y col., 1985; Morris y
col., 1999). Muchas de las formas de accion de los MRB estan basadas en la alteracion
que producen en la actividad de las células inmunes; como ser cambios en la expresion
genética, en el transporte intracelular de proteinas y la secrecion y expresion de
proteinas en la superficie celular, lo cual induce cambios celulares que pueden influir en
el inicio, consecucidn y regulacion de la respuesta inmune (Quinn, 1990; Pell, 1995).

En seres humanos y animales, los inmunomoduladores pueden actuar de forma

especifica o inespecifica:
1.4.1.1. Inmunomoduladores de accidn inespecifica

Son agentes que logran una estimulacion o supresion de la respuesta inmune sin
que la actividad de las células estimuladas vaya dirigida hacia un antigeno determinado.

Se diferencian en tres tipos segun su accion (Stites y col., 1985; Takx-Kohlen, 1992),

los que actuan sobre el sistema inmune normal (Tipo I); los que actiian sobre el sistema
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inmune inmunodeprimido (Tipo II); los que actian sobre el sistema inmune

funcionalmente normal o inmunodeprimido (Tipo III).

1.4.1.2. Inmunomoduladores de accidn especifica

Logran su accion sobre células del sistema inmune, por la presencia de un antigeno
o inmunogeno dado, por lo que hay especificidad selectiva en la accion de estas células
para producir una respuesta inmune. La inmunomodulacion es selectiva cuando hay
estimulacién y su resultado significa una inmunorreaccién hacia un antigeno o varios,
como es el caso de los adyuvantes inmunoldgicos o las vacunas terapéuticas (Stites y

col., 1985; Takx-Kd&hlen, 1992; Gupta y col., 1995).

1.4.2. Compuestos inmunomoduladores

Estos agentes se han utilizado individualmente en la glandula mamaria para
potenciar regimenes de terapia antibidtica o de inmunizacién especifica (vacunas).
Existen muchos estudios basados en la aplicaciéon de MRB en glandula mamaria con el
objetivo de incrementar la resistencia frente a [IM (Campos y col., 1993; Zecconi,
1999), lo que podria convertirse en una alternativa eficaz a los métodos tradicionales de
control de las I[IM al momento del secado, utilizando productos que generen efectos
profilacticos ¢ terapeuticos para contrarrestar la patogénesis de la infeccion (Campos y
col., 1993).

Un ejemplo del empleo de éstos compuestos es el uso de citoquinas, el cual no
constituye una terapia suficiente para el tratamiento contra mastitis por S. aureus
(Alluwaimi, 2004; Takahashi y col., 2004), pero pueden mejorar los efectos bactericidas
que causan ciertos antibioticos (Alluwaimi, 2004). Asi, muchas citoquinas tales como la
IL-2 recombinante bovina (Daley y col., 1990, Nickerson y col., 1992), IFN-y (Quiroga
y Nickerson, 1993), factores estimulantes de colonias de granulocitos (Nickerson y col.,
1989, Kehrli y col., 1991) y otras sustancias como [1,3-glucan (Inchaisri y col., 2000) e
inmunomoduladores obtenidos de Parapox ovis (Zecconi y col., 1999) han sido usados
como estimulantes de la respuesta inmune en la glandula mamaria bovina.

El LPS es un componente que se encuentra en mayor proporcion en la pared de

bacterias Gram (-), ha sido utilizado como un potente estimulante del sistema
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inmunitario con diferentes efectos biologicos e inmunoestimulantes. Su efecto
inmunolégico depende, basicamente, del lipido A, el cual esta constituido por una
estructura de disacaridos (diglucosamina fosforilada en las posiciones 1 y 4, con seis
acidos grasos distribuidos asimétricamente) (Mueller y col., 2005). Dallard y col. (2008,
2009) encontraron que el tratamiento con un MRB cuyo componente principal era el
LPS bacteriano, redujo la proporcion de cuartos mamarios cronicamente infectados con
S. aureus al dia 7 de la involucion mamaria. Ademds, observaron que en cuartos
infectados, el MRB produjo un incremento significativo en el numero de mastocitos y
monocitos-macrofagos a los 7, 14 y 21 dias de la involucion sin alterar la arquitectura
normal de la glandula mamaria bovina durante la involucion.

Zhen y col. (2009), probaron que infusiones intramamarias con inmunoglobulina Y
(IgY) proveniente de la yema de huevo en vacas con mastitis causada por S. aureus,
mejoraban la calidad de la leche, disminuyendo el RCS y el recuento bacteriano en la
misma. Ademas, probaron que la tasa de curacibn de mastitis mejoraba
significativamente respecto de vacas tratadas con penicilina, concluyendo asi, que la
terapia con IgY constituia una alternativa potencial para la mastitis.

Numerosos reportes han documentado el efecto del quitosano sobre la inhibicion
bacteriana de organismos como S. aureus y E. coli (Allan y Hadwiger, 1979; Sudarshan
y col.. 1992; Seo y col. 1992; Darmadji and Izumimoto, 1994), sobre la prevencion de
la inmunosupresion luego de cirugias y para el mejoramiento de la tasa de curacion en
vacas con mastitis (Moon y col., 1998). Ademas, Minami y col. (1997) observaron que
el numero de fagocitos y su actividad oxidativa en secrecion mamaria se Vvio
incrementada luego de la administraciéon de quitosano tanto en vacas sanas como
mastiticas.

Azadirachta indica (A. indica) (Meliaceae) es una de las plantas mas versatiles con
inmensas actividades biologicas (Biswas y col., 2002). A. indica posee actividades
antibacterianas (Almas, 1999), anti-inflamatorias (Pillai y Santhakumari, 1981), e
inmunomodulatorias (Upadhyay y col., 1992), por lo tanto fue usada para tratar
infecciones de glandula mamaria en rumiantes (Williamson, 2002). Mukherjee (2009)
encontré que infusiones intramamarias con extractos de A. indica produjeron una
reduccion en el RCS, en el conteo total bacteriano, asi como un aumento en la actividad

bactericida de neutrofilos y de la expresion de citoquinas proinflamatorias en glandula
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mamaria bovina, concluyendo que la terapia con A. indica mostraba actividades

antiinflamatorias, antibacterianas e inmunomodulatorias en bovinos con mastitis.

1.5. Panax ginseng como Modificador de la Respuesta Bioldgica

1.5.1. Propiedades de Panax ginseng

El ginseng es la raiz del Panax ginseng C.A. Meyer (Araliaceae) cuyo nombre en
chino es “Renshen”. ““Ren” significa humano en Chino ya que muchas raices de
ginseng se parecen a la figura humana, por otra parte “Shen” significa hierba en la
antigua China (Gao, 2000) (figura 4). La raiz del ginseng contiene multiples
constituyentes activos incluyendo, ginsendsidos, polisacaridos, péptidos, alcoholes
poliacetilénicos y acidos grasos que tienen diferentes efectos sobre el metabolismo de
lipidos y carbohidratos, asi como, sobre la funcion neuroendocrina, inmune,
cardiovascular y del sistema nervioso central en seres humanos (Gillis, 1997; Attele y

col., 1999).

Figura 4: Imagen representativa de la raiz de Panax ginseng C.A. Meyer (Araliaceae) con

forma de humano (http://www.marianosastre.com/wp/wp-content/uploads/2009/ginseng.jpg).

El mayor constituyente del ginseng son las saponinas, las que son consideradas su
componente activo (Wang y col., 1979). Las saponinas estdn constituidas por una
aglicona (triterpeno o esteroide) unida a uno o varios azucares (Makkar y Becker,
1996). Las saponinas aisladas del ginseng son llamadas ginsendsidos y estan

constituidas por glicosidos triterpenoides con un esqueleto damarane (Chen y Zhang,
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2001). Los ginsendsidos pueden ser hidrolizados en dos partes: azucares y sapogeninas
(Chen y Zhang, 2001). Basado en la estructura de las sapogeninas, los ginsenosidos se
dividen en tres tipos: protopanaxadiol, protopanaxtriol y acido oleandlico.

Han sido identificados mas de 30 ginsendsidos y uno de los més abundantes es el
ginseno6sido Rbl, constituyendo entre el 0,37-0,5 % de un extracto de ginseng (Zhu y
col., 2004; Wang y col., 2005). Las saponinas son compuestos tensoactivos y algunas de
ellas son fuertes detergentes y pueden causar hemolisis de globulos rojos e inducir
severas reacciones locales cuando son inyectadas parenteralmente, lo cual limita su uso
en vacunas. En estudios realizados por Hu y col. (2001) con inyecciones parenterales de
altas dosis de extractos de ginseng en raton, cobayo, vison, cerdo y bovino no se
observaron reacciones adversas y no se registraron reacciones de hemolisis en pruebas
in vitro en las cuales se incubaron extractos de ginseng con globulos rojos de bovinos y

cerdos (Rivera y col., 2003).

1.5.2. Antecedentes como inmunomodulador

Estudios previos realizados en seres humanos mostraron que el ginseng y sus
componentes activos son potentes inmunomoduladores. En mayor parte, sus efectos
inmunomodulatorios son debidos al efecto regulatorio en la produccion de citoquinas y
en la actividad fagocitica de monocitos-macréfagos y células dendriticas, asi como en la
activacion de linfocitos T y B (Ho y col., 2004; Tan y Vanitha, 2004).

En investigaciones realizadas por Hu y col. (1995) y Concha y col. (1996) se ha
observado que el extracto de raiz de Panax ginseng (P. ginseng) puede estimular
significantemente la actividad de los neutréfilos asi como también de linfocitos de
sangre periférica y leche bovina in vitro. Sin embargo, los efectos del ginseng in vivo no
son claros. En estudios realizados por Hu y col. (2001), la inyeccion subcutanea (SC) de
ginseng disminuyd el crecimiento bacteriano y el RCS en leche en cuartos infectados
subclinicamente con S. aureus. Ademas el nimero de monocitos y linfocitos se
incrementd en animales tratados con extractos de ginseng comparado con animales
controles. Estos hallazgos sugieren un incremento en la resistencia a la infeccion por S.
aureus en glandula mamaria luego del tratamiento con ginseng. Estos resultados
concuerdan con los estudios de Song y col. (1997) en los cuales se detectd una mejora

en el clearence bacteriano y una disminucion en los cambios patologicos en pulmén en
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ratas atimicas con neumonia cronica por Pseudomonas aeruginosa después de la
inyeccion SC de extracto de ginseng. Los estudios in vitro realizados por Hu y col.
(1995) mostraron que la actividad fagocitica y oxidativa de los neutréfilos de sangre
periférica y leche bovina fueron mayores cuando las células se cultivaron con ginseng.
Los estudios in vivo realizados por Hu y col. (2001), mostraron que la inyeccion SC de
ginseng en vacas en lactancia con mastitis subclinicas por S. aureus incremento
significativamente la actividad fagocitica y oxidativa de los neutrofilos sanguineos. Una
mejora de la funcién de los neutrédfilos podria explicar la reduccion del nimero de
bacterias en muestras de leche de bovinos tratados con extracto de ginseng.

Se han comprobado efectos inmunomoduladores del ginseng in vivo en otras
especies. Por ejemplo, se ha observado un incremento en la fagocitosis por neutrofilos y
proliferaciéon de linfocitos en rata y raton (Liu y col., 1982; Liu y Zhang, 1995).
Scaglione y col. (1990) observaron en seres humanos un incremento en la quimiotaxis y
actividad fagocitica de neutrofilos como respuesta a la administracion oral de un
extracto de ginseng. Scaglione y col. (1994) también demostraron un incremento en la
fagocitosis y muerte intracelular en macréfagos humanos después de la administracion
oral de un extracto de ginseng.

La mejora de la respuesta inmune podria ser atribuida a los ginsenosidos que
incrementan la produccion de citoquinas (Yang y Yu, 1990; Liu y Zhang, 1996) que,
entre otras funciones, influencian el mecanismo de la respuesta inmune no especifica.
Las citoquinas liberadas son principalmente IL-1, IL-6, IL-8 e INF-y y TNF-a (Babiuk
y col., 1991; Verhoef, 1991; Sordillo y Babiuk, 1991; Sordillo y col., 1993; Shuster y
col., 1993; Nakajima y col., 1997).

Cabe aclarar, que no existen, hasta el momento, antecedentes de aplicacion
intramamaria de extractos de P. ginseng en bovinos. Por lo tanto, conocer los
mecanismos de la respuesta inmune inespecifica (posiblemente mediada por citoquinas)
a la infusion intramamaria de P. ginseng contribuira a esclarecer los procesos
histofisioldgicos que ocurren en la glandula mamaria y de esta manera, se sentaran las
bases para comprender el efecto de este compuesto como inmunomodulador en el

periodo de involucién mamaria.
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Obijetivos

2.1. General

Determinar el efecto de la inoculacion intramamaria de un extracto de Panax
ginseng en vacas Holstein al final de la lactancia, analizando parametros de respuesta
inmune inespecifica, evaluando las diferencias en animales tratados con el extracto y

controles.

2.2. Especificos

a) Evaluar el grado de proliferacion celular en gldndula mamaria cuantificando
la expresion por inmunohistoquimica (IHQ) de PCNA (antigeno nuclear de
proliferacion celular) analizando el efecto del tratamiento con extracto de Panax

ginseng.

b) Evaluar el efecto del extracto de Panax ginseng sobre la respuesta inmune no
especifica a través de la identificacion y cuantificacion de TNF-a, IL-1a, IL-6 y CD14

en tejido mamario por inmunohistoquimica (IHQ).

c) Determinar la presencia de la proteina TNF-o en leche y tejido glandular
mamario bovino mediante Western blot luego de la inoculacion del extracto de Panax

ginseng.

d) Caracterizar la sintesis de citoquinas por RT-PCR en leche estableciendo

diferencias entre animales tratados con el extracto de Panax ginseng y controles.

