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Resumen




Staphylococcus aureus es el principal patégeno mayor causante de mastitis
bovina en Argentina y el mundo y ocasiona infecciones crénicas que generan
importantes pérdidas econémicas. El objetivo general de este estudio fue investigar el
rol del sistema inmune en la remodelacién de la glandula mamaria (GM) bovina
durante la involucién activa y caracterizar la respuesta inmune en GM libres de
infeccion y cronicamente infectadas con S. aureus durante este periodo. Se utilizaron
vacas en la etapa final de la lactancia con cuartos libres de infeccién y cronicamente
infectados con S. aureus. Se establecié como dia 0 el comienzo de la etapa de vaca seca
y se tomaron muestras de tejido y secreciéon mamaria en diferentes periodos hasta el
dia 21 post secado, determindandose la presencia de diversos componentes del sistema
inmune y pardmetros asociados a la remodelacién mamaria. En tejido mamario se
evidenci6 un efecto significativo de la infeccion observandose porcentajes de
inmunomarcacién mayores en cuartos infectados respecto a sanos para diferentes
componentes de la inmunidad innata: TLR-2 y -4, IL-1a, TNF-a, IL-17 y lactoferrina.
El namero de monocitos-macréfagos, linfocitos T y B fue mayor en cuartos infectados
con respecto a sanos observandose un efecto significativo de la infeccién y del tiempo.
En secrecién mamaria, los niveles de IL-4, IL-6 e IL-1 fueron significativamente
mayores en cuartos infectados respecto a no infectados durante toda la involucién. Los
porcentajes de marcacién para los componentes de la familia de TGF-[3, Bax, Bcl-2, Fas
y caspasa-3, asi como los de proliferacién celular fueron significativamente mayores
en cuartos infectados respecto a sanos en todos los periodos evaluados. Los resultados
obtenidos demuestran una respuesta inmune local aumentada y una intensa
remodelacion del tejido en respuesta a la infeccién crénica por S. aureus durante la

involucién que result6 ser insuficiente para eliminar al patégeno.

XV



Abstract



Staphylococcus aureus is the most prevalent major pathogen of bovine mastitis
both in Argentina and worldwide, causing chronic infections that generate significant
economic losses. The main objective of this study was to investigate the role of the
immune system in the remodeling of the bovine mammary gland (MG) during active
involution, as well as to characterize the immune response in healthy and S. aureus
chronically infected MG during this period. Non-pregnant cows in late lactation either
uninfected or with chronic natural S. aureus IMI were included in this study. The
beginning of drying off was established as day 0 and tissue samples as well as
mammary secretion were taken at different periods until day 21 post drying off, to
determine presence of different immune components and parameters associated with
mammary remodeling. Regarding mammary tissue a significant effect of infectious
status was evidenced, with higher percentages of immunostaining for several
components of the innate immunity in infected quarters than healthy: TLR-2 and -4,
IL-1a, TNF-a, IL-17 and lactoferrin. The number of monocytes-macrophages, T and B
lymphocytes was higher in infected quarters compared with healthy ones and were
significantly affected by infectious status and time of sampling. In mammary secretion
levels of IL-4, IL-6 and IL-1p were significantly higher in infected quarters compared
with uninfected ones throughout involution. The percentages of immunostaining for
TGEF-3 family members, Bax, Bcl-2, Fas and caspase-3, as well as cell proliferation were
significantly higher in infected quarters compared to healthy ones in all sampling
times. These results show an increased local immune response and an intense tissue
remodeling in response to S. aureus chronic infection during involution that turned out

to be insufficient to eliminate the pathogen.
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1.1- Estructura de la glindula mamaria bovina

La ubre bovina esta constituida por 4 glandulas mamarias o “cuartos”. Cada
cuarto es una unidad funcional en si misma que opera en forma independiente de las
demas. A su vez, cada glandula posee un pezén que se abre al exterior a través de un
conducto tnico.

En cuanto a la histologia, la glandula mamaria (GM) bovina es una glandula
tabulo-alveolar compuesta, de origen cutaneo. Cada glandula consiste en un epitelio
secretor rodeado por un estroma de tejido conectivo subcutdneo con mayor o menor
abundancia de tejido adiposo. Los conductos colectores de la glandula desembocan
en la superficie de la piel por medio del pezén (Gasque Gémez, 2008).

