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5.1. Ensayo dosis – respuesta  

 

Los ensayos microbiológicos y el RCS en leche son los métodos más sensibles para 

medir si el animal presenta infección e inflamación mamaria, respectivamente. El RCS 

representa una herramienta analítica rápida y segura, y sus resultados permiten hacer 

inferencia al estado inmunológico en que se encuentre el animal (O’Brien y col., 1999; 

Leitner, y col., 2000). En este trabajo, la dosis del EPg utilizada (3 mg/ml) se mostró 

segura para los animales, causando solamente una inflamación leve en los cuartos 

mamarios inoculados. Esta dosis seleccionada, no sólo produjo un pico elevado en el 

RCS, sino que también se mantuvo a lo largo del periodo de muestreo. Cabe destacar, 

que en todos los grupos ensayados con las distintas dosis de EPg, el patrón de aumento 

en el RCS fue similar, siendo la dosis elegida, la de mayor recuento a las 24 hs PI. Este 

elevado RCS puede ser debido al reclutamiento acelerado de LPMN en la glándula 

mamaria luego de la inoculación con el EPg. El flujo masivo de células en este tiempo 

de evaluación, seguido de una declinación a lo largo del periodo de muestreo, simularía 

las mismas variaciones encontradas en el RCS frente a una infección bacteriana 

experimental por E. coli (Lee y col., 2006), en donde luego de la inoculación 

intramamaria de una solución conteniendo dicha cepa (40 unidades formadoras de 

colonias-UFC), en cuartos mamarios sanos, generó un aflujo de células somáticas 

(principalmente neutrófilos) a las 24 hs PI, y con un descenso leve en el RCS a partir de 

este periodo y hasta las 72 hs PI. Estos resultados, además, concuerdan con los 

obtenidos en estudios realizados por Dallard y col. (2009), en donde se inoculó en 

forma intramamaria un LPS bacteriano (proveniente de la cepa LN02 de E. coli), al 

momento del secado. Este producto causó un pronunciado incremento en el RCS a las 

48 hs PI en cuartos mamarios libres de infección, seguido por una disminución lenta a 

lo largo del periodo de muestreo.  

El ácido lipoteicoico (LTA) es considerado uno de los PAMPs localizado en la 

pared celular bacteriana de S. aureus. El LTA ha demostrado ser un potente estimulador 

de la síntesis y secreción de citoquinas y del reclutamiento de neutrófilos a la glándula 

mamaria (Poutrel y col., 1983; Morath y col., 2001). 

En estudios realizados por Rainard y col. (2008), se encontró que luego de 

infusiones intramamarias con soluciones de LTA (dosis de 10 µg/0,5 ml de medio de 

cultivo RPMI y 100 µg/0,5 ml RPMI) en cuartos mamarios libres de IIM, se produjo un 
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aumento pronunciado en el RCS a las 16 hs PI de LTA (dosis 10 μg) y a las 12 horas PI 

de LTA (dosis de 100 μg), y posteriormente un marcado descenso a partir de las 24 hs 

PI para ambas dosis utilizadas. Estos resultados, sugieren un patrón similar al obtenido 

en el presente trabajo en el perfil del RCS. La variación de los resultados obtenidos en 

las horas analizadas puede ser debida a las propiedades del compuesto utilizado como 

MRB.  

 

5.2. Efecto del EPg sobre la proliferación celular en el periodo de involución 

 

Una adecuada regresión, proliferación y diferenciación del epitelio mamario 

secretor durante el periodo no lactante en rumiantes, es esencial para una máxima 

producción de leche en la lactancia siguiente (Oliver y Sordillo, 1989). La etapa 

temprana de la involución se caracteriza por el colapso de los alvéolos, incluyendo la 

muerte de las células alveolares secretoras (apoptosis celular) y la remoción de los 

residuos de leche (Monks y col., 2002).  

Para corroborar que el tratamiento con el EPg no influenciara la regresión normal 

del tejido mamario se determinó la proliferación celular con PCNA. En todos los 

cuartos mamarios, tanto los tratados con el EPg como con placebo y cuartos controles, 

no se obtuvieron diferencias en los porcentajes de marcación, lo que indicó claramente 

que el tratamiento con EPg no causó modificaciones a nivel del índice de proliferación 

celular. Además, no se encontraron diferencias en las dos porciones del tejido mamario 

evaluadas (estroma y parénquima) para todos los grupos estudiados. 

Cabe destacar que, como complemento a este trabajo, las muestras de tejido 

mamario fueron inmunomarcadas con Ki-67, una proteína nuclear que se expresa 

durante las fases G1, S, G2 y M del ciclo celular y se relaciona directamente con la 

actividad proliferativa en diferentes tejidos. En las muestras analizadas, se observó que 

no hubo diferencias en el porcentaje de proliferación celular tanto para los cuartos 

tratados con el EPg como para los controles, así como tampoco se encontraron 

diferencias entre las dos porciones de la glándula mamaria evaluadas (Dallard y col., 

2011.   
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5.3. Efecto del EPg sobre la inmunidad innata en el periodo de involución 

 

La moderada efectividad de los tratamientos antibióticos para eliminar ó prevenir 

IIM por patógenos, señala la necesidad de generar terapias alternativas (Zhen y col., 

2009). Los mecanismos de defensa del sistema inmune pueden ser mejorados de dos 

maneras: por vacunación ó por el uso de MRB. Este último enfoque, implica el uso de 

sustancias biológicas ó químicas que pueden modificar la respuesta no específica del 

hospedador frente a patógenos (Castrucci y col., 1996). 

La producción y liberación de citoquinas, es central para la regulación del sistema 

inmune innato y adaptativo. Células presentes en el sitio de infección, como 

macrófagos, células NK, fibroblastos, células epiteliales y células endoteliales, son 

capaces de producir citoquinas en respuesta a la infección. Estas citoquinas son 

conocidas como “citoquinas tempranas” y dentro de esta clasificación se incluyen a la 

IL-1, IFN-γ, IL-6, TNF-α, factor estimulante de colonias (G-CSF), e IL-8 (Kelso, 1989; 

Oppenheim y col., 1991).  

 

5.3.1. Expresión de TNF-α 

 

EL TNF-α es una de las “citoquinas tempranas” secretadas por células inmuno-

competentes frente a un estímulo microbiano (Chou y col., 2009). Esta citoquina ha sido 

detectada y monitoreada tanto en glándula mamaria bovina sana como infectada 

(Alluwaimi, 2004). Numerosos estudios han encontrado niveles elevados de TNF-α 

durante toda la lactancia, involución y en el periparto, excepto en un periodo corto antes 

del parto, cuando este disminuye a niveles indetectables. Elevados niveles de TNF-α 

podrían estar relacionados con el mantenimiento y regulación de las funciones 

inmunológicas de las células y factores involucrados en los cambios fisiológicos de la 

glándula mamaria (Rewinski y Yan 1994; Sordillo y col., 1991; 1997). 

Para estudiar este factor importante de la inmunidad innata en glándula mamaria y 

sus secreciones, en el presente trabajo, se aplicaron técnicas de inmunohistoquímica y 

de biología molecular que permitieron evaluar la síntesis, expresión y secreción de 

TNF-α. 

La localización específica de la proteína en tejido mamario mediante 

inmunohistoquímica se vio asociada al parénquima y estroma mamario. El citoplasma 
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de macrófagos, neutrófilos, eosinófilos y linfocitos intraepiteliales reaccionó 

intensamente a la inmunomarcación con TNF-α al igual que los endotelios y fibras 

musculares lisas de los vasos sanguíneos. Se observó marcación intensa del citoplasma 

de las células epiteliales alveolares y de conductos excretores de la glándula mamaria. 

Estos resultados concuerdan con lo encontrado por otros autores en glándulas mamarias 

bovinas inoculadas con MRB conteniendo LPS bacteriano, tanto libres de infección 

como infectadas (Dallard y col., 2009). Además, Basolo y col. (1993), observaron la 

expresión de TNF-α en células epiteliales mamarias humanas in vitro; mientras, Miles y 

col. (1994), localizaron a esta citoquina y a su receptor (RTNF-α) en el estroma 

mamario humano. Estos y otros hallazgos obtenidos en diferentes animales (Ip y col, 

1992), muestran que esta citoquina no solo se expresa en la glándula mamaria bovina, 

sino también en glándula mamaria de otras especies.  