2.3. Accesorio

Realizar el recuento de células somadticas en leche diferenciando tipos celulares,
mediante un método directo y citometria de flujo, analizando las correlaciones entre

ambas técnicas utilizadas.
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Materiales y Métodos

3.1. Extracto de Panax ginseng (EPg)

Se utilizé un extracto seco de Panax ginseng (P. ginseng) (Lote N° 29559/M1),
conteniendo saponinas equivalentes a 27 % expresados como ginsendsido Rgl
generosamente provisto por la compaiia Indena SPA, Milan, Italia. La solucién stock se
prepar6 disolviendo el extracto en solucion salina (CINa al 0,89 %) para llegar a una
concentracion final de 45 mg de extracto de P. ginseng por ml. Esta solucion se
esterilizdo por filtracion con membrana de 0,22 um y se conservd a temperatura
ambiente por hasta tres semanas antes del inicio del experimento. La solucion fue
convenientemente diluida en solucidn fisiologica para la realizacién de ensayos dosis-
respuesta con el objetivo de seleccionar la dosis adecuada que generara un incremento
de las células somaticas sin producir efectos adversos. Todas las formulaciones a
inocular fueron previamente controladas para determinar su esterilidad por inoculacion

en agar sangre e incubacion a 37°C por 48 hs.

3.1.1. Ensayos dosis-respuesta

Se utilizaron tres vacas Holstein no prefiadas en el ultimo tercio de la lactancia con
una produccion aproximada de 8 kg de leche diarios al inicio de la experiencia. La
unidad experimental fue el cuarto mamario y se utilizaron tres concentraciones distintas
de EPg (1, 5 y 10 mg/ml) en un volumen final de 10 ml. De un total de 12 cuartos, 3
cuartos fueron inoculados con 1 mg/ml de EPg, 3 cuartos con 5 mg/ml de EPg y 3
cuartos con 10 mg/ml de EPg. Paralelamente 3 cuartos fueron inoculados con placebo
(solucion salina). Para la seleccion de los animales del ensayo, 7 dias previos a la
inoculacidén experimental, se realizaron analisis bacterioldgicos y RCS, incluyéndose
solo cuartos libres de [IM.

Los animales fueron ordefiados dos veces por dia durante el ensayo. Las muestras
de secrecidbn mamaria fueron asépticamente colectadas utilizando procedimientos
estandar (Hogan y col., 1999) un dia antes de la inoculacién del EPg, inmediatamente
antes de la inoculaciéon (0 hs) y al dia 1 (24 hs), dia 2 (48 hs) y dia 3 (72 hs) PI para
realizar andlisis bacterioldgicos y RCS. Los dos primeros chorros de leche de cada

cuarto mamario fueron descartados, los siguientes 5 ml de leche fueron colectados en
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recipientes de plastico estériles para analisis bacteriologicos y 30 ml en viales plasticos
para RCS. Los pezones fueron sumergidos en una solucion yodada al 0,5 % luego de la
toma de muestras.

Durante el ensayo se realizo la inspeccion clinica de los animales y se registraron
las temperaturas rectales inmediatamente antes de la administracion del EPg y cada 24
hs PI coincidente con la toma de muestras. Los cuartos mamarios fueron examinados
clinicamente por palpacion y por observacion macroscopica del aspecto de la secrecion
mamaria. Al estado clinico de la glandula se lo clasificé arbitrariamente sobre la base
del grado de inflamacion como: tejido normal, inflamacion moderada e inflamacion
intensa. El examen bacterioldgico se efectué sembrando 10 ul de secrecion mamaria en
placas de agar suplementado con 5% de sangre bovina e incubandose por 48 hs en
forma aerdbica. Las placas fueron examinadas a las 24 y 48 hs para desarrollo e
identificacion de colonias bacterianas aisladas de acuerdo con procedimientos estandar
(Hogan y col., 1999).

El RCS se realizd mediante un equipo automatico, Somacount 300 (Bentley
Instruments- Minesotta-USA), en el Laboratorio Regional de Servicios Analiticos
(Esperanza, Santa Fe, Argentina). Los resultados se expresaron como el Log;o del RCS.

Debido a que en los cuartos mamarios inoculados con las dosis 1 y 5 mg/ml de EPg
se obtuvieron perfiles de RCS similares, se decidi6 realizar un nuevo ensayo probando
una dosis intermedia (3 mg de extracto seco/ml). La dosis de 10 mg/ml no fue
considerada, ya que el perfil del RCS mostr6é alteraciones en sus valores, no
relacionadas al tratamiento y un leve aumento durante todo el periodo de evaluacion que
no supero los valores obtenidos con la inoculacién de 5 mg/ml.

Para el nuevo ensayo dosis-respuesta se utilizaron dos vacas Holstein no prefiadas
en el ultimo tercio de la lactancia, con aislamientos bacteriologicos negativos. De un
total de 8 cuartos, 4 cuartos fueron inoculados con 3 mg/ml de EPg, 2 cuartos con
placebo (solucion salina) y 2 cuartos fueron mantenidos como controles (sin
inoculacion). Solo se incluyeron cuartos libres de IIM. La toma de muestras e
inspecciones clinicas se llevaron a cabo como se detalld anteriormente para el primer

ensayo-dosis respuesta.
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3.2. Animales y disefio experimental

Se utilizaron 6 vacas Holstein en la etapa final de la lactancia, pertenecientes al
rodeo experimental de la EEA Rafaela del INTA, con una produccion aproximada de 8
kg de leche diarios. Las vacas fueron seleccionadas sobre la base de ausencia de 1IM, de
acuerdo con procedimientos recomendados por el National Mastitis Council (Hogan y
col., 1999). Se utilizaron animales con similar nimero de lactancias (entre 2 y 4) y con
320-360 dias en lactancia.

La unidad experimental fue el cuarto mamario. La asignacion de los distintos
tratamientos para cada cuarto mamario fue elegida al azar, verificando que cada una de
las ubres reciba todos los tratamientos (Inchaisri y col., 2000). Del total de cuartos
disponibles, 8 fueron inoculados con 10 ml de la solucion del EPg (3 mg del extracto
seco/ml), 8 con 10 ml de placebo, el cual consistié en vehiculo sin principio activo, y 8
fueron mantenidos como controles (libres de inoculacion). Dos cuartos inoculados con
placebo y 2 cuartos controles, no fueron considerados para el ensayo debido a que
presentaron alto RCS al momento del inicio del ensayo (tiempo O hs). El ordeie fue
interrumpido inmediatamente después de las inoculaciones.

Muestras de secrecion mamaria fueron colectadas asépticamente siguiendo
procedimientos estandares (Hogan y col., 1999), tres dias antes de la inoculacion del
EPg, inmediatamente antes de la inoculacion y 48 hs PI para realizar andlisis
bacteriologicos. Luego de la toma de muestras, los pezones fueron sumergidos en

antiséptico conteniendo 0.5% de solucion yodada.

3.3. Inspecciones clinicas

Los cuartos mamarios fueron examinados clinicamente por palpacién y por
determinacion de la alteracion macroscopica de la secrecion mamaria. Al estado clinico
de la glandula se lo clasifico arbitrariamente sobre la base del grado de inflamacion
como: tejido normal, inflamacién moderada e inflamacién marcada. Ademas, 10 pl de
leche provenientes de cada cuarto mamario incluido en el ensayo, se sembraron en
placas de agar sangre suplementado con 5% de sangre bovina y posteriormente se las
incubd por 48 hs en aerobiosis. Luego de 24 y 48 hs post-incubacion, las placas fueron

analizadas para detectar desarrollo bacteriano.
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Para determinar el efecto del EPg en cuartos tratados y no tratados, solo se tuvieron
en cuenta las muestras provenientes de aquellos cuartos que no presentaron signos de
IIM sobre la base de los cultivos bacterioldgicos, para las diferentes técnicas aplicadas

en este trabajo.

3.4. Recuento de células somaticas

Muestras de leche provenientes de cada cuarto en estudio, fueron conservadas a
4°C con azidiol para mantener el estado original de las mismas y permitir su mejor
procesamiento. Las muestras fueron analizadas mediante un contador automatico
Somacount 300 (Bentley Instruments, Minesotta, USA) en el Laboratorio Regional de
Servicios Analiticos (Esperanza, Santa Fe, Argentina) por citometria de flujo. Los

resultados se expresaron como el Log;o del RCS obtenido para cada cuarto en estudio.

3.5. Recoleccion de muestras de leche para técnicas de Biologia Molecular

Las muestras de secrecion mamaria para la realizacion de las técnicas de RT-PCR y
western blot, fueron colectadas de manera aséptica. Cien ml de leche provenientes de
cada cuarto inoculado, fueron colectados en viales estériles y procesados
inmediatamente a 4°C. Se tomaron muestras de leche previo a la inoculacion (0 hs) y a
las 24, 48 y 72 hs PI.

Puntualmente, para la técnica de RT-PCR, se recolectaron 50 ml de leche. Se
realizd el desengrasado y obtencion de pellet de células somaticas, mediante
centrifugacion a 1200 g durante 20 minutos a 4°C, para evitar la ruptura celular, y
posteriormente el lavado del pellet formado con buffer fosfato salino (PBS) estéril
0,0IM (pH 7,2) (Murrieta y col., 2005). Inmediatamente después el mismo fue
congelado a —80°C para evitar la degradacion celular y pérdida de ARN.

3.6. Tomay procesamiento de las muestras de tejido mamario
Luego de las inoculaciones y de la toma de muestras de leche a distintos tiempos,

los animales se sacrificaron a los 7 dias PI en un matadero local. Las muestras de tejido

mamario fueron tomadas de tres zonas distintas de la glandula a una profundidad de 4
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cm segun trabajos previos (Capuco y col., 1997; Dallard y col., 2010), zona 1: porcion
del parénquima mamario adyacente a la cisterna de la glandula, zona 2: porcion entre la
cisterna de la glandula y el limite dorsal del parénquima mamario, zona 3: porcidon
cercana al limite dorsal del parénquima mamario (zona adyacente al abdomen). Las
muestras fueron inmediatamente fijadas en formol bufferado al 10 % durante
aproximadamente 8 hs a temperatura ambiente (T.A.). Para su procesamiento mediante
técnicas histologicas de rutina, luego de un lavado prolongado en agua corriente y PBS
0,01M pH 7,2, las muestras se deshidrataron en concentraciones graduales crecientes de
alcohol etilico, aclararon en xilol y embebieron en parafina siguiendo protocolos de
rutina (Woods y Ellis, 1994). Posteriormente, se realizaron cortes seriados de
aproximadamente 4 um en un micrétomo rotativo manual y se los dispuso sobre
portaobjetos previamente tratados con 3-aminopropyltriethoxysilane (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO). Por ultimo los cortes fueron secados a 37°C durante 24 hs y luego
almacenados a 4°C hasta su utilizacion en técnicas inmunohistoquimicas (IHQ).
Paralelamente al procesado de las muestras para THQ, se realizd6 un pool de
pequeiias porciones de las distintas zonas del tejido mamario extraido y luego fueron
congeladas en nitrogeno liquido y almacenados a -80°C para su posterior uso en

técnicas de Biologia Molecular.

3.7. Inmunohistoquimica sobre muestras de tejido mamario

En la tabla 1 se detallan los anticuerpos utilizados y las concentraciones de uso
para cada uno. Para todos los antigenos se utiliz6 el método streptavidina-biotina-
inmunoperoxidasa segin descripciones previas (Baravalle y col., 2007), con algunas
variantes especificas en el procedimiento segun el anticuerpo utilizado. Brevemente, las
secciones de tejido provenientes de las distintas zonas obtenidas fueron desparafinadas,
hidratadas y tratadas con recuperacion antigénica o no, dependiendo del anticuerpo
primario utilizado. La actividad de la peroxidasa enddgena fue inactivada con 1% de
H,0, y las uniones inespecificas fueron bloqueadas con suero normal de cabra al 10%.
Las secciones fueron incubadas con el anticuerpo primario 18 hs a 4°C, excepto para las
inmunomarcaciones con anti-CD14 y TNF-a que fueron incubadas a T.A., y luego por
30 minutos con el anticuerpo secundario biotinilado a T.A., seleccionado

especificamente de acuerdo a los dos tipos de anticuerpos primarios utilizados
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(monoclonal o policlonal). Ambos anticuerpos se diluyeron en PBS-BSA. La
visualizacion del antigeno se realizéd por el método streptavidina-peroxidasa (BioGenex,
San Ramoén, CA) utilizandose como cromoégeno 3,3-diaminobencidina (DAB) (Dako,
Glostrup, Dinamarca). Por ultimo, los cortes fueron lavados en agua destilada,
contracoloreados con hematoxilina (Biopur, Bubendorf, Suiza), deshidratados y

montados.

3.7.1. Controles de la técnica

Para verificar la especificidad de la técnica utilizada se realizaron diferentes
controles:

Como control negativo se reemplazé el anticuerpo primario por suero no inmune
de conejo y raton, omision del anticuerpo primario y omision del anticuerpo secundario
biotinilado. Para excluir la posibilidad de la no supresiéon de la actividad de la
peroxidasa enddgena algunas secciones fueron incubadas solamente con el reactivo
DAB. La especificidad de los anticuerpos usados se determind mediante western blot

como se detalla méas adelante.

3.7.2. Procedimiento general de IHQ indirecta

. Colocacion de los cortes 10 minutos en la estufa a 60°C

. Desparafinizacion en xilol mediante dos pasajes consecutivos de 15 minutos cada uno.