El sistema colector consiste en conductos ramificados que terminan en
conductillos de secrecién y, cuando la glandula se encuentra en actividad, en
alvéolos. El conjunto de alvéolos conforman un lobulillo y cada alvéolo se separa de
sus vecinos por medio de tejido conectivo intralobulillar. A su vez, 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 ctibico
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 (Figura 1)
(Dellmann, 1994).

El tejido intersticial (estroma) proporciona importante sostén estructural para
las unidades secretoras y contiene vasos sanguineos y linfaticos, y nervios. Rodeando
a cada unidad secretora (parénquima) se encuentra una capa de tejido conjuntivo
laxo con un extenso plexo de capilares sanguineos y linfaticos, donde se encuentran
frecuentemente plasmocitos y linfocitos.

El tejido conjuntivo que rodea cada lobulillo es denso y contiene conductos
interlobulillares, vasos sanguineos y linfdticos mayores. 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 pezén. La cisterna glandular es la encargada de



Introduccion

almacenar leche en los intervalos entre ordefios. La parte final del sistema de los
conductos termina en el canal papilar del pezén. Desde la cisterna glandular emerge
un conducto ensanchado, que atraviesa longitudinalmente al pezén, denominado
seno o cisterna de pezon. Entre la cisterna de la glandula y la del pezén se encuentra
un pliegue anular de mucosa, que contiene un circulo venoso, denominado
comunmente roseta de Fiirstenberg, que junto con el esfinter del pezén evitan la
salida pasiva de leche y la entrada de gérmenes y sustancias extrafias al interior de la

GM (Dellmann, 1994; Bragulla y col., 2003) (Figura 1).
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Figura 1: Morfologia general de la glandula mamaria bovina. Adaptado de Capuco y Ellis
(2005).

1.2- Involucion de la glaindula mamaria bovina

La GM bovina requiere de un periodo no lactante previo al parto, a fines de
optimizar la produccién de leche en la lactancia siguiente. Dicho periodo se conoce
con el nombre de involucién mamaria o “periodo seco”. La fisiologia de la GM en
este periodo difiere marcadamente respecto de la presentada durante la lactancia y

consta de 3 fases o etapas progresivas diferentes: 1) la fase de involucién activa, 2)
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la fase de involucion estable y 3) la fase de lactogénesis y calostrogénesis (Smith y

Todhunter, 1982) (Figura 2).
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Figura 2: Fases de la involucién de la ubre. Extraido y adaptado de Timén y col. (2007).

La involucién es un proceso mediante el cual el tejido glandular mamario se
somete a una amplia remodelacién que implica la muerte celular coordinada,
degradacion de la matriz extracelular y la regeneracion del tejido adiposo (Campbell
y col., 2014). Los cambios producidos en la composicion de la secreciéon son producto
de los cambios acontecidos en la fisiologia de las células epiteliales alveolares. Se
producen entonces cambios tanto histolégicos como ultraestructurales, asi como
mecanismos autofagociticos que devendran en la disminucién de la produccion
lactea (Hurley, 1989).

La fase de involucién activa comienza con el cese de la lactancia y dura
aproximadamente entre 21 y 28 dias (Sordillo y Nickerson, 1988). Si bien este periodo
de transicién funcional de estado lactante a no lactante es necesario para maximizar
la subsecuente produccién de leche, la GM muestra una susceptibilidad aumentada
a adquirir nuevas infecciones intramamarias (IIM) en esta fase (Oliver y Sordillo,
1988).

Durante este periodo la glandula sigue produciendo leche, lo cual induce un
incremento en la presiéon intramamaria. Al mismo tiempo, el cese del ordefio
determina que no se elimine regularmente el contenido de la glandula y se

4



Introduccion

interrumpe el proceso de arrastre que ejerce la salida de la leche para su desinfeccion
(Smith y Todhunter, 1982).

Estos hechos se ven acompanados ademads por otros cambios tanto a nivel
anatoémico como fisiolégico:

. Cambios anatémicos en el pezén: ensanchamiento y acortamiento
debido al aumento de la presién intramamaria, lo que facilita la entrada de bacterias,
puesto que el tapon de queratina esté recién comenzando a constituirse.