El TNF-α fue primeramente identificado como regulador potencial de la 

proliferación y diferenciación celular (Ip y col., 1992). El efecto de esta proteína sobre 

la proliferación celular en células mamarias de ratas fue evaluada in vitro, bajo 

condiciones de cultivo óptimas. Como resultado principal de ese estudio, se determinó 

que cuando las células fueron estimuladas con TNF-α en una concentración de 10 U/ml, 

se obtenían diferencias significativas en el índice de proliferación celular a los 14 y 21 

días de cultivo (Ip y col., 1992). Cabe remarcar, que en el presente estudio, si bien se 

encontraron diferencias significativas en la expresión de TNF-α en los cuartos tratados 

con el EPg, comparados con los cuartos con placebo y controles, no se detectaron 

diferencias en el índice de proliferación celular entre los grupos experimentales 

evaluados. Se puede inferir que al día 7 de la involución, los niveles de TNF-α no 

fueron lo suficientemente elevados como para generar una diferencia significativa en el 

índice de proliferación celular. Además, no es posible establecer comparaciones más 

profundas entre ambos estudios, debido no solamente a las diferencias entre especies 

sino también a las condiciones in vitro e in vivo empleadas en cada caso. 

En el presente estudio, la inoculación intramamaria de una dosis de 3 mg/ml de un 

extracto de P. ginseng, en cuartos mamarios libres de IIM, produjo un aumento 

significativo en la inmunomarcación para TNF-α al día 7 de involución comparado a 

cuartos inoculados con placebo y controles, indicando la persistencia en su síntesis. Por 

otra parte, este aumento en la marcación de TNF-α en cuartos mamarios tratados con 

EPg, coincide con un número significativamente mayor de monocitos-macrófagos, 
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determinado por la expresión de CD14, al día 7 del secado. Estos resultados, 

considerados en conjunto, muestran que el compuesto utilizado en este estudio como 

posible MRB posee la capacidad de inducir la expresión de citoquinas proinflamatorias 

y provocar el aflujo de monocitos-macrófagos en cuartos mamarios libres de IIM sin 

causar efectos adversos en el animal. 

La prontitud con que el TNF-α se libera es debido a la acumulación de su 

precursor, una proteína de 26 kDa (pro-TNF-α), que se encuentra en la membrana 

plasmática de las células inmunocompetentes, y su clivage, por medio de una enzima de 

membrana (TACE) obteniéndose como producto final una proteína soluble de 17 kDa 

(Solomon y col., 1999; Murray y col., 2005). La liberación de la proteína final de 17 

kDa es rápida y temprana en respuesta a cambios en el medio ambiente ó a estímulos 

endógenos. En el presente trabajo, la inmunomarcación de las membranas de 

nitrocelulosa obtenidas por western blot en secreciones mamarias durante el muestreo  

fue coincidente con un estudio previo (Chou y col., 2009). Estos autores evaluaron 

mediante western blot los niveles relativos de TNF-α encontrados en secreciones 

mamarias de bovinos en lactancia, al último día del ordeño (semana 0) y las semanas 1, 

2 y 3 del secado. Los resultados indicaron que el anticuerpo utilizado detectaba dos 

bandas en las zonas correspondientes a los 26 kDa (pro-TNF-α) y a los 17 kDa 

solamente en secreciones mamarias en el periodo de secado. Estos resultados coinciden 

con lo hallado en el presente trabajo para los cuartos inoculados con el EPg, ya que al 

día 0 de la toma de muestra, no se detectó la proteína, mientras que a las 24 hs y 48 hs 

PI, se hallaron las dos bandas (26 y 17 kDa). Si bien solamente se realizó la 

cuantificación de la expresión de la proteína TNF-α de secreción (17 kDa) en leche, 

cabe destacar que se detectaron bandas correspondientes a dicho peso molecular 

únicamente en aquellos cuartos mamarios inoculados con el EPg, no así en cuartos 

inoculados con placebo, con un aumento significativo en los niveles de expresión a las 

24 y 48 hs PI y una tendencia a la disminución hasta las 72 hs PI para los cuartos 

tratados con el EPg. 

En cuanto a la cuantificación del TNF-α por western blot en muestras de tejido 

mamario, las dos formas de la proteína, pro-TNF-α de 26 kDa y la proteína final de 

secreción (17 kDa) se encontraron presentes tanto en los cuartos tratados con el EPg 

como en cuartos inoculados con placebo y controles. Sin embargo, la inmunomarcación 

de las membranas de nitrocelulosa arrojó diferencias significativas en la proteína de 26 
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kDa para los cuartos inoculados con el EPg comparado a los cuartos con placebo y 

controles, no así para la proteína de secreción de 17 kDa. Por lo tanto se podría afirmar 

que estos resultados son coincidentes a los hallados por IHQ, donde se encontró mayor 

expresión de TNF-α en cuartos inoculados con el EPg los 7 días de involución, y que 

esta marcación estuvo ligada en mayor medida a la proteína anclada a la membrana de 

26 kDa (pro-TNF-α) y en menor medida a la proteína de secreción (17 kDa). Aunque la 

expresión y síntesis de TNF-α ha sido extensivamente investigada in vitro, pocos 

estudios se han focalizado en caracterizar la expresión de esta citoquina en tejidos 

(Girolamo y col., 1997). Si bien, no existen antecedentes previos de cuantificación de 

las diferentes formas de TNF-α en tejido mamario bovino mediante western blot, ambas 

formas de la proteína TNF-α (proteína de secreción de 17 kDa y proteína de membrana 

de 26 kDa) observadas en el presente trabajo, fueron descriptas en otras especies como 

en ratones (Jaskoll y col., 1994), ratas (Borst, y col., 2004) y en ovejas (Daniel y col., 

2003).  

 

5.3.2. Expresión de IL-1α 

 

La interleuquina 1 es crucial en el proceso inflamatorio causado por endotoxinas e 

infecciones naturales o experimentales originadas por organismos coliformes en la 

glándula mamaria bovina o en células epiteliales bovinas in vitro (Okada y col., 1997; 

Shuster y col., 1996, 1997; Persson Waller y col., 2003). Esta citoquina inflamatoria, al 

igual que TNF-α e INF-γ, puede mejorar la actividad fagocítica y bactericida de los 

neutrófilos (Sample y Czuprynski, 1991; Sordillo y Babiuk, 1991). Análisis de 

alineamiento entre la secuencia aminoacídica de la IL-1α bovina con la IL-1α humana, 

murina, y cunícula, indican un alto nivel de homología, encontrándose entre ellas un 73 

%, 62 % y 71 %, respectivamente (Alluwaimi, 2004).  

Una gran variedad de células han sido identificadas como fuente de IL-1, 

incluyendo a monocitos, macrófagos, células dendríticas, linfocitos, células epiteliales, 

células endoteliales y fibroblastos (Barksby y col., 2007). Agace y col. (1993) 

encontraron mediante inmunoflorescencia, que la marcación con el anticuerpo anti-IL-1 

se localizaba en el citoplasma de células epiteliales y monocitos sanguíneos humanos en 

cultivo cuando fueron estimuladas con la cepa Hu734 de E. coli. Estos hallazgos, 

concuerdan con los obtenidos en el presente trabajo, ya que como resultado del análisis 
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inmunohistoquímico para IL-1 α, se encontró que esta proteína se localizaba en el 

citoplasma de las células epiteliales alveolares y de los conductos excretores, 

reaccionando intensamente a la inmunomarcación los cuartos mamarios tratados con 

EPg, placebo y controles. Si bien, no se obtuvieron diferencias significativas en la 

inmunoexpresión de IL-1α entre los diferentes tratamientos evaluados, se observó una 

tendencia en aumento en aquellos cuartos tratados con el EPg a los 7 días del secado. 

Estos resultados, además, concuerdan con los resultados obtenidos por Kumar y col. 