3. Hidratacion en una serie de alcoholes de graduacion decreciente, a partir de alcohol
etilico absoluto (dos pasajes de 3 minutos), alcohol etilico 96° (un pasaje de 3 minutos)
y finalmente alcohol etilico 70° (un pasaje de 3 minutos).

. Lavado en PBS pH 7,2 durante 5 minutos

. Tratamiento de Recuperacion antigénica (a).

. Lavados en PBS (de 5 minutos cada uno)

. Bloqueo de la actividad endogena de la enzima peroxidasa. Solucion de H,O, (b) en
metanol durante 20 minutos (10+10).

. Lavados en PBS (de 5 minutos cada uno).

9. Bloqueo de los sitios de uniéon no-especificos con Solucion de Bloqueo (c) durante 15

minutos en camara humeda.

10. Escurrido del exceso de solucion y sin lavar cubrirlo con el anticuerpo primario, de
acuerdo al procedimiento correspondiente. Incubacion en camara himeda durante toda
la noche (O.N.) y a la temperatura correspondiente, segun el anticuerpo utilizado (tabla
1).

11. Lavados en PBS (de 5 minutos cada uno).

12. Incubacion con el anticuerpo secundario biotinilado durante 30 minutos. Incubar en
camara hiimeda.

13. Lavados en PBS (de 5 minutos cada uno).

N —

NN L B

o0
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14. Incubacion con complejo streptavidina-peroxidasa lista para usar, durante 30 minutos a
temperatura ambiente en camara humeda.

15. Lavados en PBS (de 5 minutos cada uno).

16. Revelado de la reaccion con 3,3-diaminobencidina (DAB). Los cortes se observaron al
microscopio para controlar el tiempo Optimo en cada prueba y de ese modo
estandarizarlo.

17. Lavados en agua destilada (de 5 minutos cada uno).

18. Coloracion de contraste con hematoxilina activada (Biopur) diluida 1:2 en agua
destilada, 5 a 30 segundos.

19. Lavados en agua destilada

20. Virado en agua corriente.

21. Deshidratacion y montaje con Balsamo natural de Canada (Canadax, Biopur) y
cubreobjetos apropiados.

(a) Recuperacion antigénica
En microondas:

Se realiz6 en un horno de microondas de uso doméstico (potencia maxima 1200 W). Como
solucion se us6 Buffer Citrato 0,01M pH 6,0, en el cual se sumergid los cortes y se calentaron
durante 3 minutos a 100% de potencia y luego durante 12 minutos a 40%, enfriandose 20

minutos dentro del microondas apagado.

Digestién con Tripsina (Zymed Digest-All Cat No. 00-3006):
Luego de bloquear la peroxidasa endégena en el protocolo de IHQ, los preparados fueron
lavados en agua destilada y se aplico la enzima por 10 minutos a 37°C. Luego se realizaron 3

lavados de 5 minutos c/u en PBS y se prosigui6 con el protocolo de IHQ.

(b) Solucion de H,O,:
Se prepard con 36 ml de metanol y 4 ml de H,O, para 10 portaobjetos dorso con dorso en

el coplin. A los 10 minutos se agregaron 4 ml adicionales de H,0,.

(c) Solucion de Bloqueo:

ANEXO I (Pagina 150).
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Tabla 1: Listado de anticuerpos primarios y secundarios utilizados, diluciones de uso, tipo de

recuperacion antigénica empleada, modo de incubacion del anticuerpo primario y procedencia

del mismo.

Recuperacion

Origen Dilucién L Incubacion Procedencia
Antigénica (RA)
Anticuerpos primarios
Novocastra
PCNA (Clon PC-10) Ratoén 1:100 Microondas O.N.a4°C laboratorios,
Newecastle, UK
Chemicon, San
TNF-o (-Policlonal) Conejo 1:150 Sin RA ON.aT.A.
Francisco, CA
) ) ) Endogen,
IL-1a (Policlonal) Conejo 1:100 Microondas O.N.a4°C
Woburn, USA
R&D Systems,
IL-6 (Clon 77830) Ratén 1:200 Microondas O.N.a4°C Minneapolis,
USA
Enzimatica Zymed, San
CD14 (Clon RPA-M1) Raton 1:30 o O.N.aT.A. )
(Tripsina) Francisco, CA
Anticuerpos secundarios
] ) 30 min a LETH, UNL, Sta.
Anti conejo IgG Cabra 1:200
T.A. Fe, Arg.
) 30 min a LETH, UNL, Sta.
Anti raton IgG Cabra 1:50
T.A. Fe, Arg.

3.8. Andlisis digital de imégenes

Se obtuvieron iméagenes de cada cuarto mamario utilizado en el ensayo con el EPg,

mediante una camara de video color CCD Moticam 2000 (Mikron Instrument Inc.,

California, USA) montada en un microscopio convencional Olympus CX31, (Olympus

Co., Japén) usando un objetivo 40X. Se digitalizaron campos microscopicos que

cubrieron toda el area a analizar y se almacenaron bajo el formato TIFF con una

definiciéon de 1200 x 1600 pixels y 24 bits de color. Se realiz6 el andlisis de las

imagenes utilizando el programa Image-Pro Plus 3.0.1 (Media Cybernetics, Silver

Spring, MA, USA). A la magnificacion usada, cada pixel de la imagen correspondia a

0,13 pm, y cada campo representaba un area de tejido de 0,032 mm?.
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3.9. Cuantificacion de la IHQ

3.9.1. Evaluacién y cuantificacion de la proliferacion celular

La proliferacion celular se evalué a través de la inmunomarcacion de PCNA
(Antigeno nuclear de proliferacion celular). PCNA es una proteina de 36 kDa, la cual
estd altamente conservada entre especies. El PCNA funciona como un cofactor de la
ADN polimerasa-0 tanto en la fase S del ciclo celular como asi también en la sintesis de
ADN asociado con los mecanismos de reparacion del dafio del mismo.

Todas las células inmunomarcadas para PCNA se consideraron positivas. Estas
presentaron reaccidon nuclear positiva con alta heterogeneidad en la intensidad de la
tincion. Por ello, mediante el andlisis de las imagenes almacenadas, se establecieron tres
rangos de intensidad: débil (+), moderado (++) e intenso (+++). Se contaron en cada
preparado, como minimo 2000 células epiteliales alveolares en 40X, sin considerar
células mioepiteliales, en un minimo de 20 campos. Solo se cuantificaron las que
mostraron la tincion nuclear mas intensa (PCNA +++) y el resultado se expresé como

porcentaje de estas células intensamente marcadas.

3.9.2. Evaluacidn de la inmunidad innata

3.9.2.1. Cuantificacion de la inmunoexpresion de citoquinas

Se evalu6 a través de la expresion de TNF-a, IL-1a, IL-6, citoquinas que forman
parte de la inmunidad innata, producidas en mayor cantidad por macrdéfagos, en
respuesta a su estimulacion por PAMPs, otras citoquinas y componentes del
complemento. Estas tres citoquinas median un conjunto de acciones tendientes al
desarrollo de un cuadro inflamatorio local y sistémico, denominado reaccion de fase
aguda, que intenta resolver el proceso infeccioso con la eliminacion de su agente causal
(Fainboim y Geffner, 2008).

El método de cuantificacion de niveles de expresion aqui utilizado se detalla en
trabajos previos (Baravalle y col., 2007; Dallard y col., 2009). Brevemente, el area
inmunomarcada por la reaccion de los anticuerpos, fue calculada como porcentaje del

area total evaluada a través de analisis de segmentacion de colores, localizando todos
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los objetos de color especifico dado por el cromdgeno utilizado (marcacion marréon). La
marcacion marron fue seleccionada con una sensibilidad de 4 (maximo 5) y luego se
aplicd una mdascara para separar los colores de forma permanente. El porcentaje de area
inmunomarcada fue calculado para al menos 40 imagenes en cada una de las siguientes
estructuras: alvéolos, conductos y tejido intersticial. La inmunomarcacién de TNF-a,

IL-1a, IL-6 se cuantific6 utilizando la metodologia antes descripta.

3.9.2.2. Cuantificacion de monocitos-macrdofagos mediante la expresion de CD14

Los CD 6 (“cluster de diferenciacion’) que significa “grupo de diferenciacion”, son
proteinas estructurales de membrana clasificadas en series de superfamilias. Cada
superfamilia se caracteriza porque las proteinas que la integran retinen una serie de
caracteristicas estructurales en comun. Normalmente, estas caracteristicas estructurales
comunes significan que comparten dominios de proteina de un determinado tipo. El
CD14 es un marcador principalmente de monocitos-macrofagos y en segunda medida
de LPMN. Es un co-receptor para LPS bacteriano, practicamente ausente en los
granulocitos (Fainboim y Geffner, 2008).

Para analizar la expresion de CD14 en el tejido mamario, se digitalizaron imagenes
de todo el preparado sometido a IHQ en un aumento de 40X y se calcul6 la cantidad de

células positivas por unidad de drea (mm?).

3.10. Western blot a partir de muestras de leche y tejido mamario provenientes del
ensayo con el EPg.

3.10.1. Preparacion de muestras para western blot

Debido a que se obtuvieron valores similares en el RCS de muestras tratadas con
placebo y control, la técnica de western blot en leche fue realizada solamente en
aquellas muestras provenientes de la inoculacién con EPg y placebo. Las mismas fueron
centrifugadas a 12000 g a 4°C durante 30 minutos para la obtencion de suero. Luego de
eliminar la capa de grasa formada, se centrifugd nuevamente durante 30 minutos a la

misma velocidad y al sobrenadante translucido obtenido se lo almacen6 a -80°C.
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Con respecto a las muestras de tejido mamario provenientes de todos los cuartos en
estudio, se llevo a cabo la homogenizaciéon de las mismas en hielo (60 mg
aproximadamente), mediante el agregado de inhibidores de proteasas (Complete Mini:
Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Cat N° 36153001 —ROCHE) y buffer RIPA para
homogenizacion (Anexo I). La técnica se realizd con un Homogenizador T10 basic Ulta
Turrax (IKA WERKE GMBH & CO. KG, Staufen, Alemania).

Una vez obtenido el suero de la leche y el extracto proteico de tejido se midio la
concentracion de proteinas de cada tipo de muestra mediante el método fluorimétrico
Quant-iT™ Protein Assay Kit (QubitTM, Invitrogen, Oregon, Estados Unidos).
Previamente a las lecturas, se utilizd un patron de referencia para realizar la curva de

calibrado.

3.10.2. Corrida electroforética y electrotransferencia

Las proteinas provenientes de tejido y leche fueron separadas por electroforesis
desnaturalizante (PAGE-SDS) en condiciones reductoras en geles discontinuos al 15 %
de poliacrilamida. Las muestras fueron diluidas en buffer de muestra para SDS-PAGE e
incubadas en bafio termostatico a 95°C por 5 minutos. Posteriormente, las proteinas
fueron separadas electroforéticamente junto a los marcadores de peso molecular (PM,
Kaleidoscope Prestained Standards 161-0324, BIO-RAD) cuyas proteinas se detallan en
la tabla 2. Se utilizé una cuba vertical de Bio-Rad (California, USA) sembrando los
volimenes adecuados para 40 pg de proteinas (para las muestras de leche) y 80 pg de
proteina (para las muestras de tejido) y realizando una corrida electroforética durante 50
minutos a 25 mA para el gel de apilamiento y luego durante 80 minutos a 50 mA para el
gel de resolucion. Se utilizo el buffer de corrida Tris-Glicina con 0,1 % de SDS pH 8,3.

Luego de finalizada la corrida se procedio a la transferencia de las proteinas desde
el gel a una membrana de nitrocelulosa (Amersham-GE Healthcare-Argentina), para lo
cual se utilizo el buffer de transferencia Towbin modificado compuesto por Tris-Glicina
con 20 % de metanol. Se realiz6 la transferencia en frio a 100 V durante 150 minutos.
Al término de este periodo se colore6 la membrana con el colorante Rojo Ponceau para
ver la efectividad de la transferencia. Con el mismo sentido se colored el gel con

Coomasie Brilliant Blue 250G.
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Tabla 2: Estandares de PM para SDS-PAGE, amplio espectro. Kaleidoscope Prestained
Standards 161-0324. BIO-RAD.

Proteina Peso molecular kDa
Miosina 195
B-galactosidasa 131
Albuimina sérica 85
Anhidrasa carbénica 40

—— Inhibidor de tripsina 31,53
Lisozima 17,25

- Aprotinina 6,75

3.10.3. Inmunodeteccion para determinar la especificidad de los anticuerpos utilizados

en IHQ. Inmunodeteccion de TNF-a en muestras de leche y de tejido mamario.

Las membranas obtenidas de las muestras de leche fueron bloqueadas para evitar
uniones inespecificas, con TBS-Tween-BSA 3%, durante 3 hs a T.A. en agitacion, en
cambio, las membranas obtenidas de las muestras de tejido fueron bloqueadas con TBS-
Tween-Leche 5%, durante 2 hs, 30 minutos a T.A. Posteriormente, se incubaron toda la
noche a 4°C con una dilucién de los anticuerpos detallados en la tabla 3, preparada en
buffer de bloqueo. Se realizaron 5 lavados de 5 minutos cada uno con buffer TBS-
Tween y luego se incubd la membrana con una dilucion del anticuerpo secundario en
solucion de bloqueo por 2 hs a 25 °C. Luego de realizar lavados con TBS-Tween se
detectd la sefal especifica por quimioluminiscencia, (Sistema ECL Plus, GE
Healthcare). Las membranas fueron expuestas a una placa radiografica (ECL, GE
Healthcare) durante 15 a 30 segundos. El revelado de la placa se realiz6 en forma
manual utilizando soluciones de revelador y fijador (Kodak, Rochester, N.Y., USA).
Las placas radiograficas fueron escaneadas a 600 dpi (scanner HP Officejet J5780) y las
imagenes obtenidas fueron almacenadas con formato Tiff. Para la cuantificacion de
TNF-a en muestras tanto de leche como de tejido mamario, se analizé la densidad
optica integrada (DOI) de las bandas obtenidas con el programa Image- Pro Plus 3.0.1

(Media Cybernetics).
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Tabla 3: Anticuerpos utilizados en la técnica de western blot.