° Progresiva pérdida de actividad de las células alveolares secretoras, con
la consecuente reduccién de la secrecion lactea.

. Apoptosis y autofagia (Zarzynska y Motyl, 2008) de las células
secretoras.

Paralelamente, se producen cambios en la composiciéon de la secrecion lactea:

- Incremento en la concentraciéon de neutrdfilos y macréfagos,
encargados de la remocién de células epiteliales dafiadas, restos de leche, grasa y
caseina; lo cual compromete la capacidad fagocitica de estas células para hacer frente
a los microorganismos patogenos.

— Elevadas concentraciones de citrato.

— Aumento progresivo del nivel de Lactoferrina (Lf).

— Disminucién de la sintesis de grasa, lactosa y caseina.

La Lf constituye uno de los mecanismos de defensa inespecificos en la GM en
involucién, relacionadas con su alta afinidad de uniéon al hierro. Este elemento
constituye un nutriente necesario para el crecimiento de numerosas bacterias
patégenas, las cuales, de invadir la GM, deberdn competir con la Lf por su
disponibilidad (Smith y Todhunter, 1982). En esta etapa, los niveles de Lf se hallan
disminuidos, motivo que favorece el desarrollo bacteriano debido a su libre
disponibilidad de hierro.

Seguidamente se inicia la involucién estable. Durante este periodo se sella el
canal del pezén con un tapén de queratina, el volumen de la secrecién mamaria es
mantenido a niveles de sélo unos pocos ml, mientras que sus principales
constituyentes se reducen a minimas concentraciones (lactosa y citrato se encuentran
a concentraciones menores a 5 mg/ml y 0.2 mg/ml respectivamente). La proporciéon

5
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molar citrato/Lf se mantienen a 100 veces por debajo de los encontrados durante la
lactancia, mientras que las concentraciones de inmunoglobulinas (Ig) y Lf se hallan
elevadas. En cuanto a los elementos celulares, en animales libres de IIM, predominan
los linfocitos, gran nimero de macréfagos y en menor medida neutréfilos (Smith y
Todhunter, 1982). La duracion de esta fase puede ser variable y estudios recientes
indican que se puede reducir al minimo (Timén y col., 2007). Su extensién aumentara
o disminuird de acuerdo a la duracién total del periodo seco, en contraste con las
restantes fases, cuya duracion se ve controlada por procesos hormonales y eventos de
manejo. Si el periodo seco presenta una duracion menor a 40 dias, el tejido que se
encuentra transitando la etapa de involucion activa, iniciard simultdineamente la fase
de desarrollo a tejido secretor, lo cual podria contribuir a una disminucién en la
produccion de leche en la siguiente lactancia (Smith y Todhunter, 1982).

La ultima fase es la de calostrogénesis, comienza dos semanas antes del parto
y es el periodo en el cual la glandula se prepara para producir y almacenar calostro.
Se produce un aumento del volumen de la GM, las células alveolares se incrementan
en numero y en actividad, mientras que el flujo sanguineo aumenta
considerablemente, lo cual puede provocar edemas mamarios.

Nuevamente se incrementan los niveles de citrato mientras que decrecen los
de Lf a 2-3 mg/ml en calostro. Como resultado se modifica la relacion molar
citrato/Lf, incrementdndose alrededor de 100 veces en los dias préximos al parto, lo
cual se traduce en una pérdida de las propiedades antimicrobianas de la Lf. Por otro
lado se incrementan las concentraciones de Ig, en especial IgGi. Los macréfagos
predominan sobre otros tipos celulares, aunque su capacidad fagocitica, al igual que
la de los neutrofilos se ve disminuida. Se eleva la concentracién de grasa, lactosa y
caseina, favoreciendo el desarrollo bacteriano. El conducto del pezén también se
dilata y acorta debido a la mayor presiéon intramamaria, facilitando asi el acceso de
patogenos al interior de la glandula. Por lo tanto, en este periodo se incrementa la
susceptibilidad de la GM a nuevas IIM causadas por bacterias patogenas y
ambientales (Smith y Todhunter, 1982).