(1996), donde se determinó que las células epiteliales alveolares provenientes de otra 

especie pueden expresar y secretar citoquinas luego de una estimulación. Estos autores 

encontraron que mediante estudios de RT-PCR semicuantitativa y western blot, luego 

de estimular con TGF-β a células epiteliales alveolares de rata en cultivo, se inducía la 

expresión de los ARNm y síntesis proteica de las citoquinas IL-1α e IL-8.   

Aunque la IL-1α usualmente no es secretada, ya que generalmente permanece 

localizada intracelularmente (Bannerman, 2009), esta puede ser liberada por células 

lesionadas ó muertas (Dinarello, 1996). Este leve aumento en la inmunoexpresión de 

IL-1α encontrado en los cuartos mamarios del presente trabajo puede estar relacionado 

al aumento de la apoptosis en células mamarias, ya que en un estudio complementario al 

presente, se observó un incremento de la misma en cuartos inoculados con extractos de 

P. ginseng (Dallard y col., 2011). Además, se ha descripto que la secreción de IL-1α 

está ligada a células endoteliales humanas (Miossec y col., 1986), lo cual coincide con 

lo hallado en el presente trabajo, ya que la inmunoexpresión no sólo se vio vinculada al 

parénquima mamario, sino que también se expresó en diferentes células del estroma 

mamario como macrófagos, fibroblastos y células endoteliales de los vasos sanguíneos. 

Por otra parte, en infecciones mamarias por E. coli en bovinos, Riollet y col. 

(2000), encontraron una elevada expresión en los niveles de IL-1, asociada al aflujo 

elevado de LPMN en el sitio de inflamación. Esto postularía que la IL-1 está 

directamente relacionada con la quimiotaxis de neutrófilos en infecciones por E. coli 

(Shuster y col., 1997). En este trabajo, se obtuvo un mayor RCS en los cuartos tratados 

con el EPg, y una inmunoexpresión de IL-1α no significativa comparada a cuartos 

inoculados con placebo y cuartos controles, lo que se podría inferir que en los cuartos 

inoculados con el EPg el reclutamiento en gran cantidad de LPMN en la glándula 

mamaria no se vio asociada a la expresión de IL-1α en el tejido.  
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5.3.3. Expresión de IL-6 

 

La interleuquina 6 es una citoquina pleiotrópica, con propiedades pro y 

antiinflamatorias (Bannerman, 2009). Esta citoquina es expresada por una variedad de 

células, incluyendo linfocitos, monocitos, macrófagos, células endoteliales y 

fibroblastos humanos, y su expresión es inducida por bacterias y virus, así como por 

otras citoquinas (Biffl y col., 1996; van der Poll y van Deventer, 1998). En el presente 

estudio, la localización específica de IL-6 se asoció al citoplasma de las células 

epiteliales de los alvéolos mamarios y de los conductos excretores, donde se observó 

tinción intensa con el cromógeno utilizado. Además, los macrófagos, fibroblastos y 

células endoteliales de los vasos sanguíneos presentaron tinción positiva. Los 

porcentajes de inmunomarcación fueron mayores (aunque no significativos) en los 

cuartos mamarios inoculados con el EPg, comparado con los cuartos inoculados con 

placebo y los controles sin inoculación. 

Se ha demostrado que la IL-1 estimula la producción de otras citoquinas 

secundarias que amplifican la inflamación, como la IL-6 e IL-8 (Cork y Duff, 1994). En 

el presente trabajo, los niveles de inmunomarcación de IL-1α generados por el EPg 

utilizado, no difirieron con los cuartos con placebo y controles. Podría especularse que 

estos niveles medios de IL-1α no provocaron una estimulación elevada de la síntesis de 

IL-6 en los cuartos inoculados con el inmunomodulador, manteniéndose a niveles 

moderados e iguales que cuando los cuartos fueron inoculados con placebo ó libres de 

inoculación. 

La IL-6 representa un importante componente de la primera línea de defensa del 

organismo, actuando en contra de infecciones ó daño tisular (Akira y col., 1993; Nicola 

y col., 1994). Estudios in vivo, donde utilizaron ratones knockout (carentes de genes 

mediante modificación génica), demostraron que cuando los ratones deficientes en IL-6 

se desarrollaban normalmente, tenían deterioro en la respuesta inmune y en la síntesis 

de proteínas de fase aguda (Fattori y col., 1994; Kopf y col., 1994). Se ha postulado que 

la IL-6 facilita la transición del proceso inflamatorio estimulando el recambio de 

neutrófilos por monocitos, además de IL-8 y la proteína quimiotáctica de monocitos 

(MCP-1). Este proceso es esencial para una adecuada respuesta inmune y para disminuir 

los efectos nocivos que pueda generar la permanencia de los neutrófilos en el sitio de 

inflamación (Kaplanski y col., 2003). En el presente estudio, el recambio celular 
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(neutrófilos por macrófagos) fue evaluado mediante la inmunoexpresión de CD14 y los 

resultados arrojan valores significativos en los cuartos tratados con el EPg comparado a 

cuartos inoculados con placebo y cuartos controles. Considerando que el aumento en la 

inmunoexpresión de IL-6 no fue significativo en cuartos mamarios tratados con el EPg,  

el recambio de neutrófilos por macrófagos en la glándula mamaria observado en este 

estudio, no estaría asociado al rol postulado para esta citoquina. Este recambio celular 

podría estar ligado a otras proteínas como IL-8 ó MCP-1 no evaluadas en el presente 

trabajo.  

 

5.3.4. Efecto del EPg sobre la cuantificación de monocitos-macrófagos. Expresión de 

CD14 

 

Las células fagocíticas profesionales, macrófagos y neutrófilos, así como las 

células epiteliales que actuarían como fagocitos no profesionales, median la remoción 

de células moribundas y residuos de leche durante el periodo de involución en la 

glándula mamaria bovina (Monks y col., 2002). El CD14 es el receptor más importante 

de LPS sobre monocitos-macrófagos y neutrófilos, y está relacionado con la activación 

de dichas células por ésta molécula. Este receptor, es abundante en la membrana celular 

de monocitos y macrófagos, y se encuentra en menor proporción en neutrófilos (Sohn y 

col., 2004). Los macrófagos y LPMN bovinos, expresan CD14 de membrana sobre su 

superficie celular (Paape y col., 1996). Esta proteína anclada en la membrana facilita 

también la remoción de LPS bacterianos previniendo el shock séptico inducido por éste 

(Lee y col., 2003), además produce una señal de activación en las células epiteliales 

mamarias para que expresen IL-8 (Wang y col., 2002). En estudios realizados por 

Dallard y col. (2009), en glándulas mamarias infectadas y libres de IIM inoculadas con 

LPS bacteriano como MRB, se encontraron células inmunopositivas para CD14 en el 

estroma interalveolar a los días 7, 14 y 21 días del secado. Además, se encontraron 

células CD14+ a la inmunomarcación en el lúmen alveolar y en el interior de los 

conductos excretores. Los macrófagos inmunopositivos presentaban un gran tamaño, 

con núcleo pálido y citoplasma vacuolado, con marcación positiva en toda la superficie 

celular. En el presente estudio, la inoculación con EPg, en cuartos mamarios libres de 

IIM, produjo un aumento significativo en el número de monocitos-macrófagos al día 7 

del secado comparado con los cuartos tratados con placebo y controles sin inoculación, 
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indicando que el EPg utilizado estimuló el aflujo y reclutamiento de monocitos-

macrófagos a la glándula mamaria durante la involución temprana. Estos resultados 

coincidirían con los hallados por Shin y col., (2002), en donde la expresión de CD14 

sobre macrófagos peritoneales murinos, determinada por inmunohistoquímica, se 

incrementó luego de un tratamiento con EPg. 