Proteina Anticuerpo Origen Dilucién Procedencia
TNF-a Anti- TNF-a Policlonal 1:150 Chemicon
IL-1a Anti-IL-1o humana Policlonal 1:50 Endogen

IL-6 Anti-IL-6 porcina (Clon 77830) Monoclonal 1:50 R&D Systems

3.11. Extraccion de ARN total a partir de muestras de leche provenientes del

ensayo con el EPg

El ARN total fue aislado del pellet de células somaticas provenientes de leche de
animales inoculados con el EPg, placebo y glandulas mamarias no inoculadas
(controles). Para ello el método elegido fue el del reactivo Trizol LS Reagent
(Invitrogen) que consistio en homogeneizar el pellet formado en 1 ml de reactivo e
incubar 5 min a 25°C. El ARN total se extrajo a partir del sobrenadante obtenido con
cloroformo (Merk KGaA, Darmstadt, Alemania), previa agitacion vigorosa € incubando
15 min a 4°C. Se centrifugé a 12000 g para separar la fase acuosa de la organica.
Posteriormente se precipité el ARN con un volumen equivalente de alcohol isopropilico
(Merk KGaA) incubando por 30 min a -20°C y se separd por centrifugacion a 12000 g.
El ARN obtenido se lavd con etanol 75% por 10 min a 4°C, se redisolvié con agua
DEPC (0,1%) precalentada a 60°C y se cuantificd por espectrofotometria a 260 nm. La

concentracion de ARN se obtuvo siguiendo la formula detallada a continuacion:

Concentracion de ARN (ug/ml) = Abs.o60 X 40 pg/ml x dilucion™

47



Materiales y Métodos

3.12. Transcripcion reversa (RT) y andlisis de la expresion de citoquinas mediante
Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final

3.12.1. RT de ARN total proveniente de muestras de leche

A los efectos de eliminar posibles contaminaciones de ADN genomico, se realizo
un tratamiento con ADNasa (Invitrogen). La composicion final del medio de reaccion
fue: ARN (1,2 pg), buffer de la enzima ADNasa I (1X), enzima ADNasa I (0,1 Ul/ul),
agua DEPC (0,1%) cantidad suficiente para llegar a un volumen final de reaccioén de 12
ul. La reaccion de tratamiento de ADNasa se llevo a cabo incubando a 20°C durante 15
min, luego se inactivo la enzima con EDTA (2,3 mM) y se incub6 10 min a 65°C.

Para la transcripcion reversa primeramente se prepard una solucion “master mix”
conteniendo cada uno de los reactivos en las siguientes concentraciones finales:
cebadores con secuencia al azar (12,5 ng/ul), dNTPs (0,5 mM de cada uno), buffer de la
enzima MMLYV (1X), DTT (10 mM), inhibidor de ribonucleasas ARNasaOut (1UI/ul) y
la enzima MMLV Reverse Transcriptase (10 Ul/ul) (Invitrogen), y se adicioné una
cantidad constante de ARN tratado con ADNasa (11,85 ul) (Cantiello y col., 2007). Las
condiciones utilizadas para la transcripcion reversa fueron 10 min a 25°C para el
anillado, 50 min a 37°C para la sintesis del ADN copia (ADNc) y 15 min a 70°C para la
inactivacion de la enzima. Todas las reacciones se llevaron a cabo para un volumen
final de 20 pl utilizando termociclador (TECHNE TC-312, Stone, Reino Unido).

La concentracion de ADN simple cadena (ADNsc) obtenida fue cuantificada por
un método fluorimétrico Quant-iT™ ssDNA Assay Kit (QubitTM, Invitrogen) con el
objeto de utilizar luego una cantidad constante para la técnica de amplificacion del

ADN (PCR) para cada par de cebadores.
3.12.2. Caracterizacion de la sintesis de citoquinas por PCR

Para la realizacion de PCRs con el objetivo de caracterizar y cuantificar la
expresion de citoquinas, se utilizaron cebadores disefiados segin datos publicados

(Riollet y col.,, 2001) y analizados mediante el programa de bioinformatica

LASERGENE (DNAStar, WI, USA).
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Para la estandarizacion de cada PCR se probaron distintas temperaturas de
hibridacién de los mismos y se analiz6 la cinética variando el nimero de ciclos de
amplificacion para determinar el nimero Optimo para cada par de cebadores utilizado,
tendiendo en cuenta que los productos de la PCR fueran obtenidos en la zona de fase
exponencial de amplificacion y de linealidad con respecto a la concentracion inicial del
ARN de partida.

Debido a que se obtuvieron valores similares en el RCS de muestras tratadas con
placebo y control, las RT-PCR fueron realizadas solamente para muestras de leche

provenientes de la inoculacion con EPg y placebo.

3.12.3. Controles

Como control interno se utilizd un gen cuya expresion fuera constitutiva y que
permitiera cuantificar mediante comparacion con este ultimo la expresion de las
distintas citoquinas. Se realizaron pruebas con los cebadores para distintos genes

normalizadores descriptos en la tabla 4.

Tabla 4: Lista de cebadores utilizados como genes normalizadores y condiciones Optimas de
trabajo.

. e . Temperatura .
Gen Secuencia de cebadores (5-3") Amplicon L N° de ciclosde  N° de acceso
. . o de hibridacion o
Normalizador S: sentido; AS: antisentido (pb) “C) amplificacion en GenBank

) A: CGGAACCGCTCATTG CC
B-actina 290 58°C 31 BT030480
AS:ACCCACACTGTGCCCATCTA

A:AGATCCAGGATAAGGAAGGCAT
Ubiquitina 198 52°C 31 718245
AS:GCTCCACCTCCAGGGTGAT

A: CACCCTCAAGAT TGCAGCA
GAPDH 103 52°C 31 BC102589
AS:GGTCATAAGTCCCTCCACGA

A:TCAAGAACGAAAGTCGGAGG
18 S 493 52°C 35 DQ222453
AS:GACATCTAAGGGCATCACA

Paralelamente, se realizaron para cada par de cebadores utilizados para la
caracterizacion de citoquinas, controles negativos que consistieron en amplificar los

mismos ARNSs totales extraidos pero omitiendo la fase de Transcripcion reversa (RT).
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3.12.4. Procedimiento general de la técnica

Las PCRs se llevaron a cabo resuspendiendo la muestras de ADNc en una “master
mix” conteniendo cada uno de los reactivos en las siguientes concentraciones finales:
agua bidestilada, MgCl, (1,5 mM), cebador sentido (0,5 uM), cebador antisentido
(0,5 uM), dNTPs (0,3 mM de cada uno), buffer Taq (1X) (Invitrogen) y Taq polimerasa
(2 Ul/pl, Invitrogen). Brevemente, los ADNc fueron sometidos a una desnaturalizacion
inicial a 94°C durante 3 min, luego se realizaron ciclos sucesivos de desnaturalizacion,
hibridacion y extension bajo el siguiente protocolo: 94°C 45 seg, temperatura variable
de hibridacion (segun el primer utilizado, ver tabla 5) durante 30 seg, 72°C 1 min 30
seg. Por ultimo, se realiz6 la extension final a 72°C por 10 min. Todas las reacciones se
llevaron a cabo para un volumen final de 25 pl utilizando termociclador (TECHNE TC-
312). Un resumen de las condiciones ensayadas y los cebadores para cada citoquina
evaluada se detalla en la tabla 5. Paralelamente, se realizaron RT-PCR a partir de
muestras de ganglio linfatico bovino provenientes de frigorifico, como control positivo
para determinar la capacidad de hibridacion de los cebadores utilizados en muestras de

leche, siguiendo la metodologia previamente descripta (Amweg y col., 2010).

Tabla 5: Cebadores utilizados para la deteccion de citoquinas bovinas en células somaticas de
leche y ganglio linfatico bovino. Condiciones 6ptimas de trabajo.

. o . Temperatura .
Secuencia de cebadores (5-3") Amplicon o N° de ciclosde ~ N° de acceso
Gen . L de hibridacion L
S: sentido; AS: antisentido (pb) ¢0) amplificacion en GenBank

S: TGCAAGCTATGAGCCACTTC
IL-1a 291 52°C 33 M37210
AS: GCATTCCTGGTGGATGACTC

S: TGGGAGATGGAAACATCCAG
IL-1B 231 52°C 30 M37211
AS: TTTATTGACTGCACGGGTGC

A: CTACTTCAAGCTCTACGGGG
IL-2 248 52°C 31 M12791
AS: TTGATCTCTCTGGGGTTCAG

A: TGCCCCAAAGAACACAACTG
IL-4 200 52°C 31 U14160
AS: TTTAGCCTTTCCAAGAGGTC

A: TGAAAGCAGCAAGGAGACAC
IL-6 187 52°C 31 S49716
AS: TGACATTTTCCTGATTTCCC

A: ACTGGCTGTTGCTCTCTTGG
IL-8 260 54°C 30 S82598
AS: ACCTGCACAACCTTCTGCAC

A: AACAGCCCTCTGGTTCAAAC
TNF-a 315 54°C 33 714137
AS: TCTTGATGGCAGACAGGATG

A: AGCCCAGATGTAGCTAAGGG
INF-a 215 51°C 31 M29867
AS: CTCCAGTTTCTCAGAGCTGC
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3.12.5. Visualizacion de resultados y analisis de imagenes

Los amplificados obtenidos de las distintas PCR se corrieron en geles de agarosa al 2%

tefiidos con GelRed™

(Biotium, California, Estados Unidos) de manera conjunta con un
marcador de pares de bases (Ladder 100 pb, PB-L Productos Bio-Légicos, Buenos
Aires, Argentina) con el objetivo de determinar la especificidad del producto. Las
bandas obtenidas fueron visualizadas en el gel con un transiluminador UV (Labnet,
Edison, Estados Unidos), se obtuvieron imagenes digitales con una cdmara de fotos
(Olympus BH-2,) y se realiz6 el analisis de las imagenes utilizando el programa Image-
Pro Plus 3.0.1 (Media Cybernetics). Los niveles de ARNm se expresaron como una
relacion entre la DOI de las bandas de las distintas citoquinas y su correspondiente -
actina. Ademas, para confirmar la identidad de las bandas observadas en los geles de
agarosa, todos los productos de amplificacion obtenidos tanto de muestras de leche
como de ganglio linfatico bovino, fueron enviados para su secuenciacion (Macrogen,

Seul, Korea). Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa BioEdit y se

compararon con la base de datos GenBank mediante BLASTn.

3.13. Método directo de conteo de células somaticas de leche como alternativa a la
citometria de flujo

3.13.1. Animales y disefio experimental

El método directo de conteo de células somaticas, se realizé con el objetivo de
identificar distintos tipos celulares mediante la marcacion de antigenos con técnicas de
[HQ, como alternativa a la citometria de flujo (CF).

Para ello, fueron recolectadas muestras de leche a partir del ordefie de 6 cuartos
mamarios de diferentes animales pertenecientes al rodeo experimental de la EEA
Rafaela del INTA, con diferentes RCS, dato provisto por el Laboratorio Regional de
Servicios Analiticos (Esperanza, Santa Fe, Argentina). Las muestras fueron
seleccionadas a partir de resultados de RCS provistos por el control lechero e
identificacion de cuartos mamarios con diferentes recuentos, dentro de los animales

elegidos, sobre estimaciones realizadas por el test de mastitis California. Las mismas
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muestras se utilizaron tanto para la realizacion del método directo de conteo como para

la validacion de la misma mediante CF.

3.13.2. Método directo de conteo de células somaticas - Extendidos de leche

Para realizar los extendidos de leche se tom6 como modelo la técnica utilizada por
Dulin y col., (1982) y Miller y col., (1991). Las muestras de leche (1,5 ml) fueron
obtenidas de animales con diferentes RCS, y procesadas mediante el agregado de 1% de
formol bufferado, luego se las centrifugd durante 5 minutos a 800 g para retirar la grasa
y al pellet formado se lo lavo con PBS 0,01M pH 7,2. Posteriormente, se recolectaron
20 pl del pellet lavado y se lo sembro en forma de gota esparcida sobre un portaobjeto
hasta secarse completamente a temperatura ambiente. Por ultimo, los extendidos fueron
fijados en metanol segin la metodologia empleada por Merezhinskaya y col. (2004).

Para evidenciar la presencia y morfologia de las células somadticas en los
extendidos se realizo la tincion de los mismos con Tincidén 15 segundos (compuesta por

3 soluciones: Fijador, Solucion 1 (Xanténicos) y Solucion 2 (Tiazinicos)) de Biopur.