En relacién a la duracion del periodo de secado en vacas en lactancia se han

realizado numerosos estudios, demostrando que un periodo de secado de 40 a 60
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dias de duracién, promueve la proliferacion de las células epiteliales mamarias para
maximizar la produccién y composicion de leche en la préxima lactancia (Capuco y

col., 1997; Kuhn y col., 2005; Sawa y col., 2012; Cermakova y col., 2014).

1.3- DProcesos de remodelacién y apoptosis en la GM bovina durante la

involucidon

1.3.1- Remodelacion

Durante el periodo seco la GM atraviesa un importante proceso de
remodelacién, tanto en la involucién temprana como en la mamogénesis (Capuco y
Akers, 1999). Se produce una significativa renovacion y reemplazo de células
epiteliales senescentes, asi como cambios en la composicion del estroma
intralobulillar, en especial durante la mamogénesis (Capuco y col., 1997; Sorensen y
col., 2006; Annen y col., 2007; De Vries y col., 2010). Estudios previos en modelos
murinos, han demostrado que la composiciéon del estroma es importante en la
regulacion del destino de las células epiteliales mamarias (Silberstein y col., 1992;
Farrelly y col., 1999). En este sentido, estudios en cultivos de células epiteliales
mamarias (CEM) bovinas, ha demostrado que la composicion de la matriz
extracelular regula la diferenciacién de las células progenitoras en un fenotipo
secretor (Holland y col., 2007).

Los factores transformantes del crecimiento-beta (TGF-$) son miembros de
una gran superfamilia de proteinas que incluye entre otras, TGF-p1, TGF-2 y TGF-
B3, asi como también activinas e inhibinas (Kingsley, 1994). Existen antecedentes
sobre la expresion de varios de los miembros de esta superfamilia en diversos
estadios del desarrollo mamario (Phippard y col., 1996; Jeruss y col., 2003; Manickam
y col., 2008); sin embargo, las diferentes isoformas de TGF-f y sus receptores, han
sido los miembros méas extensamente estudiados durante la involucion de la GM,
destacando su importancia funcional en el proceso de remodelacion normal (Plath y
col,, 1997; Plaut y col., 2003; Zarzynska y col., 2007; Flanders y Wakefield, 2009; De
Vries y col., 2010, 2011).
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Los mamiferos expresan tres isoformas altamente homoélogas de TGF- (TGFE-
p1, TGF-B2 y TGF-B3), las cuales comparten 70 % de su secuencia en la regiéon C-
terminal biol6gicamente activa, todas se unen al mismo complejo receptor y activan
las mismas cascadas de sefializaciéon. La mayoria de las células expresan una o mas
de las tres isoformas de TGF-f3, siendo el TGF-1 la isoforma mé&s abundante e
intensamente estudiada. Los efectos de TGF-p estdan mediados por tres receptores
especificos de la superficie celular (TGF-pR1, TGF-BR2 y TGF-BR3) presentes en la
mayoria de los tipos celulares. Los receptores tipo 1 y 2 estdn directamente
involucrados en la transduccién de sefiales, mientras que el tipo 3 favoreceria la
unién de los TGF-p a los otros dos subtipos de receptores (Flanders y Wakefield,
2009).

Se ha demostrado que TGF-B regula un amplio espectro de actividades
biolégicas, que incluyen: crecimiento y diferenciacion celular, apoptosis, migracion
celular, funciones inmunes, angiogénesis y producciéon de matriz extracelular (Feng y
Derynck, 2005; Massague y Gomis, 2006). En la GM TGF- regula el crecimiento
ductal y el desarrollo mediante su efecto inhibitorio sobre el crecimiento celular y su
efecto estimulatorio sobre fibroblastos y otras células estromales (Daniel y col., 2001).
Ademas, en cuanto a su rol en el desarrollo de la GM, se ha demostrado que suprime
la respuesta inmune e inflamatoria, aunque también se le han atribuido ciertas
propiedades proinflamatorias (Letterio y Roberts, 1998; Ashcroft, 1999; Flanders y
Wakefield, 2009).

Se ha demostrado que TGF-f31 cumple un rol importante en la inhibicién de la
proliferacion de las CEM y en la modulacién de la plasticidad epitelial (Ewan y col.,
2005). Constituye un agente apoptogénico para CEM de origen murino (Motyl y col.,
2000) y bovino (Gajewska y col., 2004) e induce la apoptosis a través de la accion de
la caspasa-3 y M-calpaina (Kulik y col., 1997). La regulaciéon de este proceso, a través
de la via mitocondrial, depende de la interaccién entre la proteina proapoptética Bax
y un canal anionico dependiente de voltaje -1 (VDAC-1).