 

5.4. Efectos del EPg sobre la expresión de citoquinas en secreción mamaria  

 

Reportes previos han demostrado que macrófagos peritoneales murinos tratados 

con extractos de P. ginseng producen citoquinas proinflamatorias como TNF-α, IL-1β, 

IL-6, e IFNs  tanto in vivo como in vitro (Shin y col., 2002). Los resultados obtenidos en 

el presente trabajo muestran que el extracto de P. ginseng utilizado induce la expresión 

y/o secreción de las citoquinas IL-1α, IL-1-β, IL-8 y TNF-α en la leche. En este estudio 

se demostró que el EPg posee la capacidad de producir el reclutamiento de monocitos-

macrófagos a la glándula mamaria y posiblemente generar su activación, provocando la 

consecuente síntesis y liberación de citoquinas proinflamatorias en la secreción 

mamaria. En contraste a esto, otros autores encontraron que otros extractos de P. 

ginseng diferentes a los utilizados en el presente estudio, poseen efectos 

antiinflamatorios, tales como la supresión de la expresión de citoquinas proinflamatorias 

u otros mediadores. En estudios realizados por Ahn y col. (2006), con un polisacárido 

extraído de P. ginseng, ginsang, se encontró que este extracto disminuía la tasa de 

letalidad en ratones frente a infecciones por S. aureus, lo cual fue asociado por los 

autores a la supresión de la producción de citoquinas proinflamatorias como TNF-α, IL-

1β, IL-6, IL-12, IL-18 y IFN-γ. Cabe destacar que los diversos efectos inmunológicos 

descriptos sobre P. ginseng pueden ser debido a los múltiples efectos de los distintos 

ginsenósidos u otros de sus componentes activos como los polisacáridos. 

Asai y col. (1998), encontraron elevados niveles de ARNm para IL-2 e IL-4 en 

secreciones mamarias de animales libres de IIM en el periodo no lactante (14 días luego 

del secado). En el presente trabajo, ARN mensajeros de IL-2, IL-4, IL-6 e INF-γ no 

fueron encontrados en ninguna muestra de secreción mamaria proveniente de la 

inoculación de cuartos con el EPg y placebo. Las diferencias encontradas entre ambos 

estudios pueden radicar en las distintas etapas del periodo de involución evaluado. 
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La IL-1 induce actividades proinflamatorias que incluyen la estimulación de la 

respuesta de fase aguda (Tracey, 1994). Además esta citoquina presenta efectos 

específicos quimiotácticos y activadores sobre células fagocíticas (Di Giovine y Duff, 

1990; Di Giovine y col., 1991; Dinarello, 1994b). Reportes previos de ensayos 

realizados in vitro encontraron una elevada producción de IL-1 por macrófagos 

peritoneales luego de su estimulación con 25 µg/ml de ginsenósido Rg1 (Kenarova y 

col., 1990). En el presente trabajo, se encontró que el EPg indujo un aumento 

significativo en los niveles de expresión de ARNm para IL-1α e IL-1β a las 48 hs PI en 

secreción mamaria. Este brusco incremento en los niveles de ARNm a las 48 hs PI con 

un consiguiente descenso de los mismos a las 72 hs PI podría ser el resultado del 

incremento concomitante de las células somáticas en los cuartos tratados con el EPg en 

dichos periodos.  

La IL-8 bovina ha sido detectada en glándulas mamarias, tanto libres de infección 

como infectadas (Alluwaimi, 2004). Si bien, la dosis del EPg aplicada en el presente 

trabajo estimuló la expresión de ARNm de IL-8 por parte de las células somáticas 

recolectadas en la leche a las 24 y 48 hs PI, no se encontraron diferencias significativas 

entre los cuartos tratados con el EPg y placebo. Sonoda y col. (1998) sugieren que si 

bien, los macrófagos activados producen una variedad de citoquinas inflamatorias, se 

considera que la IL-8 es un indicadora sensible de la activación de macrófagos y un 

elemento útil para la evaluación de modificadores de la respuesta biológica en diversas 

enfermedades. Además estos autores encontraron que el ginsenan S-IIA, un polisacárido 

extraído de P. ginseng, funcionaba como un potente inductor de la síntesis de IL-8 por 

monocitos humanos. La diferencia en los niveles de expresión de la IL-8 encontrada 

entre el trabajo de Sonoda y col. (1998) y el presente trabajo, puede deberse no solo al 

modelo experimental utilizado, sino también, a las diferencias en la naturaleza química 

del extracto inoculado. El EPg empleado en este trabajo fue extraído por métodos en los 

cuales los polisacáridos hidrosolubles son removidos. Por lo tanto, en el presente 

estudio es posible descartar los efectos que causarían los polisacáridos sobre la 

producción de la IL-8.  

En desafíos experimentales donde se inocularon cuartos por vía intramamaria con 

una cepa P4 de E. coli, se detectó que las concentraciones de IL-8 en leche medidas por 

enzimoinmunoanálisis (ELISA) se incrementaban a partir de las 16 hs de la inoculación 

(Lee y col., 2003; Riollet y col., 2000). En trabajos similares utilizando una cepa de E. 
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coli diferente, la concentración de IL-8 en leche se encontraba incrementada entre las 18 

y 24 hs luego de la infección (Shuster y col, 1996, 1997). En cambio, en otros estudios 

usando cepas de Streptococcus uberis, el incremento de los niveles de IL-8 en leche no 

fue detectado antes de las 30 hs y hasta las 66 hs de la infección (Rambeaud y col., 

2003); mientras que cuando se inocularon glándulas mamarias con Mycoplasma bovis el 

incremento de IL-8 sólo se detectó a partir del día 5 de la infección (Bannerman y col., 

2009). Estos resultados indican que los incrementos de los niveles de IL-8 pueden variar 

de acuerdo con el agente patógeno o tipo de estímulo utilizado; por lo tanto en el 

presente estudio, los niveles de esta citoquina podrían haber sufrido modificaciones 

luego del periodo de observación analizado (72 hs PI).  

El TNF-α es producido primariamente por monocitos-macrófagos y células T 

(Bondeson, 1997), y presenta efectos proinflamatorios sobre una gran variedad de  

células. Además se comporta como un potente activador de macrófagos, puede 

estimular la producción o expresión de IL-1β, IL-6, prostaglandina E2, colagenasa tipo I 

y II, moléculas de adhesión y se considera como un factor de crecimiento de linfocitos 

T y B (Bondeson, 1997). Esta citoquina ejerce un profundo efecto sobre la 

remodelación tisular, reparación y la inflamación mediante la coordinación de las 

actividades de muchas células, como células endoteliales, granulocitos, fibroblastos, y 

células linfoides (Larrick y Kunkel, 1988). En el presente trabajo, los niveles de 

transcripción de ARNm para TNF-α presentaron un pico a las 48 hs PI en secreción 

mamaria proveniente de cuartos inoculados con el EPg, con una disminución 

significativa a las 72 hs PI, lo cual coincidió con el incremento del RCS, indicando que 

el TNF-α juega un rol fundamental en la activación y reclutamiento de leucocitos en 

secreción mamaria (Persson y col., 1996).  

 

5.5 Transferencia de los resultados hallados 

 

Una de las alternativas más prometedoras a los clásicos tratamientos con 

antibióticos es el uso de inmunomoduladores ó MRB para aumentar la respuesta de las 

defensas del hospedador (Tzianabos, 2000). Los datos obtenidos en el presente trabajo 

aportan no solamente nuevos conocimientos a cerca de la aplicación de tratamientos 

alternativos que pueden ser de utilidad en las condiciones de manejo actuales en rodeos 

lecheros, sino también información a cerca de mecanismos relacionados con la 
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inmunidad innata que tienen lugar durante la involución fisiológica de la glándula 

mamaria bovina. El efecto estimulante del extracto utilizado sobre las defensas innatas 

de la glándula mamaria se ha comprobado en cada punto discutido. En primer lugar, el 

producto utilizado generó un aumento de células somáticas que permaneció constante 

en el tiempo de evaluación independientemente del aumento normal que se produce al 

momento del secado y sin generar efectos adversos en la glándula mamaria. Además, el 

extracto no generó cambios en la renovación celular normal de la glándula mamaria en 

involución, sin embargo provocó el aflujo de monocitos-macrófagos a la misma y la 

consiguiente producción de citoquinas proinflamatorias. Considerando lo anteriormente 

expuesto y tomando el conjunto de resultados obtenidos, se percibe que la 

administración intramamaria del extracto de Panax ginseng produce un efecto 

estimulante de las defensas inespecíficas de la glándula mamaria, sugiriendo que podría 

utilizarse como posible MRB, con el objetivo de aumentar la resistencia a las 

infecciones bacterianas durante el periodo de secado. Cabe destacar que la información 

generada en este trabajo hasta la fecha es inédita ya que no se han reportado 

antecedentes de la utilización intramamaria de Panax ginseng como inmunoestimulante 

o MRB en bovinos, lo que abre posibilidades para transferir estos resultados a la 

industria farmacéutica. 