3.13.2.1 Inmunohistoquimica sobre extendidos de leche

3.13.2.1.1. Deteccion de células epiteliales

Las citoqueratinas, son constituyentes de los filamentos intermedios, y son el
principal componente estructural de las células epiteliales. Corresponden a un grupo de
19 proteinas que se caracterizan por su estabilidad y su baja solubilidad en tampones
fisiolégicos. Mediante métodos electroforéticos e inmunoldgicos con anticuerpos
monoclonales, se han clasificado en 2 subfamilias: la primera comprende proteinas
basicas relativamente grandes (56 a 67 kDa), numeradas de 1 a 8; mientras que la
segunda estad constituida por proteinas mas pequenas, mas acidicas y numeradas de 9 a
19 (Crewther y col., 1983; Steinert y Roop, 1988). Las citoqueratinas de bajo peso
molecular (40 kDa) se encuentran en epitelios simples y glandulares, las de peso
molecular intermedio en epitelios estratificados y las de alto peso molecular (~ 67 kDa)

en epitelios queratinizados (Sawafy col., 1991).
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Como marcador general para la identificacion de células epiteliales en los
extendidos de leche, se llevo a cabo la técnica de inmunohistoquimica indirecta (IHQ)
descripta para tejidos (Baravalle y col., 2006). Se utilizé el anticuerpo primario anti-
citoqueratinas, Clone: AE1- AE3 (Dako), con reactividad para las citoqueratinas 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,10,13, 14, 15, 16 y 19. Basicamente, la técnica empleada fue la misma que
para IHQ en tejido descripta en este trabajo (punto 3.7.2), omitiendo los pasos del 1 al 5
y comenzando con el paso 6. La actividad de la peroxidasa endégena fue inactivada con
1% de H,0, y las uniones inespecificas fueron bloqueadas con suero normal de cabra al
10%. Los extendidos fueron incubados con el anticuerpo primario 18 hs a 4°C y luego
por 30 minutos a temperatura ambiente con anticuerpo secundario biotinilado. Ambos
anticuerpos se diluyeron en PBS-BSA. La visualizacion del antigeno se realizé por el
método streptavidina-peroxidasa (BioGenex). El cromédgeno empleado fue 3,3-
diaminobencidina (DAB) (Dako) y como coloracion de contraste se utilizo
Hematoxilina (Biopur). Luego se los deshidratd y se los mont6é con Bélsamo natural de

Canada (Canadax, Biopur) y cubreobjetos apropiados.

3.13.2.1.2. Controles de la técnica

Para verificar la especificidad de la técnica utilizada se realizaron diferentes
controles:

Como control negativo se reemplazé el anticuerpo primario por suero no inmune
de conejo y raton, omision del anticuerpo primario y omision del anticuerpo secundario

biotinilado.

3.13.2.2. Toma de imagenes y analisis de las IHQ en extendidos

El andlisis cualitativo y cuantitativo de los extendidos de leche se llevd a cabo
mediante la digitalizacion de imdgenes tomadas por una camara de video color CCD
Moticam 2000 (Mikron Instrument Inc.) montada en un microscopio convencional
Olympus CX31, (Olympus Co.) usando un objetivo 40X. Sobre la base de la morfologia
del nucleo y la relacion nucleo/citoplasma de las células presentes en los extendidos, se
identificaron y cuantificaron las distintas clases de poblaciones celulares, dividiéndose

en 3 categorias: células epiteliales (AE1-AE3+), leucocitos polimorfonucleares (LPMN)
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(neutrofilos, eosindfilos y basofilos) y leucocitos mononucleares (linfocitos y
monocitos-macrofagos).

Para identificar a los neutrofilos se usaron descripciones previas (Geneser, 2007):
didmetro entre 12-15 pum, con un nucleo caracteristico dividido en 3-5 lobulos y
citoplasma con numerosos granulos finos que apenas se pueden resolver con el
microscopio optico. Los eosinodfilos fueron identificados por tener un didmetro de 12-15
pm, un nucleo con dos lobulos grandes unidos por una fina hebra de cromatina y
citoplasma casi totalmente cubierto por grandes granulos muy eosinofilos. Los basofilos
fueron identificados por presentar un didmetro de 12-15 pm y un ntcleo con 2 6 3
l6bulos, que puede presentar forma de S y citoplasma presenta con gruesos granulos que
se tifien fuertemente.

Por otra parte se identifico a los monocitos-macréofagos y a los linfocitos, siguiendo
criterios de descripciones previas (Geneser, 2007): los monocitos son estadios
inmaduros de los macrofagos. Los macrofagos fueron identificados como células
grandes redondeadas con un didmetro entre 15-20 um. Su citoplasma abundante, con
mayor cantidad de vacuolas y granulos que el monocito. Por ultimo se identifico a los
linfocitos como células pequefias, de un diametro de unos 7 pm, con un nucleo

redondeado que ocupa casi toda la célula.

3.13.3. Citometria de flujo para la validacion del método directo

Cincuenta ml de leche provenientes de los cuartos mamarios con diferentes RCS, a
los cuales se les realizd el método directo de identificacion y conteo de células descripto
anteriormente, fueron utilizados en CF para la identificacién de antigenos de superficie
(andlisis de monocitos-macrofagos mediante la deteccion de CD14) y de antigenos
intracelulares (andlisis de células epiteliales mediante la identificacion de
citoqueratinas).

La técnica que se llevo a cabo fue la de marcacion indirecta, en donde las células
fueron incubadas con un anticuerpo primario y luego se realiz6 una segunda incubacion

con anticuerpo secundario conjugado con fluorescente.
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3.13.3.1. Deteccion de antigeno de superficie (expresion de CD14)

La determinacion de la expresion de CD14 se realizé incubando 1 x 10° células con
anti-CD14 (Zymed, San Francisco, CA) en las condiciones detalladas en la tabla 6,
luego se lavaron y se incubaron con anti-mouse-FITC durante 30 min a 4°C. Después de
la incubacidn, las células se lavaron y se resuspendieron en buffer de lavado para CF. Se
analizaron 10.000 eventos en el citometro FACSCanto II (BD Biosciences). Se
selecciono la region R2 que contiene a la poblacion de células CD14+ teniendo en
cuenta los parametros de tamafo (Side Scatter) vs complejidad citoplasmatica o
granularidad (Fordward Scatter). Como control de la autofluorescencia intrinseca se
incluyeron células somaticas provenientes de leche tratadas s6lo con diluyente (Riedy,
1997), ademas se usaron controles de isotipo (Sigma-Aldrich). La region R3 se la
consider6 a la region de uniones inespecificas. El analisis de los eventos ocurridos se
analizo con el software WinMDI 2.8. (J. Trotter, Scripps Research Institute, CA, USA).
Los eventos positivos se definieron como aquellos cuya fluorescencia excedio el 98%

del control (Lewis, 1992).

3.13.3.2. Marcacion de antigenos intracelulares (citoqueratinas)

La marcacion de citoqueratinas intracelulares se realizéo mediante el marcado de las
mismas con el anticuerpo anti-citoqueratinas AE1-AE3. Para ello 1 x 10° células
provenientes de leche de distintos cuartos mamarios, se lavaron, fijaron y
permeabilizaron con saponina al 0,1 % en buffer de lavado para CF y se incubaron con
anti-AE1-AE3 (Dako) o con el control de isotipo correspondiente, bajo las condiciones
detalladas en la tabla 6. Todas las etapas se realizaron a 4°C en buffer de lavado para
CF. La marcacion con el anticuerpo secundario unido a FITC y el andlisis de los
eventos con el citometro de flujo se realiz6 de la misma manera que para la marcacion

de antigenos de superficie CD14.
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Tabla 6: Listado de anticuerpos primarios y secundarios utilizados, diluciones de uso, modo de
incubacion del anticuerpo primario y procedencia del mismo.

Origen Dilucién Incubacion Procedencia
Anticuerpos primarios
Anti-Citoqueratinas Humanas (clon Dako, Glostrup,
Ratén 1:25 1 hora en hielo
AEI1-AE3) Dinamarca.
) ) Zymed, San
CD14 (clon RPA-M1) Raton 1:5 30 min. en hielo

Francisco, CA.

Anticuerpo marcado con FITC

Anti-raton Polivalente 1 hora en hielo y al Sigma, St. Louis,
) Cabra 1:250 )
Immunoglobulinas (G,A,M)-FITC abrigo de la luz. MO, USA.

3.13.4. Analisis de correlacion entre poblaciones celulares cuantificadas por IHQ en

extendidos y por Citometria de Flujo

Una vez cuantificadas todas las células presentes en los extendidos y diferenciadas
en las categorias antes establecidas, se calcularon los porcentajes de cada categoria, se
extrapolaron al total de células halladas por el RCS (a partir de los datos iniciales
aportados por el RCS) para hallar los valores absolutos de cada tipo celular/ml y se
correlacionaron con el porcentaje de células halladas por CF. El estadistico utilizado fue

el coeficiente de correlacion de Pearson.

Las correlaciones establecidas fueron:
Células AE1-AE3+ (IHQ) vs. Células AE1-AE3+ (CF)
LPMN (IHQ) vs. Células CD14+ (CF)
LPMN y Leucocitos mononucleares (IHQ) vs. Células CD14+ (CF)
Leucocitos mononucleares (IHQ) vs. Células CD14+ (CF)

3.14. Evaluacién estadistica

Para el andlisis estadistico se utilizaron test estadisticos paramétricos,
convenientemente seleccionados de acuerdo con Spiegel (1991) y Norman y Streiner
(1996).

Se calculo6 la media (X) como parametro de tendencia central y el error estandar de

la media (SEM) como medida de dispersion.
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Con el proposito de evaluar el posible efecto del tratamiento sobre los principales
parametros estudiados mediante las técnicas IHQ y western blot en muestras de tejido

mamario se utilizo el Andlisis de varianza (ANOVA) de una via acorde al modelo:

Yij =+ (En)i + g
Donde: Yj;: variable respuesta (PCNA, TNF-o, IL-1a, IL-6, CD14), u: media general

del grupo, (Er);: efecto del tratamiento (1=3), g;; : error residual del modelo.

Para el andlisis estadistico de los RCC y los resultados de las técnicas de RT-PCR y
western blot en muestras de leche en funcion del tiempo y del tratamiento se aplicé el
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias con interaccion, segun el modelo estadistico:
Yije = p+ (En)i + (Eo; + (En)ix (Eo)j + &ijk
Donde: Yijj: variable respuesta (LogioRCC; IL-1a, IL-1B, IL-8 y TNF-a), p: media

general del grupo, (Er);: efecto del tratamiento (i=3-4 en RCS, i=2 en western blot, i=2

en RT-PCR), (Ey);: efecto del tiempo (j=4) y &;j : error residual del modelo.

El ANOVA se utiliz6 para determinar las diferencias significativas entre las medias
de los grupos estudiados en los diferentes efectos contemplados en cada modelo.
Posteriormente, se utilizd el Test de comparaciones multiples Duncan para identificar
diferencias significativas en los niveles de cada factor (T=tratamiento; t=tiempo).

Ademas, se calculo el coeficiente de correlacion de Pearson para evaluar posibles
correlaciones entre las distintas variables estudiadas.

Todos los andlisis estadisticos fueron calculados mediante el software SPSS
(version 15.0 para Windows, SPSS Inc. ©). Para el ANOVA se empled un nivel de
significancia de P<0,05, mientras que en el andlisis de correlacion se trabajo con

P<0,01.

3.15. Normas éticas y de bioseguridad

Los procedimientos efectuados con los animales de experimentacion fueron
realizados de acuerdo a las normativas vigentes en el tema (Guide for the Care and Use
of Agricultural Animals in Agricultural Research and Teaching, FASS, 1999). Se presto
especial atencion en el uso y manejo de residuos de drogas o reactivos potencialmente

contaminantes.
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Resultados

4.1. Ensayos dosis — respuesta

4.1.1. Recuento de células somaticas e inspecciones clinicas

Los resultados del RCS provenientes de leche obtenida de las inoculaciones con dosis
de 1, 5 y 10 mg/ml del EPg y placebo se muestran en la figura 5. El perfil del RCS
indica un aumento pronunciado a las 24 hs PI para las tres dosis evaluadas. Este
recuento permanece elevado hasta el final del muestreo. En cuanto al perfil del RCS
observado en muestras inoculadas con placebo, este denota un aumento menor y mas

lento (48 hs PI) comparado con el del EPg.

8.0+
7.5- -= EPg 1 mg/ml
7.0 EPg 5 mg/ml
8 6.5 -+ EPg 10 mg/ml
X 6.0 -+~ Placebo
88’ 5.5
- 5.0- P;:0,154
4.54 P:0,117
4.0- Pt 40,978

I
-24 0 24 438 72
Tiempo pre y post-inoculacion (hs)

Figura 5: Perfil del recuento de células somaticas (Log;, células/ml) del ensayo dosis-respuesta
para el EPg (dosis 1, 5 y 10 mg/ml) en relacion al periodo de muestreo (hs) (medias = SEM). No
se observaron diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos evaluados para los
distintos tiempos de analisis (Prramiente= P1=0,154; Piiempo=P=0,117).

En cuanto a las inspecciones clinicas realizadas en animales involucrados en el
ensayo dosis-respuesta, se detectaron cambios macroscopicos en secrecion mamaria a
las 24 hs PI en cuartos tratados con EPg y también se observo una inflamacion
moderada en los mismos a las 24 hs PI. Debido a que en el ensayo sélo se incluyeron
cuartos libres de IIM, un cuarto inoculado con placebo que result6 positivo al desarrollo
bacteriano debidé ser descartado del ensayo. Los andlisis bacteriologicos para los

restantes cuartos arrojaron resultados negativos.
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Como los cuartos en los que se inoculd la dosis de 10 mg/ml mostraron al
comienzo de la experiencia, valores de RCS superiores al resto, independientemente del
tratamiento realizado y el RCS entre las dosis 1 y 5 mg/ml fue similar, se opt6 por elegir
una dosis intermedia entre estos ultimos valores (3 mg/ml). El perfil del ensayo dosis-

repuesta con la dosis de 3 mg/ml se muestra en la figura 6.

8.0
7.5- -= EPg 3 mg/ml
7.0 -+ Placebo
8 6.5 -+ Control
X 6.0-
=)
g> 5.5 P;:0,471
1 5.0 P:0,765
4.5- P; «:1,000
4.0

]
-24 0 24 48 72
Tiempo pre y post-inoculacion (hs)

Figura 6: Perfil del recuento de células somaticas (Log;o células/ml) del ensayo dosis-respuesta
para el EPg (dosis 3 mg/ml) en relacion al periodo de muestreo (hs) (medias £ SEM). No se
observaron diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos evaluados para los
distintos tiempos de analisis (Pt=0,471; P=0,765).