La apoptosis es una de las funciones biologicas de TGF-$ mas estudiada
durante la involucién segtn los trabajos realizados por Nguyen y Pollard (2000).

Dada la conocida capacidad de inducir apoptosis en varios tipos celulares in vitro
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(Sanchez-Capelo, 2005) seria razonable proponer que el aumento de las diferentes
isoformas de TGF-f y de sus receptores, podrian jugar un rol critico en la induccién
de la apoptosis de las células epiteliales durante la involucién en GM bovina. Por
otra parte, numerosos estudios han caracterizado la expresiéon de las interleuquinas
(IL) proinflamatorias clasicas IL-1, IL-8 y factor de necrosis tumoral- alfa (TNF-a) en
mastitis causadas por Staphylococcus aureus en bovinos (Riollet y col., 2001;
Bannerman y col.,2004; Bannerman, 2009; Dallard y col.,2009; Schukken y col.,2011);
sin embargo, poco se conoce aun acerca de los cambios en la expresiéon de otras
citoquinas, incluyendo los componentes de la subfamilia TGF-3, durante las IIM por

este microorganismo.

1.3.2- Apoptosis

La muerte celular programada o apoptosis es un proceso fisiologico en el cual
estimulos del desarrollo o ambientales activan un programa genético para llevar a
cabo una serie especifica de eventos que culminan en la muerte celular, sin
alteraciones de la arquitectura o de la fisiologia tisular (Hockenbery, 1995). Es una
forma de muerte celular adenosin trifosfato (ATP) dependiente, caracterizada
morfolégicamente por la condensacion de la cromatina, fragmentaciéon nuclear y
disminucién del tamafio de la célula (Granville y col.,, 1998; Reed, 2000). Los
productos de la degradaciéon del acido desoxiribonucleico (ADN) en fragmentos
oligonucleosomales, generan un caracteristico patron en escalera en electroforesis de
geles de agarosa, por lo cual esta caracteristica ha sido extensamente utilizada para
detectar apoptosis. Posteriormente, el desarrollo de otras técnicas, como la de
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labelling), han
permitido la marcacién enzimatica de la ruptura de las cadenas de ADN vy la
deteccion de apoptosis en los tejidos (Gavrieli y col., 1992).

El resultado final de la apoptosis es la fragmentacion de la célula en cuerpos
apoptéticos limitados por membrana que son rapidamente removidos por células
fagociticas como macréfagos (Sladek y Rysanek, 2000), o por las células sanas
adyacentes del parénquima, que seguidamente, migran o proliferan reemplazando

asi el espacio ocupado por la célula apoptoética suprimida (Cohen, 1993).
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En contraste con la apoptosis, la muerte por necrosis es un proceso
independiente de energia que implica un aumento de tamafio de la célula y de sus
organulos intracelulares, con lo que ésta pierde la integridad de la membrana,
alterandose la regulacién de la homeostasis ionica. El proceso culmina con la ruptura
de la membrana plasmatica y la consecuente liberacion al espacio extracelular de su
contenido intracelular y disolucién de los organulos, lo que convierte a la célula en
una masa de desechos. A diferencia de la apoptosis, la necrosis produce una
respuesta inflamatoria localizada que puede causar un mayor dafio al tejido (Majno y
Joris, 1995, Reed, 2000).

Existen dos caminos principales que conducen la apoptosis: la via intrinseca y
la via extrinseca. La primera de ellas implica a la participacién de las mitocondrias y
puede ser desencadenada por estresores intracelulares tales como los oxidantes. La
mitocondria libera citocromo-c, el cual participa en la formacién del apoptosoma, que
junto a la molécula adaptadora Apaf-1 (apoptosis protease-activating factor-1), resultan
en el reclutamiento y activacion de la caspasa-9, requiriendo para esto dATP o ATP.
Posteriormente la caspasa-9 activa las procaspasas -3 y -7, siendo estas caspasas
efectoras las responsables del clivaje de varias proteinas que llevan a la morfologia y
bioquimica de la apoptosis (Yin y col., 2000).