 

5.6. Método directo de conteo de células somáticas de leche como alternativa a la 

citometría de flujo  

 

El contenido de células somáticas en la leche nos permite conocer datos claves 

sobre la función y el estado de salud de la glándula mamaria lactante (Wolter y 

Kloppert, 2004). La mastitis es uno de los factores de mayor influencia en el RCS de la 

leche (Harmon, 2001). El RCS proveniente de secreciones de cuartos mamarios libres 

de IIM es usualmente menor a 200.000 células/ml y es frecuente observar animales que 

mantienen valores de recuento menores a 100.000 células/ml. Cuando las bacterias 

causantes de mastitis invaden la glándula mamaria, los macrófagos presentes en la 

misma alertan al sistema inmunológico del animal estimulando el aflujo de neutrófilos 

al sitio de infección, lo que conduce a la eliminación del agente infeccioso. Más del 

90% del RCS en glándulas infectadas está compuesto de LPMN, mientras que los 

macrófagos y linfocitos forman parte de un 2-10 % del RCS. En cuanto a las células 
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epiteliales, tanto en leche de animales sanos, como de animales con mastitis subclínica, 

el porcentaje de este tipo celular es de un 0-7% del RCS (Lee y col., 1980).  

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, se condicen con los hallazgos 

previos (Lee y col., 1980). Por el método directo, el porcentaje de LPMN aumenta 

proporcionalmente al aumento del RCS, y cuando el valor del RCS supera las 100.000 

células/ml, el porcentaje de células epiteliales y leucocitos mononucleares disminuye 

drásticamente en comparación al porcentaje de LPMN. Similares resultados se 

encontraron en la identificación celular mediante marcación de antígenos por CF, ya 

que cuando el valor del RCS superó las 100.000 células /ml, el porcentaje de células 

AE1-AE3+ (células epiteliales) y células CD14+ (monocitos-macrófagos) disminuyó 

drásticamente.  

En el presente trabajo, el método directo de conteo de células somáticas no resultó 

adecuado para secreciones mamarias con altos RCS, debido a que las correlaciones 

evaluadas entre las dos técnicas no fueron significativas. En cambio, cuando se 

consideraron solamente muestras con bajo RCS, se obtuvieron diferencias significativas 

en las correlaciones evaluadas por ambas técnicas. Esto demuestra que la técnica directa 

aquí evaluada, como método para identificar células somáticas en leche con bajo RCS, 

puede ser una herramienta valiosa como alternativa a la CF. A partir de estas 

observaciones, se destaca la necesidad de evaluar por ambas técnicas muestras de leche 

con RCS progresivamente superiores para determinar en que valores las correlaciones 

dejan de ser significativas. 

Numerosos son los métodos descriptos para el conteo directo de células, dentro de 

los que se encuentran el conteo por Microscopía óptica directa, y los contadores 

electrónicos y computarizados, como el Fossomatic (Foss Electric, Dinamarca) y el 

Counter Coulter (Coulter, Inglaterra) (Saran y Chaffer, 2000; Bedolla y col., 2007). Los 

procedimientos de conteo electrónico tienen numerosas ventajas. Primeramente, pueden 

automatizarse, permitiendo la centralización de procedimientos del laboratorio; pueden 

contarse las muestras conservadas, y el procedimiento tiende a ser más preciso y 

objetivo. Las desventajas de los procedimientos de RCS electrónicos son que el equipo 

es caro y requiere la constante supervisión y calibración periódica del equipo (Gilson, 

1995). Por dicha razón, la técnica de conteo directo desarrollada en el presente trabajo 

podría ser utilizada como herramienta para la identificación celular mediante el uso de 

otros anticuerpos que estén dirigidos a otros marcadores celulares, no solo marcadores 



  Discusión 
 

116 

citoplasmáticos, sino también a marcadores nucleares, y de superficie. Como una 

alternativa a la CF, la combinación de esta técnica, optimizada con el uso de sistemas de 

análisis de imágenes y el RCS permitiría contar con información cuantitativa sobre las 

variaciones de diferentes tipos celulares en la leche bovina, sin necesidad de recurrir a 

equipos costosos y técnicas laboriosas como es el caso de la CF. Además, permitiría su 

combinación no solo con IHQ, si no también con hibridación in situ, posibilitando el 

estudio de células que expresen el ARNm de diferentes genes. 
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• La dosis elegida del EPg utilizado en el presente trabajo generó un aumento 

significativo en el RCS a partir de las 24 hs PI que se mantuvo elevado hasta el 

final del muestreo. 

 

• El EPg utilizado solo causó cambios macroscópicos en secreciones mamarias a 

las 24 hs PI y se observó inflamación moderada en la glándula de cuartos 

mamarios tratados con EPg en el periodo evaluado. 

 

• Durante la involución en cuartos mamarios, tanto en aquellos tratados con el 

EPg como con placebo y cuartos controles, no se detectaron diferencias en la 

proliferación de células epiteliales y estromales evaluada con PCNA, 

determinando que en la etapa temprana de involución, periodo evaluado en el 

presente trabajo, el tratamiento con EPg no afectó el proceso de recambio 

celular.  

 

• En cuartos mamarios tratados con el EPg se produjo un incremento significativo 

en la inmunomarcación de TNF-α en comparación con cuartos tratados con 

placebo y control al día 7 del secado.  

 

• No se detectaron diferencias significativas en los porcentajes de áreas 

inmunomarcadas para IL-1α e IL-6 para los diferentes tratamientos evaluados, 

sin embargo, para ambas citoquinas se encontró un leve aumento de la expresión 

de las mismas en cuartos tratados con el EPg comparado a cuartos tratados con 

placebo y cuartos controles. 

 

• El tratamiento con EPg en cuartos libres de IIM produjo un incremento 

significativo en el número de monocitos-macrófagos durante el periodo de 

involución evaluado con respecto a cuartos tratados con placebo y a cuartos 

controles, determinando que el extracto utilizado produjo el reclutamiento de 

este tipo celular a la glándula mamaria. 
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• El tratamiento con EPg provocó un aumento significativo de la proteína TNF-α 

de secreción (17 kDa) a las 24 y 48 hs PI en muestras de leche. En muestras de 

tejido mamario se encontraron diferencias significativas en la expresión de la 

proteína TNF-α de membrana (26 kDa) en cuartos mamarios tratados con EPg 

comparado a cuartos con placebo y controles.  

 

• En el presente trabajo se detectó la síntesis y secreción de citoquinas IL-1α, IL-

1β, IL-8 y TNF-α por parte de células somáticas en secreción mamaria de 

cuartos inoculados con EPg y placebo. No se detectaron los correspondientes 

ARNm para las citoquinas IL-2, IL-4, IL-6 e INF-γ en secreción mamaria de los 

cuartos inoculados para los distintos tratamientos, aunque si se detectaron en 

muestras de tejido consideradas como control (ganglio linfático bovino). 

 

• El EPg indujo un aumento significativo en los niveles de expresión de ARNm 

para IL-1α, IL-1β y TNF-α a las 48 hs PI en secreción mamaria en comparación 

a los niveles encontrados en cuartos mamarios tratados con placebo. 

 

• El EPg no generó diferencias significativas en los niveles de ARNm relativos de 

IL-8 comparado a cuartos tratados con placebo, aunque si hubo una tendencia en 

aumento en cuartos tratados con EPg a las 24 y 48 hs PI. 

 

• El método directo de conteo de células somáticas no resultó óptimo para 

secreciones mamarias con altos RCS, en cambio, si resultó óptimo cuando no se 

consideraron muestras con bajos y moderados RCS. Esto demuestra que la 

técnica directa aquí realizada, como método para identificar células somáticas en 

leche con bajos y moderados RCS, puede ser una herramienta valiosa como 

alternativa a la CF, cuando no se disponen de los medios necesarios para su 

realización. 