A partir del segundo ensayo dosis-respuesta confirmamos que la dosis del EPg a
utilizar seria de 3 mg/ml, ya que con esta dosis se observo que el RCS se incrementaba
a las 24 hs, aunque no significativamente (P1=0,471), debido tal vez al bajo nimero de
animales utilizado para el ensayo dosis-respuesta. Ademas, este recuento se mantenia a
lo largo del periodo evaluado, mientras que los cuartos con placebo y control mostraron

un lento y débil aumento en el RCS a las 24 hs PI, disminuyendo posteriormente.
4.2. Inspecciones clinicas
Los cuartos mamarios tratados con una dosis de 3 mg/ml del EPg mostraron

solamente una leve inflamacion, detectada por palpacion, durante el periodo

experimental y las temperaturas corporales se mantuvieron dentro de los parametros
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normales para la especie. De los andlisis bacterioldgicos, se encontré que todas las

muestras analizadas resultaron negativas al desarrollo bacteriano.

4.3. Recuento de células somaticas

Los resultados del RCS provenientes de leche obtenida de las inoculaciones con
una dosis de 3 mg/ml del EPg, placebo y control se muestran en la figura 7.

Los valores obtenidos demuestran un incremento significativo en el RCS en los
cuartos tratados con el EPg, en donde a las 24 hs PI se alcanz6 un recuento con un valor
de logj 6.84 = 0.11 células/ml. Un pico en el RCS se observo a las 72 hs PI (log;p 6.92
+ 0.07) para el mismo tratamiento. En cambio, el RCS para los grupos placebo y control
mostr6 un leve incremento a lo largo del periodo de muestreo, alcanzando los mayores
valores a las 72 hs PI. El RCS fue significativamente mayor a las 24, 48 y 72 hs PI en
todos los cuartos con EPg en comparacion con cuartos controles y tratados con placebo
(P1r<0,001; P<0,001). Ademas, se encontrd interaccion significativa para los dos

factores analizados (Tratamiento=T * tiempo=t) (Pr+<0,001) (Anexo III).

8.0-
= EPg
7.54
* —- Placebo
7.0- * * _ =

(7)) — —— Control

O 6.5

(14

o 6.0-

o)

9 55 P;<0,001
5.0 P,<0,001
4.5- P; «<0,001
4.0 T T T

0 24 48 72

Tiempo pre y post-inoculacion (hs)

Figura 7: Perfil del recuento de células somaticas (Logo células/ml) para cada tratamiento en
relacion al periodo de muestreo (medias £ SEM). * Indica diferencias significativas (P<0,05).
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4.4. Inmunohistoquimica sobre muestras de tejido mamario
4.4.1. Proliferacion celular

La proliferacion celular en glandulas mamarias inoculadas con el EPg, placebo y
glandulas controles se evalué mediante la expresion de PCNA nuclear en el estroma y
parénquima mamario. El porcentaje de células inmunomarcadas con PCNA en el

estroma y parénquima de los diferentes grupos estudiados se grafica en la figura 8.

Bl Parénquima
T 1 Estroma

Placebo EPg Control

% de células inmunomarcadas con PCNA
N
1

Figura 8: Porcentaje de células inmunomarcadas con PCNA en parénquima y estroma mamario
de los distintos tratamientos. Las barras representan las medias de los porcentajes de células
inmunomarcadas entre las distintas zonas evaluadas de cuartos tratados con EPg, placebo y
control = SEM.

El porcentaje de células inmunopositivas para PCNA en los tres tratamientos, se
vio levemente aumentado en el parénquima en comparacion al estroma al dia 7 del
secado. Tanto en el parénquima mamario como en el estroma, la proliferacion celular se
mantuvo constante en los tres grupos estudiados, con un leve aumento del indice de
proliferacion en el parénquima en los cuartos tratados con el EPg (figura 9). No se
encontraron diferencias significativas en los porcentajes de proliferacion celular entre
las tres zonas evaluadas (P>0,05). No se obtuvieron diferencias significativas en los
porcentajes de proliferacion celular entre los tres grupos evaluados, tanto en el

parénquima (P=0,810) como en el estroma mamario (P=0,777).
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Figura 9: Inmunomarcacion con PCNA en glandula mamaria bovina a los 7 dias del secado.
Las flechas indican células PCNA intensamente positivas (+++). A: glandula mamaria
inoculada con el EPg; B: glandula mamaria inoculada con placebo; C: glandula mamaria
control.

4.4.2. Inmunidad innata por inmunohistoquimica

4.4.2.1. Cuantificacion de la inmunoexpresion de citoquinas

Para cada citoquina evaluada, se realiz6 el analisis de inmunomarcacion
citoplasmatico con cada anticuerpo a través de la deteccion del cromogeno y se evalud
mediante el analisis de segmentacion de colores. Luego se calcularon los porcentajes del
area inmunopositiva. Diferencias regionales en la distribucion y area de

inmunomarcacion para cada citoquina fueron evaluadas dentro de la glandula mamaria.

4.4.2.1.1. Inmunomarcacion para TNF- a

La expresion de TNF-a en glandula mamaria tratada con el EPg, placebo y
controles se vio localizada en el parénquima y estroma mamario, principalmente en el
citoplasma de las células epiteliales y de conductos excretores. Ademas, se encontraron
células del sistema inmune en estos tejidos, como macréfagos, neutrédfilos, eosinofilos y

linfocitos intraepiteliales, cuyo citoplasma reacciond intensamente con el anticuerpo
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utilizado, al igual que los endotelios y fibras musculares lisas de los vasos sanguineos

(figuras 10, 11 y 12).
. o 5 v 2 v ‘ :-:- -

Figura 10: Inmunomarcacion para TNF-a en glandula mamaria inoculada con el EPg a los 7
dias del secado. Marcacion intensa (3+) del citoplasma de las células epiteliales que tapizan los
alvéolos y conductos mamarios. Marcacion intensa (3+) del citoplasma de macréfagos (flechas)
(A). Mascara de la inmunomarcacion que muestra el resultado de la segmentacion de colores
para la cuantificacion de la THQ (B).
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Figura 11: Inmunomarcacion para TNF- o en glandula mamaria inoculada con placebo a los 7
dias del secado (A). Mascara de la inmunomarcacién que muestra el resultado de la
segmentacion de colores para la cuantificacion de la THQ (B).
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w® T -
Figura 12: Inmunomarcacion para TNF- a en glandula mamaria control a los 7 dias del secado

(A). Mascara de la inmunomarcacion que muestra el resultado de la segmentacion de colores
para la cuantificacion de la THQ (B).

En la figura 13 se grafican los porcentajes de inmunomarcacion para TNF-a en las

distintas zonas de los diferentes tratamientos estudiados.
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Figura 13: Porcentaje de area inmunomarcada para TNF-o en glandula mamaria bovina para
los distintos tratamientos. Las barras representan las medias de los porcentajes de area
inmunomarcada entre las distintas zonas evaluadas de cuartos tratados con EPg, placebo y
control = SEM. Diferentes letras denotan diferencias significativas (P<0,05).

No se encontraron diferencias significativas en los porcentajes de area
inmunomarcada para TNF-a entre las tres zonas evaluadas (P>0,05). Los porcentajes de
area inmunomarcada para TNF-a en el grupo tratado con el EPg, fueron
significativamente mayores (P<0,05) a los hallados en los grupos placebo y control.
Cabe aclarar que entre los grupos placebo y control no se obtuvieron diferencias

significativas en los porcentajes de inmunoexpresion de la citoquina aqui evaluada.

4.4.2.1.2. Inmunomarcacion para IL-1a

La expresion de la IL-1a se observod en los tejidos mamarios de los tres grupos
evaluados y se asocid principalmente a estructuras del parénquima mamario, variando
de débil a intensa. El citoplasma de las células epiteliales alveolares y de los conductos
excretores reacciond intensamente a la inmunomarcacion. Por otra parte, diferentes
células del estroma mamario como macréfagos, leucocitos, fibroblastos y células
endoteliales de los vasos sanguineos también presentaron reaccion positiva. El tejido
conectivo del estroma intralobulillar e interlobulillar resulté negativo a la

inmunomarcacion (figuras 14, 15y 16).
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Figura 14: Inmunomarcacion para IL-1a en tejido de glandula mamaria bovina inoculada con el
EPg a los 7 dias del secado (A). Mascara de la inmunomarcacion que muestra el resultado de la
segmentacion de colores para la cuantificacion de la THQ (B).

69



Resultados

Figura 15: Inmunomarcacion para IL-1a en tejido de glandula mamaria bovina inoculada con
placebo a los 7 dias del secado (A). Mascara de la inmunomarcacion que muestra el resultado de
la segmentacion de colores para la cuantificacion de la THQ (B).
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Figura 16: Inmunomarcacion para IL-1a en tejido de glandula mamaria bovina control a los 7
dias del secado (A). Mascara de la inmunomarcacién que muestra el resultado de la
segmentacion de colores para la cuantificacion de la THQ (B).

En la figura 17 se grafican los porcentajes de inmunomarcacion para IL-1a en las

distintas zonas de los diferentes tratamientos estudiados.
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Figura 17: Porcentaje de area inmunomarcada para IL-1a en glandula mamaria bovina para los
distintos tratamientos. Las barras representan las medias de los porcentajes de area
inmunomarcada entre las distintas zonas evaluadas de cuartos tratados con EPg, placebo y
control = SEM.

El analisis de los porcentajes de area inmunomarcada para las diferentes zonas
evaluadas, no mostré diferencias significativas (P>0,05). Si bien se hallaron valores
similares en los porcentajes de inmunomarcacion para IL-la entre los tres grupos
experimentales evaluados, se encontr6é un leve aumento no significativo (P=0,254) de la
expresion de esta citoquina en el grupo inoculado con el EPg comparado con los grupos

placebo y controles.

4.4.2.1.3. Inmunomarcacion para IL-6

La inmunomarcaciéon de IL-6, al igual que para la IL-1a, se detectd en todos los
cuartos mamarios provenientes de los tres tratamientos evaluados. El citoplasma de las
células epiteliales de los alvéolos mamarios y de los conductos de excrecion se vio
intensamente tefiido con el cromégeno utilizado. Ademas, los macréfagos, neutrofilos,
fibroblastos y células endoteliales de los vasos sanguineos presentaron tincion positiva

(figuras 18, 19y 20).
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Figura 18: Inmunomarcacion para IL-6 en tejido de glandula mamaria bovina inoculada con el
EPg a los 7 dias del secado (A). Mascara de la inmunomarcacion que muestra el resultado de la
segmentacion de colores para la cuantificacion de la THQ (B).
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Figura 19: Inmunomarcacion para IL-6 en tejido de glandula mamaria bovina inoculada con
placebo a los 7 dias del secado (A). Mascara de la inmunomarcacion que muestra el resultado de
la segmentacion de colores para la cuantificacion de la THQ (B).
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Figura 20: Inmunomarcacion para IL-6 en tejido de glandula mamaria bovina control a los 7
dias del secado (A). Mascara de la inmunomarcaciéon que muestra el resultado de la
segmentacion de colores para la cuantificacion de la THQ (B).

La figura 21 muestra los porcentajes de area inmunomarcada para IL-6 en las

distintas zonas de los diferentes tratamientos estudiados.

75



Resultados

12.54

% de area inmunomarcada para IL-6

Placebo EPg Control

Figura 21: Porcentaje de area inmunomarcada para IL-6 en glandula mamaria bovina para los
distintos tratamientos. Las barras representan las medias de los porcentajes de area
inmunomarcada entre las distintas zonas evaluadas de cuartos tratados con EPg, placebo y
control = SEM.

No se encontraron diferencias significativas en los porcentajes de 4area
inmunomarcada para IL-6 entre las tres zonas evaluadas (P>0,05). Si bien, el porcentaje
de area inmunomarcada para IL-6 obtenido en cuartos tratados con el EPg fue
levemente mayor, no se encontraron diferencias significativas entre estos y los cuartos

inoculados con placebo y cuartos controles (P=0,165).

4.4.2.2. Cuantificacion de monocitos-macrofagos mediante la expresion de CD14

Los resultados obtenidos de la cuantificacion (previa identificacion) de monocitos-

macréfagos marcados con anti CD14 en los cuartos mamarios tratados con el EPg,

placebo y controles se encuentra graficados en la figura 22.
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Figura 22: Namero de monocitos-macrofagos por unidad de area (mm”) marcados con CD14
en cuartos mamarios bovinos para los distintos tratamientos. Las barras representan las medias
del nimero de monocitos-macréfagos/mm’® entre las distintas zonas evaluadas de cuartos
tratados con EPg, placebo y control = SEM. Diferentes letras indican diferencias significativas

(P<0,05).