Por otro lado, la via extrinseca es inducida por la activacion de receptores de
muerte localizados en la superficie celular. La proteina transmembrana Fas, también
conocida como APO-1 o CD95, es miembro de la superfamilia de receptores de TNF
y es capaz de mediar la muerte por apoptosis en varios tipos celulares (Kikuchi y col.,
2014). La unién de los ligandos al complejo de receptores de muerte recluta a la
molécula adaptadora FADD (Fas-associated protein with death domain) y activa a la
caspasa-8. Un estudio reciente ha demostrado que S. aureus induce apoptosis en
cultivos primarios de células epiteliales mamarias bovinas (pBMEC) a través del
receptor de muerte Fas-FADD y seguidamente la sefalizacion dependiente de
caspasa-8 (Hu y col., 2014).

Uno de los principales reguladores de la apoptosis, a través de la via
mitocondrial, es la familia de las proteinas Bcl-2 (Reed, 1997). Se sabe que miembros

de esta familia estan implicados en la regulacién de la apoptosis y pueden actuar
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tanto como promotores o inhibidores de muerte (Andres y Strange, 1999). Esta
familia incluye proteinas antiapoptoticas como Bcl-2 y proapoptéticas como Bax
(Colitti y col., 2012). La acumulacion de Bax en organelas membranosas precede la
activacion de la caspasa-3, efectora de la apoptosis (Zhang y col., 1998).

La variacion en la expresion de la red de proteinas anti y proapoptoéticas asi
como en los eventos de sefalizacion involucrados en la apoptosis celular en la GM
bovina no ha sido completamente estudiada hasta el momento. En un estudio previo
realizado por Dallard y col. (2008), se ha demostrado un incremento en la expresion
proteica de Bax y caspasa-3 activa en tejido mamario proveniente de cuartos
cronicamente infectados con S. aureus durante la involucién, sugiriendo que la via
dependiente de las caspasas estd implicada en los procesos de apoptosis en este
tejido.

Los mecanismos involucrados en el dafio ocasionado al tejido mamario por
las IIM no han sido totalmente esclarecidos, pero incluyen tanto apoptosis como
necrosis. Estos dos tipos de muerte celular difieren en cuanto a los cambios
morfolégicos, bioquimicos y moleculares que producen en las células destinadas a
morir (Fink y Cookson, 2005). Estudios recientes han demostrado que tanto los
factores de virulencia de las bacterias invasoras como las reacciones inmunes del
hospedador contribuyen al dafio del tejido mamario (Zhao y Lacasse, 2008).

En el caso de las IIM por S. aureus, la induccién de apoptosis por este patégeno
puede generar dafio en el tejido mamario, comprometer la respuesta inmune
antimicrobiana y de este modo facilitar la propagacion bacteriana (Genestier y col.,
2005; Zhao y Lacasse, 2008). Estudios in vitro han demostrado que S. aureus induce
apoptosis en neutréfilos (Sladek y col., 2005; Genestier y col., 2005), linfocitos (Slama
y col.,, 2009), macréfagos (Krzyminska y col., 2012) y CEM bovinas (Bayles y col.,
1998; Hu y col., 2014). Sin embargo, poco se conoce acerca de los mecanismos de
muerte de las células mamarias in situ, en vacas crénicamente infectadas con S.
aureus (Dallard y col., 2008).

Finalmente, la remodelaciéon de la GM depende de un dindmico equilibrio
entre procesos de mitosis y apoptosis. Estudios previos han cuantificado la

renovacién celular en GM no infectadas (Capuco y col., 2002; Sorensen y col., 2006;
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Norgaard y col.,, 2008) y en GM infectadas con S. aureus, utilizando diferentes
marcadores (Dallard y col., 2008) de proliferacion celular in situ. Dallard y col. (2007,
2008) demostraron que la proliferacion celular, determinada por la inmunomarcacién
de antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) y Ki-67, se vio incrementada en
células epiteliales y estromales en cuartos infectados crénicamente con S. aureus,
comparados con cuartos no infectados, durante la involucién temprana de la GM

bovina.