 

Teniendo en cuenta estas conclusiones se podría proponer que el extracto aplicado 

(P. ginseng) jugaría un papel importante en la mejora de las defensas intramamarias 

para el control de mastitis al momento del secado, ya sea usándolo solo o en 

combinación con la terapia antibiótica.  
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis, en conjunto con otros 

estudios que nos permitan establecer el mecanismo de acción del EPg aquí empleado 

como posible MRB, podrían aportar mayor información para incentivar el desarrollo de 

nuevas estrategias de refuerzo de agentes protectores nativos de la glándula mamaria 

bovina en el periodo de secado. Esto permitiría evitar el uso de antibióticos, mejorando 

de esta forma la calidad de los subproductos pecuarios al reducir residuos en leche y 

evitando la generación de resistencia en microorganismos que lleva a dificultades en 

tratamientos específicos. 
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PREPARACIÓN BUFFERS Y SOLUCIONES UTILIZADAS EN IHQ 
 
Solución fijadora de formol bufferado 10%: 
 

Na2HPO4  4,00 g     (o Na2HPO4  12 H2O)  10,08 g 
NaH2PO4       5,00 g     (o NaH2PO4.2H2O)      6,50 g 
Formol   100 ml 
Agua destilada 900 ml 

 
 
Buffer Fosfato Salino (PBS) 0,01M, pH 7,2 
 

Solución stock (PBS 10X): 
 

Na2HPO4         11,4 g 
(o Na2HPO4  12 H2O)                                       28,75 g 

 
NaH2PO4.2H2O        3,3 g 
(o NaH2PO4)         2,54 g 

 
Agua destilada      1.000 ml 

 
Solución de trabajo (PBS 1X): 

 
NaCl           8 g 
Solución Stock                100 ml 
Completar con agua destilada hasta     1.000 ml 

 
Observación:  

 
 Controlar pH y ajustar con NaHO 1N o HCl 1N gota a gota.  
 
 
Buffer Citrato 0,01M, pH 6,00 
 

Solución stock: 
 
Ácido Cítrico (C6H8O7 PM 192.13)    19,2 g 
Disolver en 500 ml de agua destilada 
Controlar pH y ajustar con NaHO 2N gota a gota.  
Completar con agua destilada hasta     1.000 ml 
 
Solución de trabajo: 

 
Solución Stock      1 volumen  
Completar con agua destilada hasta     500 ml 
Controlar pH 
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Solución de Bloqueo para IHQ (Suero Normal de Cabra al 10%) 
 

Solución de trabajo: 
 
Buffer Salino de Fosfato (PBS) 0,01M, pH 7,2  90 ml 
Suero Normal de Cabra     10 ml 
Azida Sódica       0,1 g 
Azul de metileno (trazas hasta lograr un leve color azul) 
 

 
PBS-BSA para dilución de anticuerpos  
 

Solución de trabajo: 
 

Buffer Salino de Fosfato (PBS) 0,01M, pH 7,2  100 ml 
Albúmina Sérica Bovina     1 g 
Azida Sódica       0,1 g 

 
 
 
PREPARACIÓN BUFFERS Y SOLUCIONES UTILIZADAS EN WB 
 
Buffer de Lysis RIPA (RadioInmunoPrecipitation Assay)  
 

1% IGEPAL CA630       10 ml 
0.5% Desoxycolato de Sodio     5 g 
0.1% SDS        1 g 
1 mM EDTA        0.3722 g 
50 mM Fluoruro de Sodio      2.0995 g 
0.1 M PBS Csp       1000 ml 
 

 
Solución Acrilamida/Bis-acrilamida (30%T, 2.7%C) 

 
Acrilamida       29.2 g 
N’N’-bis-metilen-acrilamida     0.8g 
Agua bidestilada      100 ml 
Resina de intercambio iónico (conservante)   1 cucharada 

 
 

Buffer gel acrilamida/Bis-acrilamida 1.5M Tris-HCl, pH 8.8 
 

Tris Base       18.15 g  
Completar con agua destilada hasta    100 ml   

 
 

Buffer gel acrilamida/Bis-acrilamida 0.5M Tris-HCl, pH 6.8 
 

Tris Base       6 g 
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Completar con agua destilada hasta    100 ml 
 
 
Persulfato de Amonio (APS) 10% 
 
 APS        100 mg 

Agua destilada      1 ml 
 
 

Buffer de corrida Tris-Glicina, pH 8,3 
 

Solución stock 4X: 
 
Tris Base (25 nM)       6.06 g 
Glicina (192mM)       28.80 g 
Agua bidestilada       500 ml 
 
 
Solución de trabajo1X, 0.1 % de SDS: 
 
Buffer 4X        250 ml 
SDS        1g 
 
 

Buffer de Transferencia pH 8.3 (Towbin transfer buffer) 
 
Buffer de corrida 4X       250 ml 
Metanol        200 ml 
Agua bidestilada       550 ml 

 
 
Rojo Ponceau (0.2% en ácido acético 0.5% en agua destilada) 
 

Rojo Ponceau S       0.1 g 
Ácido acético        0.25 ml 
Agua bidestilada       49.75 ml 
 
 

Coomasie Brilliant Blue Solución del colorante stock 
 

Solución de Coomasie Brilliant Blue R-250 al 1% en agua desionizada. 
Solución de Uso (Coomasie 0.125%. Metanol 50%, Ácido acético 10%): 
Coomasie Brilliant Blue R-250 1%     12.5 ml 
Metanol        50.0 ml 
Ácido acético        10.0 ml 
Agua desionizada Csp      100.0 ml 

 
 
Solución Decolorante 1 
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Metanol 40%        200 ml 
Ácido acético 10%       50 ml 
Agua desionizada       250 ml 

 
 
Solución Decolorante 2 
 

Metanol 5%        25 ml 
Ácido acético 7%       35 ml 
Agua desionizada Csp      500 ml 

 
 
TBS 1X  
 

NaCl         8.065 g 
KCl         0.2 g 
Tris Base        2.422 g 
Agua Desionizada c.s.p.      1000 ml 

 
TBS 10X 
 

NaCl (1.38M)        40.32 g 
KCl (27mM)        1 g 
Tris Base (200mM)       12.11 g 
Agua Desionizada c.s.p.      500 ml 

 
 
TBS-Tween 
 

TBS        1000 ml 
Tween 20        0.5 ml 

 
 
Reactivo Quimioluminiscente Amersham ECL Plus Western Blotting Detection 
Reagents (GE.) 
 

Solución A        1 ml 
Solución B        25 μl 

 
 
Solución Reveladora 
 

Revelador (Kodak)       50 ml 
Agua destilada       50 ml 

 
 
Solución Fijadora 
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Fijador y Fortalecedor (Kodak)     25 ml 
Agua destilada       90 ml 

 
PREPARACIÓN BUFFERS Y SOLUCIONES UTILIZADAS EN RT-PCR 
 
Buffer Salino de Fosfato (PBS) 0,01M, pH 7,2 estéril 
 

Solución stock (PBS 10X): 
 

Na2HPO4         11,4 g 
(o Na2HPO4  12 H2O)                                       28,75 g 

 
NaH2PO4.2H2O        3,3 g 
(o NaH2PO4)         2,54 g 

 
Agua DEPC (0,1%)      1.000 ml 
 
Solución de trabajo (PBS 1X): 

 
NaCl           8 g 
Solución Stock                100 ml 
Completar con agua DEPC (0,1%) hasta    1.000 ml 
 

 
Agua DEPC 0,1% 
 
 DEPC (Diethylphyrocarbonate)    1 ml   
 Completar con Agua bidestilada estéril   1000 ml 
 
 
Buffer de dilución de primers TE (10mM Tris-HCL, pH 8, 1 mM EDTA) 
 
 Tris- HCl (1 M)       1 ml 
 EDTA (0,5 M)      0,2 ml 
 Agua destilada      98,8 ml  
             

 
Buffer TAE 50X  
 

Solución Stock: 
 

Tris base        121g 
Ácido acético glacial       28.55 ml 
EDTA 0.5M pH 8       50.00 ml 
Agua destilada estéril      21.45 ml 

 
Solución de trabajo (TAE 1X): 
 
TAE 50X (Stock)       10 ml 
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Agua destilada       490 ml 
 

Buffer de Carga FA 10X (Formaldehyde gel-Loading Buffer)  
 

Glicerol 87% en agua DEPC     57.47 ml  
EDTA 0.5mM       2 ml 
0.25 % de xylencyanol FF      250 mg 
0.25 %Azul de bromofenol      250 mg 

 
 
Gel de agarosa 2%  

 
Agarosa Ultra Pure       1.2 g 
Agua destilada       58.8 ml 
Buffer TAE 50X       1.2 ml 

 
 
 
PREPARACIÓN BUFFERS Y SOLUCIONES UTILIZADAS EN CITOMETRÍA 
DE FLUJO 
 
 
Buffer de lavado 

 
EDTA  0.5 mM. 
ASB        1 g 
Azida sódica       0,01 g 
PBS        100 ml. 