No se encontraron diferencias significativas en la cuantificacion de monocitos-

macrofagos/mm? entre las tres zonas evaluadas. Hubo un incremento en el niimero de

éstas células inmunomarcadas en el grupo tratado con el EPg, respecto de los cuartos

tratados con placebo y control (P<0,05). El nimero de las células positivas fue similar

en los grupos placebo y control (figura 23).
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Figura 23: Inmunomarcacion de monocitos-macrofagos con CD14 en tejido de glandula
mamaria bovina a los 7 dias del secado. Las flechas muestran monocitos-macroéfagos reactivos
al cromogeno utilizado. A: glandula mamaria inoculada con el EPg; B: glandula mamaria
inoculada con placebo; C: glandula mamaria control.
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4.5. Western blot a partir de muestras de leche y tejido mamario provenientes del
ensayo con el EPg

4.5.1. Especificidad de los anticuerpos anti-IL-6 y anti-IL-10 utilizados en IHQ

Mediante inmunoblot se corrobord que los anticuerpos utilizados en la técnica de
inmunohistoquimica detectaron las proteinas correspondientes de manera especifica y
sin reacciones cruzadas, debido a que en las membranas no se encontraron otras bandas

diferentes a las bandas del peso molecular esperado. Los resultados se muestran en la

figura 24.
A IL-1a B
1 2 3
26 kDa
17 kDa

Figura 24: Inmunoblot para identificar la especificidad de anticuerpos para THQ (anti-IL-1a y
anti-IL-6) en glandula mamaria a los 7 dias PI. A) IL-1a -Linea 1: glandula mamaria tratada con
EPg; 2: glandula mamaria tratada con placebo; 3: glandula mamaria control. B) IL-6- Linea 1:
glandula mamaria tratada con EPg; 2: glandula mamaria tratada con placebo; 3: glandula
mamaria control.

4.5.2. Western blot para deteccion de TNF-a a partir de muestras de leche

Mediante western blot se determiné la expresion de la proteina TNF-a en leche
proveniente del ordefio previo a la inoculacion (0 hs) y a diario post-inoculacion (24, 48
y 72 hs) en los cuartos inoculados con el EPg y placebo. En condiciones reductoras se

encontraron bandas de 17 y 26 kDa unicamente en las muestras provenientes de cuartos

79




Resultados

tratados con el EPg. No se encontraron bandas para las muestras tratadas con placebo.
Las 2 bandas observadas son debido a que el TNF-a es sintetizado como un precursor
de 26 kDa que luego es clivado finalmente en una proteina madura de secrecion de 17
kDa. En la figura 25 se representan las bandas obtenidas en los distintos periodos de

muestreo en muestras tratadas con el EPg.

3 4
26 kDa—

2
m—

17 kDa—

Figura 25: Deteccion de TNF-o en muestras de leche provenientes de cuartos inoculados con el
EPg a lo largo del periodo de muestreo por western blot. Lineas 1: 0 hs pre-inoculacion; 2: 24 hs
PI; 3: 48 hs PI; 4: 72 hs PI. A la izquierda se indican los pesos moleculares de las bandas
detectadas.

La cuantificacion de TNF-a se llevé a cabo analizando solamente la DOI
proveniente de las bandas de 17 kDa (proteina de secrecion), ya que se considerd que en
muestras de leche solo seria representativo cuantificar la proteina final de secrecion. Los
resultados obtenidos para esta citoquina mostraron un aumento en los niveles de
expresion de la misma a las 24 hs PI y una posterior reduccion a las 48 hs PI y en
comparacion con todas las muestras tratadas con placebo (P1<0,001; P;<0,001) (figura
26). Ademas, se encontrd interaccion significativa para los dos factores analizados (Pr ¢

<0,001) (Anexo III).
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Figura 26: Analisis representativo de la cuantificacion de TNF-o en muestras de leche a lo
largo del periodo de muestreo. Las barras representan los valores medios de Densidad Optica
Integrada (DOI) en unidades arbitrarias (ua) £ SEM. En los animales tratados con el EPg se
observaron diferencias significativas en los periodos de 24 (*) y 48 hs (#) (P<0,001).

4.5.3. Western blot para deteccion de TNF-a a partir de muestras de tejido mamario

Mediante western blot se determind la expresion de la proteina TNF-a en muestras
de tejido mamario provenientes del los cuartos inoculados con el EPg, placebo y en los
cuartos controles a los 7 dias del secado. En condiciones reductoras se encontraron

bandas de 17 y 26 kDa en los tres grupos evaluados (figura 27).

1 2 3

26 kDa—> IR

17 kDa —>un. SR s

Figura 27: Deteccion de TNF-0 en muestras de tejido mamario obtenidas a los 7 dias del
secado. Lineas 1: de animales control; 2: de animales inoculados con el EPg; 3: de animales
inoculados con placebo. A la izquierda se indican los pesos moleculares de las bandas
detectadas.

La cuantificaciéon de TNF-a se llevo a cabo analizando la DOI proveniente de las
bandas de 26 kDa (proteina de membrana) y 17 kDa (proteina madura, de secrecion).

Las dos bandas obtenidas se evaluaron por separado para cada grupo ensayado. Los
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resultados obtenidos entre los tres grupos arrojaron diferencias significativas en la
banda de 26 kDa en cuartos tratados con el EPg (P<0,05). Para la misma banda, no se
hallaron diferencias entre los grupos inoculados con placebo y control. (P>0,05). Para el
analisis de la banda de 17 kDa, si bien, no se encontraron diferencias significativas entre
los tres grupos evaluados (P=0,163), hubo un aumento en la expresiéon de TNF-a en

tejido mamario de muestras tratadas con EPg (figura 28).
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Figura 28: Analisis representativo de la cuantificacion de TNF-a en tejido mamario en los
distintos grupos estudiados. Las barras representan los valores medios de DOI en unidades
arbitrarias (ua) £ SEM. Diferentes letras indican diferencias significativas (P<0,05).

4.6. Transcripcion reversa (RT) y analisis de la expresion de citoquinas mediante

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final

4.6.1. Deteccion de transcriptos de ARN mensajero de citoquinas en leche provenientes

del ensayo con el EPg

Los transcriptos de ARNm para las citoquinas IL-1a, IL-1pB, IL-8 y TNF-a fueron
detectados en todos los grupos experimentales. En contraste, los transcriptos de ARNm
para los genes de IL-2, IL-4, IL-6 e INF-y no se encontraron en ninguna de las muestras
de leche. Por lo tanto, se realizaron RT-PCR en muestras de ganglio linfatico bovino
para determinar la capacidad de hibridacion de los cebadores (controles positivos),
obteniéndose bandas en el peso molecular que corresponde al peso del transcripto de los
ARNm buscados: IL-2 (248 pb), IL-4 (200 pb), IL-6 (187 pb), INF-y (215 pb) (figura
29).
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El resultado de la secuenciacioén para los productos amplificados de IL-2 denota
que la secuencia correspondiente a la banda de 248 pb tuvo un 99 % de similitud con la
secuencia de la IL-2 de Bos taurus presente en GenBank (Nro. Acceso EU276068.1).
Para IL-4, la secuencia correspondiente a la banda de 200 pb tuvo un 96 % de similitud
con la secuencia de la IL-4 de Bos taurus presente en GenBank (Nro. Acceso
EU276069.1). Para la banda correspondiente a 187 pb (IL-6), los resultados de la
secuenciacion arrojaron un 99 % de similitud con la secuencia de la IL-6 de Bos taurus
presente en GenBank (Nro. Acceso EU276071.1). Por ultimo, la secuencia
correspondiente a la banda de 215 pb tuvo un 98 % de similitud con la secuencia de la
INF-y de Bos taurus presente en (GenBank Nro. Acceso FJ263670.1). Los resultados

obtenidos mediante BLASTn se muestran en el Anexo II.

IL-2 IL-4 IL-6 INF-y

500 pb
400 pb

300 pb
200 pb

Figura 29: Gel de agarosa (2%). Productos de RT-PCR de citoquinas provenientes de muestras
de ganglio linfatico bovino. A la derecha se denotan los pesos moleculares correspondientes al
patron de pares de bases y arriba se muestra la identificacion del gen que corresponde a las
bandas obtenidas.

4.6.2. Andlisis de la cinética para la estandarizacion de cada par de cebadores para las

distintas citoquinas detectadas en leche
Los resultados del analisis de la cinética, con el objetivo de determinar el numero

de ciclos Optimos para cada reaccion de PCR de citoquinas presentes en leche, se

muestran en la figura 30.

83



Resultados

1c  34c 1c  34¢
254
g 2.49 1
~ 3 =
3 295 T 2444
ﬁ 29 g
5 285 E 2394
£ 28 E 234
g 27 2
g 27 8 2291
S 265 B
3 26 3 224
@ 255
g 25 , 219 4
24 36 24 36
Nro. de Ciclos Nro. de Ciclos
5S¢ 28c 31c 34c 25¢ 28¢
25
25
E -
2 g
] S 2
g k]
g 5
Y g 15
= c
o —
] «©
21 -
0 Q
- )
] k-]
T 05 3
g T o5
c 0
8 &
e a
0 o+—4— : : : ‘ ‘
24 24 26 28 30 32 34 36
Nro. de Ciclos Nro. de Ciclos

Figura 30: Optimizacion del nimero de ciclos utilizados en los ensayos de PCR para las
distintas citoquinas a partir de muestras de leche. Cinética para IL-1a, IL-1p, IL-8 y TNF-a.

El niimero de ciclos 6ptimo para cada par de cebadores para la caracterizacion de
las distintas citoquinas encontradas en leche, fue elegido estableciendo la zona de
sintesis exponencial de los amplificados y de linealidad respecto a la carga de ARN
inicial. Para la amplificacion de las citoquinas IL-1a y TNF-a se utilizaron 33 ciclos y

para IL-1P e IL-8 se utilizaron 30 ciclos.

4.6.3. Caracterizacion de la sintesis de citoquinas por PCR

Los amplificados para B-actina (gen normalizador de la PCR, 290 pb) fueron

localizados en todas las muestras de leche estudiadas y con un patréon de expresion
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constante en los dos grupos estudiados, por lo tanto la eleccién de este gen como
normalizador se consideré adecuada (figura 31). La secuencia correspondiente a la
banda de 290 pb tuvo un 100 % de similitud con la secuencia de la B-actina de Bos
taurus presente en GenBank (Nro. Acceso BC142413.1) (Anexo II).

Para evaluar la expresion de citoquinas en células somaticas extraidas de muestras
de leche provenientes de animales inoculados con EPg y placebo durante la involucion
temprana de la glandula mamaria, a lo largo de todo el periodo de muestreo (0, 24, 48 y
72 hs), se realiz6 una semicuantificacion de la DOI para cada banda obtenida con cada
cebador para citoquinas.

Los resultados fueron expresados como la relacion entre la DOI de la senal de los
productos de PCR para cada citoquina detectada y la DOI de la sefial de la expresion

constitutiva de B-actina.

500 pb
400 pb

B-actina 300 pb

200 pb

Figura 31: Gel de agarosa (2%). Productos de amplificados de RT-PCR de p-actina
provenientes de muestras tratadas con el EPg a distintas horas de muestreo. A la derecha se
denotan los pesos moleculares correspondientes al patron de pares de bases y a la izquierda se
muestra la identificacion del gen que corresponde a las bandas obtenidas.

4.6.3.1. Niveles de expresion de IL-1a:

La reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) de los ADNc obtenidos a partir de
muestras de leche tomadas a las 0 hs antes de la inoculacion y a las 24, 48 y 72 hs PI,
usando los cebadores que se describen en la tabla 5, generaron amplificaciones de 291
pb, correspondiente con la longitud esperada del fragmento amplificado de la IL-la

(figura 32). La secuencia correspondiente a la banda de 291, tuvo un 100 % de similitud
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con la secuencia de la IL-la de Bos taurus presente en GenBank (Nro. Acceso

NM_174092.1) (Anexo II).

500 pb
400 pb

IL-1a 300 pb

200 pb

Figura 32: Gel de agarosa (2%). Productos de amplificados de RT-PCR de IL-1a provenientes
de muestras tratadas con el EPg a distintas horas de muestreo. A la derecha se denotan los pesos
moleculares correspondientes al patrén de pares de bases y a la izquierda se muestra la
identificacion del gen que corresponde a las bandas obtenidas.

La expresion de ARNm de la IL-1a se vio incrementada significativamente en las
muestras de leche provenientes de cuartos tratadas con el EPg a la 48 hs PI (P1=0,049;
P=0,001) (figura 33). Ademas, se encontrd interaccion significativa para los dos

factores analizados (P« =0,049) (Anexo III).
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Figura 33: Semicuantificacion del ARNm de IL-1a en células somaticas de leche proveniente
de cuartos mamarios tratados con el EPg y placebo a distintas horas de muestreo. Las barras
representan los valores medios de DOI para IL-1a en relacion a B-actina (ua) = SEM.
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4.6.3.2. Niveles de expresion de IL-1p:

La reaccion de PCR de los ADNc obtenidos a partir de muestras de leche
inoculados con EPg y placebo generaron amplificaciones de 231 pb, correspondiente
con la longitud esperada del fragmento amplificado de la IL-1B (figura 34). La
secuencia correspondiente a la banda de 231, tuvo un 100 % de similitud con la
secuencia de la IL-1PB de Bos taurus presente en GenBank (Nro. Acceso EU276067.1)
(Anexo II).

500 pb
400 pb

300 pb
IL-18
200 pb

Figura 34: Gel de agarosa (2%). Productos de amplificados de RT-PCR de IL-1f provenientes
de muestras tratadas con el EPg a distintas horas de muestreo. A la derecha se denotan los pesos
moleculares correspondientes al patron de pares de bases y a la izquierda se muestra la
identificacion del gen que corresponde a las bandas obtenidas.

Los resultados expresados como la relacion DOI de IL-1B y B-actina mostraron un
aumento significativo en los niveles de ARNm de las muestras de cuartos inoculados
con EPg a las 48 hs PI (Pt=0,040; P=0,038), en relacion a los inoculados con placebo.
Si bien, a las 72 hs PI no se encontraron diferencias en los niveles de ARNm en esta
citoquina entre los dos grupos analizados, se evidenci6 una tendencia en aumento en su
expresion a este tiempo de muestreo en las secreciones de leche de cuartos tratados con
el EPg (figura 35). Ademas, se encontrd interaccion significativa para los dos factores

analizados (Pt +=0,015) (Anexo III).
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Figura 35: Semicuantificacion del ARNm de IL-1f en células somaticas de leche proveniente
de cuartos mamarios tratados con el EPg y placebo a distintas horas de muestreo. Las barras
representan los valores medios de DOI para IL-1p en relacion a B-actina (ua) = SEM.