1.4- Mecanismos de defensa de la glandula mamaria bovina

Los mecanismos de la respuesta inmune en la GM bovina involucran diversos
factores fisicos, celulares y moleculares asociados a este tejido que se engloban dentro
de la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. Ambos mecanismos de respuesta
interacttian en forma coordinada en un intento de proporcionar protecciéon contra los
microorganismos causantes de mastitis.

En primer lugar, la respuesta inmune innata estimula a la respuesta inmune
adquirida e influencia su naturaleza. En segundo lugar, la respuesta adaptativa
utiliza varios de los mecanismos efectores de la respuesta inmune innata para
eliminar a los microorganismos, y dicha acciéon frecuentemente incrementa la
actividad antimicrobiana de esta dltima respuesta. Por lo tanto, de la eficiencia de
esta relacion dependera la resistencia a nuevas infecciones (Sordillo y col., 2002;
Burvenich y col., 2003; Rainard y Riollet, 2006; Schukken y col., 2011).

La inmunidad innata, que representa la primera linea de defensa durante las
etapas tempranas de la interaccién con el microorganismo, cumple un papel
determinante en el establecimiento, progresiéon y gravedad de la infeccion, asi como
en el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa (Aitken y col., 2011). Algunos
mecanismos de defensa innatos preexisten en la GM, mientras que otros son
inducidos y se activan rapidamente después de la exposicién al microorganismo y
sus productos (Wellnitz y Bruckmaier, 2012).

La inmunidad innata estd mediada por macréfagos, células dendriticas (CD),

neutrofilos, células asesinas naturales o natural killer (NK) y ciertos factores solubles.
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A pesar de que esta respuesta involucra mecanismos que no son antigeno-especificos,
no debe entenderse como una respuesta no especifica, ya que presenta especificidad
molecular (Vivier y Malissen, 2005). La inmunidad innata existe previamente al
encuentro del patégeno y se activa rdpidamente en el sitio de infeccién por
numerosos estimulos, pero no aumenta con la exposiciéon repetida al mismo
antigeno. La accion de la respuesta innata est4 formada por 2 tipos de componentes;
los residentes, que estan presentes en la escena y son inducidos cuando el patégeno
ingresa, y aquellos que deben movilizarse hacia el 6rgano especifico donde se
desarrolla la infeccion. La unién entre estas defensas innatas es mediada por la
inflamacién, por lo que, cuando las defensas residentes no son suficientes para
contener o erradicar la infeccion, las defensas sistémicas son reclutadas (Rainard y
Riollet, 2006). Si los mecanismos de defensa innata funcionan adecuadamente,
muchos patédgenos son eliminados rdpidamente dentro de un periodo de tiempo
corto y antes de que la respuesta inmune especifica se active. La eliminacién rapida
de la bacteria con frecuencia no resulta en cambios en la calidad de la leche o
disminucién de la produccién (Sordillo y Streicher, 2002).

Si el patégeno es capaz de evadir el sistema de defensa innato o no es
eliminado, el sistema de defensa de la inmunidad adquirida es disparado. La
respuesta inmune adquirida reconoce determinantes antigénicos especificos del
patogeno, y si el hospedador debe enfrentar al antigeno més de una vez, un estado
elevado de reactividad inmune puede ocurrir como consecuencia de la memoria
inmunolégica. En comparacion con la primera exposicién, la respuesta de memoria
puede ser mucho mds rdpida, considerablemente més fuerte, mas duradera y, con
frecuencia, més efectiva en remover o eliminar al patégeno (Sordillo y Streicher,
2002; Schukken y col., 2011). Estd mediada por linfocitos B que sintetizan
anticuerpos, y por linfocitos T que acttian en forma directa o a través de la sintesis de

factores solubles.
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En la Tabla 1 se resumen los componentes principales y caracteristicas de la

respuesta inmune innata y adaptativa.

_NNATR - M= 3 ADATTATVA
Caracteristicas
- No especifica de antigenos - Memoria inmunoloégica
- Inducida por una variedad - Inducida por antigenos especificos e
de estimulos. interaccion con receptores (antigeno
especifica)
- Presente o rapidamente - Mayor respuesta a exposiciones
activada repetidas
Componentes efectores
- Complemento - Anticuerpos
- Proteinas de fase aguda. - Linfocitos Ty B

- Fagocitos, células NK

Citoquinas reguladoras
TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 IL-2, IL-4, IL-5, INF-y

Tabla 1: Resumen de los principales componentes y caracteristicas de la respuesta inmune innata

y adaptativa.