 
Solución de permeabilización 
  

Saponina 0,1 g. 
Solución de lavado 100 ml. 
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Resultados BLASTn secuencias citoquinas y gen normalizador (β-actina) 
 
 

• Resultados de Blast para amplificados de β-actina en glándula mamaria bovina 
 

 
gb|BC142413.1|  Bos taurus actin, beta, mRNA (cDNA clone MGC:159611 
IMAGE:8448844),  
complete cds 
Length=1845 
 
 GENE ID: 280979 ACTB | actin, beta [Bos taurus] (Over 10 PubMed links) 
 
 Score = 440 bits (238), Expect = 2e-120 
 Identities = 238/238 (100%), Gaps = 0/238 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query 1    GTCTGGACCTGGCTGGCCGGGACCTGACGGACTACCTCATGAAGATCCTCACGGAGCGTG  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  618  GTCTGGACCTGGCTGGCCGGGACCTGACGGACTACCTCATGAAGATCCTCACGGAGCGTG  677 
 
Query  61   GCTACAGCTTCACCACCACGGCCGAGCGGGAAATCGTCCGTGACATCAAGGAGAAGCTCT  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  678  GCTACAGCTTCACCACCACGGCCGAGCGGGAAATCGTCCGTGACATCAAGGAGAAGCTCT  737 
 
Query  121  GCTACGTGGCCCTGGACTTCGAGCAGGAGATGGCCACCGCGGCCTCCAGCTCCTCCCTGG  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  738  GCTACGTGGCCCTGGACTTCGAGCAGGAGATGGCCACCGCGGCCTCCAGCTCCTCCCTGG  797 
 
Query  181  AGAAGAGCTACGAGCTTCCTGACGGGCAGGTCATCACCATCGGCAATGAGCGGTTCCG  238 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  798  AGAAGAGCTACGAGCTTCCTGACGGGCAGGTCATCACCATCGGCAATGAGCGGTTCCG  855 
 

 
 
 

• Resultados de Blast para amplificados de IL-1α en glándula mamaria bovina 
 

 
ref|NM_174092.1|  Bos taurus interleukin 1, alpha (IL1A), mRNA 

gb|M37210.1|BOVIL1A  Bovine interleukin 1-alpha (IL-1-alpha) mRNA, 
complete cds 
Length=2017 
 
GENE ID: 281250 IL1A | interleukin 1, alpha [Bos taurus] 
(10 or fewer PubMed links) 
 
 Score = 540 bits (292), Expect = 2e-150 
 Identities = 292/292 (100%), Gaps = 0/292 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query 2    TGCAAGCTATGAGCCACTTCGTGAGGACCAGATGAATAAGTTTATGTCCCTGGATACCTC  61 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  166  TGCAAGCTATGAGCCACTTCGTGAGGACCAGATGAATAAGTTTATGTCCCTGGATACCTC  225 
 
Query  62   GGAAACCTCTAAGACATCCAAGCTTAGCTTCAAGGAGAATGTGGTGATGGTGGCAGCCAG  121 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  226  GGAAACCTCTAAGACATCCAAGCTTAGCTTCAAGGAGAATGTGGTGATGGTGGCAGCCAG  285 
 
Query  122  TGGGAAGATTCTGAAGAAGAGACGGTTGAGTTTAAATCAGTTCATCACCGATGATGACCT  181 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  286  TGGGAAGATTCTGAAGAAGAGACGGTTGAGTTTAAATCAGTTCATCACCGATGATGACCT  345 
 
Query  182  GGAAGCCATTGCCAATAATACAGAAGAAGAAATCATCAAGCCCAGATCAGCACATTACAG  241 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  346  GGAAGCCATTGCCAATAATACAGAAGAAGAAATCATCAAGCCCAGATCAGCACATTACAG  405 
 
Query  242  CTTCCAGAGTAACGTGAAATACAACTTTATGAGAGTCATCCACCAGGAATGC  293 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  406  CTTCCAGAGTAACGTGAAATACAACTTTATGAGAGTCATCCACCAGGAATGC  457 
 
 
 
 

• Resultados de Blast para amplificados de IL-1β en glándula mamaria bovina 
 

 

gb|EU276067.1|  Bos taurus interleukin 1 beta (IL1b) mRNA, complete cds 
Length=847 
 
GENE ID: 281251 IL1B | interleukin 1, beta [Bos taurus] (Over 10 PubMed links) 
 
 Score =  307 bits (166), Expect = 1e-80 
 Identities = 166/166 (100%), Gaps = 0/166 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1    TGTCGGTCATCGTGGCCATGGAGAAGCTGAGGAACAGTGCCTACGCACATGTCTTCCATG  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  222  TGTCGGTCATCGTGGCCATGGAGAAGCTGAGGAACAGTGCCTACGCACATGTCTTCCATG  281 
 
Query  61   ATGATGACCTGAGGAGCATCCTTTCATTCATCTTTGAAGAAGAGCCTGTCATCTTCGAAA  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  282  ATGATGACCTGAGGAGCATCCTTTCATTCATCTTTGAAGAAGAGCCTGTCATCTTCGAAA  341 
 
Query  121  CGTCCTCCGACGAGTTTCTGTGTGACGCACCCGTGCAGTCAATAAA  166 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  342  CGTCCTCCGACGAGTTTCTGTGTGACGCACCCGTGCAGTCAATAAA  387 
 
 
 

• Resultados de Blast para amplificados de IL-2 en ganglio linfático bovino 
 

 
gb|EU276068.1|  Bos taurus interleukin 2 (IL2) mRNA, complete cds 
Length=491 
 
 GENE ID: 280822 IL2 | interleukin 2 [Bos taurus] (10 or fewer PubMed links) 
 
 Score = 464 bits (251), Expect = 1e-127 
 Identities = 256/258 (99%), Gaps = 1/258 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query 75   CGGT-CATCTACTTCAAGCTCTACGGGGAACACAATGAAAGAAGTGAAGTCATTGCTGCT  133 
            |||| || |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  64   CGGTGCACCTACTTCAAGCTCTACGGGGAACACAATGAAAGAAGTGAAGTCATTGCTGCT  123 
 
Query  134  GGATTTACAGTTGCTTTTGGAGAAAGTTAAAAATCCTGAGAACCTCAAGCTCTCCAGGAT  193 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  124  GGATTTACAGTTGCTTTTGGAGAAAGTTAAAAATCCTGAGAACCTCAAGCTCTCCAGGAT  183 
 
Query  194  GCATACATTTGACTTTTACGTGCCCAAGGTTAACGCTACAGAATTGAAACATCTTAAGTG  253 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  184  GCATACATTTGACTTTTACGTGCCCAAGGTTAACGCTACAGAATTGAAACATCTTAAGTG  243 
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Query  254  TTTACTAGAAGAACTCAAACTTCTAGAGGAAGTGCTAAATTTAGCTCCAAGCAAAAACCT  313 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  244  TTTACTAGAAGAACTCAAACTTCTAGAGGAAGTGCTAAATTTAGCTCCAAGCAAAAACCT  303 
 
Query  314  GAACCCCAGAGAGATCAA  331 
            |||||||||||||||||| 
Sbjct  304  GAACCCCAGAGAGATCAA  321 
 

 
 

• Resultados de Blast para amplificados de IL-4 en ganglio linfático bovino 
 
 
gb|EU276069.1|  Bos taurus interleukin 4 (IL4) mRNA, complete cds 
Length=451 
 
GENE ID: 280824 IL4 | interleukin 4 [Bos taurus] (10 or fewer PubMed links) 
 