4.6.3.3. Niveles de expresion de IL-8:

Como productos de las PCRs realizadas para determinar la expresion de IL-8 en
muestras de leche se obtuvieron bandas de 260 pb, correspondiente con la longitud
esperada del fragmento amplificado de la IL-8 (figura 36). La secuencia correspondiente
a la banda de 260, tuvo un 100 % de similitud con la secuencia de la IL-8 de Bos taurus

presente en GenBank (Nro. Acceso EU276073.1) (Anexo II).

0 24 48 72

500 pb
400 pb

300 pb
200 pb

IL-8

Figura 36: Gel de agarosa (2%). Productos de amplificados de RT-PCR de IL-8 provenientes
de muestras tratadas con el EPg a diferentes horas de muestreo. A la derecha se denotan los
pesos moleculares correspondientes al patrén de pares de bases y a la izquierda se muestra la
identificacion del gen que corresponde a las bandas obtenidas.

88



Resultados

Si bien, los niveles de ARNm obtenidos para IL-8 que arrojo la semicuantificacion,
no mostraron diferencias significativas en ninguno de los periodos de muestreo entre las
muestras de leche de cuartos mamarios de animales inoculados con el EPg y con
placebo, hubo una tendencia al aumento en cuartos tratados con EPg a las 24 y 48 hs PI

en relacion a cuartos tratados con placebo (P1=0,675; P=0,349) (figura 37).
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Figura 37: Semicuantificacion del ARNm de IL-8 en células somaticas de leche proveniente de
cuartos mamarios tratados con el EPg y placebo a distintas horas de muestreo. Las barras
representan los valores medios de DOI para IL-8 en relacion a B-actina (ua) + SEM.

4.6.3.4. Niveles de expresion de TNF-o.:

Como productos de las PCRs realizadas para determinar la expresion de TNF-a en
muestras de leche se obtuvieron bandas de 315 pb, correspondiente con la longitud
esperada del fragmento amplificado de TNF-a (figura 38). La secuencia correspondiente
a la banda de 315, tuvo un 100 % de similitud con la secuencia de la TNF-o de Bos

taurus presente en GenBank (Nro. Acceso EU276079.1) (Anexo II).
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TNF-a
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Figura 38: Gel de agarosa

(2%). Productos de amplificados de RT-PCR de TNF-a provenientes

de muestras tratadas con el EPg a diferentes horas de muestreo. A la derecha se denotan los
pesos moleculares correspondientes al patron de pares de bases y a la izquierda se muestra la
identificacion del gen que corresponde a las bandas obtenidas.

Los resultados de la semicuantificacion obtenidos determinan que la expresion del

ARNm de TNF-a se vio incrementada significativamente a la 48 hs PI en las muestras

de leche provenientes de cuartos mamarios tratadas con el EPg (P+=0,009) figura 39.

Ademéds, se encontrd interaccion significativa para los dos factores analizados (Pr = ¢

=0,006) (Anexo III).
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Figura 39: Semicuantificacion del ARNm de TNF-a en células somaticas de leche proveniente
de cuartos mamarios tratados con el EPg y placebo a distintas horas de muestreo. Las barras
representan los valores medios de DOI para TNF-a en relacion a f-actina (ua) £ SEM.
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4.7. Método directo de conteo de células somaticas de leche como alternativa a la
citometria de flujo

4.7.1. Cuantificacion de células somaticas por IHQ en extendidos de leche - Método

directo

Los resultados obtenidos de la cuantificacion (previa identificacién) de las tres
categorias celulares presentes en los extendidos de leche: células epiteliales (AEI1-
AE3+), leucocitos polimorfonucleares (LPMN) (neutréfilos, eosindfilos y basofilos) y

leucocitos monocucleares (linfocitos y monocitos), se representan en la tabla 7.

Tabla 7: Porcentajes de células inmunomarcadas y coloreadas con coloracion de contraste en
extendidos de leche. Valores absolutos/ml hallados en relacion al RCS. (A) Valores obtenidos
de células epiteliales inmunomarcadas. (B) Valores obtenidos de LPMN. (C) Valores obtenidos
de leucocitos mononucleares.

A RCS (células/ml) % AE1-AE3 (+) Células Epiteliales/mi

5000 38.30 1915
51000 29.10 14841
62000 12.57 7796
96000 4.19 4020
3710000 0.93 34417
4835000 0.48 22968
B RCS (células/ml) % LPMN LPMN/mlI
5000 48.94 2447
51000 60.85 31032
62000 73.95 45850
96000 78.81 75655
3710000 95.77 3553088
4835000 96.76 4678544
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C RCS (células/ml)

%o Leucocitos

mononucleares

Leucocitos

mononucleares/ml

5000
51000
62000
96000

3710000
4835000

12.77
10.05
13.47
17.01
3.30
2.76

638
5127
8353
16325
122495
133487

El citoplasma de las células epiteliales reacciond intensamente con el anticuerpo

utilizado, mientras que lo demas tipos celulares se tifieron con la coloracion de contraste

realizada. Claramente se observa que al aumentar el RCS aumenta proporcionalmente el

porcentaje de LPMN, mientras que los porcentajes de células AE1-AE3+ y leucocitos

mononucleares disminuyen a medida que el RCS aumenta. En la figura 40, se

representan imagenes tomadas de la THQ en extendidos en tres diferentes RCS

evaluados.

Figura 40: Inmunomarcacion para AE1-AE3 en extendidos de leche con diferentes RCS.
Células epiteliales con reaccion positiva al anticuerpo utilizado (flechas). (A) RCS: 5000
células/ml; (B) RCS: 62000 células/ml; (C) RCS: 3710000 células/ml.
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4.7.2. Cuantificacion de células por Citometria de Flujo

4.7.2.1. Cuantificacion de monocitos-macrofagos mediante la determinacion del

antigeno de superficie CD14

En la figura 41 se representan los graficos de densidad para las distintas muestras
de leche con diferente RCS. Se definié a la region R2 como la region positiva para
CD14. Ademas, se muestran los histogramas representativos del porcentaje de células

CD14+ en funcion al nimero de eventos evaluados (region M1).
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Figura 41: Graficos de densidad (izquierda) e histogramas (derecha) que muestran el porcentaje
de células positivas para CD14 (region R2 en graficos de densidad y M1 en histogramas), para
cada muestra ensayada.
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La tabla 8 resume los porcentajes de células positivas para CD14 y los valores
absolutos de células CD14+/ml evaluadas por CF. Se observdé que al aumentar el
nimero de células provenientes del RCS también aumentd el porcentaje de células
CD14+ (monocitos-macrdfagos) identificados por CF. Cuando el RCS alcanzo6 valores

mayores a 1.000.000 de células/ml el porcentaje de células CD14+ disminuyo.

Tabla 8: Porcentajes de células positivas (monocitos-macrofagos) y valores absolutos/ml
hallados en relacion al RCS por CF en muestras de leche para el antigeno de superficie

(CD14+).

RCS (células/ml) % CD14 (+) Células CD14 (+) /ml
5000 1,6 80
51000 8.8 4488
62000 14,3 8866
96000 19,6 18528
3710000 3,6 133560
4835000 6,5 314275

4.7.2.2. Cuantificacion de células epiteliales mediante la determinacion de antigenos

intracelulares (citoqueratinas)

En la figura 42 se representa los graficos de densidad para las distintas muestras
con diferentes RCS. Se defini6 a la region R2 como la region positiva para AE1-AE3.
Ademas, se muestran los histogramas representativos del porcentaje de células AE1-

AE3+ en funcion al nimero de eventos evaluados (region M1).
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Figura 42: Graficos de densidad (izquierda) e histogramas (derecha) que muestran el porcentaje
de células positivas para AEI-AE3 (region R2 en graficos de densidad y M1 en histogramas),
para cada muestra ensayada.

La tabla 9 resume los porcentajes de células positivas para AE1-AE3 y los valores
absolutos de células AE1-AE3+/ml evaluadas por CF. Se observa que el % de células

epiteliales marcadas por CF es inversamente proporcional al RCS.
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Tabla 9: Porcentajes de células positivas y valores absolutos/ml hallados en relacion al RCS
por CF en muestras de leche para el antigeno intracelular estudiado (AE1-AE3+).

RCS (células/ml) % AE1-AE3 (+) Células AE1-AE3 (+) /ml
5000 81,1 4055
51000 75,2 38352
62000 41,5 25730
96000 14,9 14304
3710000 6,4 237440
4835000 5,1 246585

4.7.3. Resultados de correlaciones entre las poblaciones celulares halladas por THQ en

extendidos y CF

4.7.3.1. Células AEI-AE3+ (IHQ) vs. Células AEI-AE3+ (CF)

La correlacion realizada, con el objetivo de determinar si las dos variables
analizadas (conteo de células AE1-AE3+ mediante IHQ y CF) estdn relacionadas 6 si
existe una relacion lineal entre ellas, fue significativa (P<0,01). Se obtuvo un
coeficiente de correlacion de Pearson cercano a 1 (1=0,985) definiendo que para este
tipo celular estudiado existe una relacion lineal positiva entre los dos métodos

evaluados (figura 43).
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Figura 43: Dispersion que representa la correlacion hallada entre el porcentaje de células AE1-
AE3+ (IHQ) vs. el porcentaje de células AE1-AE3+ (CF) (r = 0,985; P<0,01).
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4.7.3.2. LPMN (IHQ) vs. Células CD14+ (CF)

La correlacion evaluada entre el conteo celular directo de LPMN por IHQ y células
CDI14+ por CF no fue significativa (P=0,852), obteniéndose un coeficiente de
correlacion cercano a 0 (r=0,099). No existe relacion lineal entre ambas técnicas

empleadas para estos tipos celulares analizados (figura 44).
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Figura 44: Dispersion que representa la correlacion hallada entre el porcentaje de LPMN (IHQ)
vs. el porcentaje de células CD14+ (CF) (r = 0,099; P=0,852).

4.7.3.3. LPMN y leucocitos mononucleares (IHQ) vs. Células CD14+ (CF)

La correlacion evaluada entre el conteo celular por el método directo de LPMN y
leucocitos mononucleares por IHQ y células CD14+ por CF no fue significativa
(P=0,496) con un coeficiente de correlacion cercano al 0 (r=0,351). No existe relacion

lineal entre ambas técnicas empleadas para estos tipos celulares analizados (figura 45).
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Figura 45: Dispersion que representa la correlacion hallada entre el porcentaje de LPMN y
leucocitos mononucleares (IHQ) vs. el porcentaje de células CD14+ (CF) (r = 0,351; P=0,496).
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4.7.3.4 Leucocitos mononucleares (IHQ) vs. Células CD14+ (CF)

La correlacion realizada entre el conteo por el método directo de leucocitos
mononucleares por IHQ y células CD14+ por CF no fue significativa (P=0,167),
obteniéndose el siguiente coeficiente de correlacion r=0,644. La correlacion hallada
para estos tipos celulares cuyo recuento se realizO mediante ambas técnicas no

representa una relacion lineal (figura 46).
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Figura 46: Dispersion que representa la correlacion hallada entre el porcentaje de leucocitos
mononucleares (IHQ) vs. el porcentaje de células CD14+ (CF) (r = 0,644; P=0,167).

4.7.4. Analisis de correlacion entre ambas técnicas sin considerar las muestras con

elevado RCS

Debido a que la falta de correlacion en los puntos 4.7.3.2.; 4.7.3.3. y 4.7.3.4.
puede ser debida a los valores de RCS elevados, se realizaron nuevas correlaciones sin

considerar datos de RCS >200.000 células/ml.

4.7.4.1. LPMN (IHQ) vs. Células CD14+ (CF)

La correlacion realizada para el conteo de LPMN por IHQ y células CD14+ por CF
fue significativa (P<0,01) obteniéndose un valor de coeficiente de correlacion de
Pearson obtenido cercano a 1 (r=0,986). La correlacion obtenida para estos tipos
celulares estudiados indica una relacion lineal positiva entre los dos métodos aqui

evaluados (figura 47).
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Figura 47: Dispersion que representa la correlacion hallada entre el porcentaje de LPMN (IHQ)

vs. el porcentaje de células CD14

4.7.4.2. LPMN y leucocitos mononucleares (IHQ) vs. Células CD14+ (CF)

+ (CF) (r = 0,986; P<0,01)

La correlacion realizada para el conteo de LPMN y leucocitos mononucleares por

IHQ y células CD14+ por CF fue significativa (P<0,01), obteniéndose un coeficiente de

correlacion cercano a 1 (r=0,992). La correlacion obtenida para estos tipos celulares

estudiados indica una relacion lineal positiva entre los dos métodos aqui evaluados.

(figura 48).
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Figura 48: Dispersion que representa la correlacion hallada entre el porcentaje de LPMN vy
leucocitos mononucleares (IHQ) vs. el porcentaje de células CD14+ (CF) (r = 0,992; P<0,01).
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4.7.4.3. Leucocitos mononucleares (IHQ) vs. Células CD14+ (CF)

La correlacion realizada para el conteo de leucocitos mononucleares mediante [HQ
y células CD14+ (CF) no fue significativa (P=0,334), obteniéndose el siguiente
coeficiente de correlacion r=0,666. La correlacion hallada para estos tipos celulares

cuyo conteo se realizé mediante ambas técnicas no representa una relacion lineal (figura
49).
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Figura 49: Dispersion que representa la correlacion hallada entre el porcentaje de leucocitos
mononucleares (IHQ) vs. el porcentaje de células CD14+ (CF) (r = 0,666; P=0,334).
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