 Score = 219 bits (118), Expect = 5e-54 
 Identities = 131/137 (96%), Gaps = 2/137 (1%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query 22   CAACTGAGAAGGCCACCTTCTGCAGGATTGGAATTGAACTTAGGCGTATCTACAGGAGCC  81 
            ||||||||||||  |||||||||||| |||||||||| |||||||||||||||||||||| 
Sbjct  224  CAACTGAGAAGGAAACCTTCTGCAGGGTTGGAATTGAGCTTAGGCGTATCTACAGGAGCC  283 
 
Query  82   ACACGTGCTTGAACAAATTCCTGGGCGGACTTGACATGGAATCTCAACATGCTTGGCAAG  141 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||| |||||||||| 
Sbjct  284  ACACGTGCTTGAACAAATTCCTGGGCGGACTTGACA-GGAATCTCAACA-GCTTGGCAAG  341 
 
Query  142  CAAGACCTGTTCTGTGA  158 
            ||||||||||||||||| 
Sbjct  342  CAAGACCTGTTCTGTGA  358 
 
 
 

• Resultados de Blast para amplificados de IL-6 en ganglio linfático bovino 
 

 
gb|EU276071.1|  Bos taurus interleukin 6 (IL6) mRNA, complete cds 
Length=641 
 
 GENE ID: 280826 IL6 | interleukin 6 (interferon, beta 2) [Bos taurus] 
(10 or fewer PubMed links) 
 
 Score = 316 bits (171), Expect = 3e-83 
 Identities = 173/174 (99%), Gaps = 0/174 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query 78   AGTTTGAAAGCAGCAAGGAGACACTGGCAGAAAATAAGCTGAATCTTCCAAAAATGGAGG  137 
            ||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  235  AGTGTGAAAGCAGCAAGGAGACACTGGCAGAAAATAAGCTGAATCTTCCAAAAATGGAGG  294 
 
Query  138  AAAAGGACGGATGCTTCCAATCTGGGTTCAATCAGGCGATTTGCTTGATCAGAACCACTG  197 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  295  AAAAGGACGGATGCTTCCAATCTGGGTTCAATCAGGCGATTTGCTTGATCAGAACCACTG  354 
 
Query  198  CTGGTCTTCTGGAGTATCAGATATACCTGGACTACCTCCAGAACGAGTATGAGG  251 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  355  CTGGTCTTCTGGAGTATCAGATATACCTGGACTACCTCCAGAACGAGTATGAGG  408 
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• Resultados de Blast INF-γ en ganglio linfático bovino 
 
 

gb|FJ263670.1|  Bos taurus interferon gamma mRNA, complete cds 
Length=501 
 
 GENE ID: 281237 IFNG | interferon, gamma [Bos taurus] (Over 10 PubMed links) 
 
 Score =  272 bits (147), Expect = 4e-70 
 Identities = 156/160 (98%), Gaps = 1/160 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query 1    CCAGATGTAGCTAAGGGTGGGCCTCTCCTCTCAGAAATTTTGAAGAATTGGAAAGAAGAA  60 
            ||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||| ||| 
Sbjct  127  CCAGATGTAGCTAAGGGTGGGCCTCTCTTCTCAGAAATTTTGAAGAATTGGAAAGATGAA  186 
 
Query  61   AGTGACaaaaaaaTTATTCAGAGCCAAATTGTCTCCTTATACTTCAAACTCTTTGAAAAC  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||| 
Sbjct  187  AGTGACAAAAAAATTATTCAGAGCCAAATTGTCTCCTTCTACTTCAAACTCTTTGAAAAC  246 
 
Query  121  CTCAAAGATAACCAGGTCATTCAGAAGGAGCATGGATATC  160 
            ||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||| 
Sbjct  247  CTCAAAGATAACCAGGTCATTCA-AAGGAGCATGGATATC  285 
 
 
 

• Resultados de Blast para amplificados de IL-8 en glándula mamaria bovina  
 
 

gb|EU276073.1|  Bos taurus interleukin 8 (IL8) mRNA, complete cds 
Length=350 
 
 GENE ID: 280828 IL8 | interleukin 8 [Bos taurus] (Over 10 PubMed links) 
 
 Score =  383 bits (207),  Expect = 2e-103 
 Identities = 207/207 (100%), Gaps = 0/207 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  3    AGCTGCAGTTCTGTCAAGAATGAGTACAGAACTTCGATGCCAATGCATAAAAACACATTC  62 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  107  AGCTGCAGTTCTGTCAAGAATGAGTACAGAACTTCGATGCCAATGCATAAAAACACATTC  166 
 
Query  63   CACACCTTTCCACCCCAAATTTATCAAAGAATTGAGAGTTATTGAGAGTGGGCCACACTG  122 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  167  CACACCTTTCCACCCCAAATTTATCAAAGAATTGAGAGTTATTGAGAGTGGGCCACACTG  226 
 
Query  123  TGAAAATTCAGAAATCATTGTTAAGCTTACCAATGGAAACGAGGTCTGCTTAAACCCCAA  182 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  227  TGAAAATTCAGAAATCATTGTTAAGCTTACCAATGGAAACGAGGTCTGCTTAAACCCCAA  286 
 
Query  183  GGAAAAGTGGGTGCAGAAGGTTGTGCA  209 
            ||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  287  GGAAAAGTGGGTGCAGAAGGTTGTGCA  313 
 
 
 
 

• Resultados de Blast para amplificados de TNF-α en glándula mamaria bovina  
 

gb|EU276079.1|  Bos taurus tumor necrosis factor alpha (TNFa) mRNA, 
complete cds 
Length=740 
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 GENE ID: 280943 TNF | tumor necrosis factor [Bos taurus] (Over 10 PubMed 
links) 
 
 Score = 496 bits (268), Expect = 4e-137 
 Identities = 268/268 (100%), Gaps = 0/268 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query 1    AACAAGCCGGTAGCCCACGTTGTAGCCGACATCAACTCTCCGGGGCAGCTCCGGTGGTGG  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  294  AACAAGCCGGTAGCCCACGTTGTAGCCGACATCAACTCTCCGGGGCAGCTCCGGTGGTGG  353 
 
Query  61   GACTCGTATGCCAATGCCCTCATGGCCAACGGTGTGAAGCTGGAAGACAACCAGCTGGTG  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  354  GACTCGTATGCCAATGCCCTCATGGCCAACGGTGTGAAGCTGGAAGACAACCAGCTGGTG  413 
 
Query  121  GTGCCTGCTGACGGGCTTTACCTCATCTACTCACAGGTCCTCTTCAGGGGCCAAGGCTGC  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  414  GTGCCTGCTGACGGGCTTTACCTCATCTACTCACAGGTCCTCTTCAGGGGCCAAGGCTGC  473 
 
Query  181  CCTTCCACCCCCTTGTTCCTCACCCACACCATCAGCCGCATTGCAGTCTCCTACCAGACC  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  474  CCTTCCACCCCCTTGTTCCTCACCCACACCATCAGCCGCATTGCAGTCTCCTACCAGACC  533 
 
Query  241  AAGGTCAACATCCTGTCTGCCATCAAGA  268 
            |||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  534  AAGGTCAACATCCTGTCTGCCATCAAGA  561 
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• Gráfica de análisis de interacción [(ET)* (Et)] del punto 4.3. (Log10RCC para 
cada tratamiento en función del tiempo de muestreo) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

• Gráfica de análisis de interacción [(ET)* (Et)] del punto 4.5.2. (Densidad óptica 
integrada obtenida para TNF-α mediante western blot para cada tratamiento en 
función del tiempo de muestreo) 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

• Gráfica de análisis de interacción [(ET)* (Et)] del punto 4.6.3.1. (Niveles de 
expresión de IL-1α para cada tratamiento en función del tiempo de muestreo) 
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• Gráfica de análisis de interacción [(ET)* (Et)] del punto 4.6.3.2. (Niveles de 
expresión de IL-1β para cada tratamiento en función del tiempo de muestreo) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

• Gráfica de análisis de interacción [(ET)* (Et)] del punto 4.6.3.4. (Niveles de 
expresión de TNF-α para cada tratamiento en función del tiempo de muestreo) 
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