1.4.1- Defensas anatémicas

El canal del pezon es la primera linea de defensa, ya que constituye la ruta a
través de la cual ingresan los patégenos a la GM (Figura 3). El pezén contiene un
esfinter muscular que mantiene cerrado el canal entre ordefios aislando el interior de
la GM. Por lo tanto, una falla en su estructura podria relacionarse con un incremento
en la incidencia de mastitis.

El canal del pezon esta recubierto con queratina, la cual provee una barrera
fisica adicional, previniendo la migraciéon bacteriana al interior de la cisterna de la
GM. Acidos grasos esterificados y no esterificados (miristico, palmitoleico, y
linoleico) funcionan como bacteriostaticos y se asocian con la queratina. Asi también,
proteinas cationicas asociadas con queratina pueden unirse a microorganismos
patoégenos causantes de mastitis, incrementando su susceptibilidad a cambios

osmoticos (Oviedo-Boyso y col., 2007).
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Figura 3: A. Esquema que muestra las defensas anatémicas mds importantes en la glandula mamaria
bovina que acttian como barrera. B. Defensas celulares y solubles que participan en la respuesta
inmune innata de la glandula mamaria. Los macréfagos localizados en los alvéolos mamarios
fagocitan bacterias localizadas en la cisterna de la glandula. Estos macréfagos activados liberan
citoquinas como factor de necrosis tumoral-aLfa (TNF-a) e interleuquina-1beta (IL-1P). C. Las células
endoteliales de los vasos sanguineos adyacentes a los alvéolos expresan moléculas de adhesién en
respuesta a citoquinas proinflamatorias, esto, de hecho, facilita el reclutamiento de neutroéfilos
provenientes del flujo sanguineo al sitio de infeccién para eliminar bacterias invasoras. Asimismo, las
células epiteliales mamarias (CEM) presentan funciones de reconocimiento de patégenos. (Adaptado
de Oviedo-Boyso y col., 2007).

1.4.2-Reconocimiento del patogeno e iniciacion de la respuesta inmune innata

El contacto entre las bacterias que ingresan a la GM tanto con las células del
sistema inmune presentes en la leche como con las células epiteliales que recubren
los conductos excretores, desencadena la induccién de la respuesta inmune innata, la
cual constituye la primera linea de defensa contra los patdgenos causantes de
mastitis (Wellnitz y Bruckmaier, 2012). Una respuesta inmune rapida y efectiva se
basa en el reconocimiento precoz de los patoégenos potenciales (Akira y col., 2006). La
respuesta inmune innata se inicia cuando receptores de reconocimiento de patrones

(PRR: pattern recognition receptors) especificos, en la superficie o dentro de las células
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del hospedador, se unen a moléculas particulares de las bacterias, denominadas
patrones moleculares asociados a patoégenos (PAMP: pathogen-associated molecular
patterns). Estos patrones moleculares constituyen un conjunto de moléculas
conservadas y compartidas por grupos diversos de microorganismos y estan
presentes en su superficie o se liberan cuando los mismos se replican o degradan
(Takeda y Akira, 2005). Los PRR son expresados por los leucocitos de la leche y por
las células epiteliales que recubren la GM (Strandberg y col., 2005).

Los receptores tipo toll (TLR: toll-like receptors) forman parte de los PRR, son
proteinas estructuralmente relacionadas que reconocen diferentes PAMP e inducen
la produccién de factores secretados como citoquinas (Akira y col., 2006). En bovinos,
en los tltimos afos, se han descripto las secuencias de 10 TLR (Werling y col., 2006).
Los receptores TLR2 y TLR4 estan involucrados en forma significativa en infecciones
bacterianas, activandose principalmente en respuesta a las IIM con bacterias Gram
positivas y Gram negativas, respectivamente (Takeda y Akira, 2005). La unién del
ligando al TLR estimula la activaciéon del factor de transcripciéon nuclear-xB (NF-kB)
y quinasas activadas por mitégenos (MAPK) conduciendo a la produccién de
importantes mediadores de la inmunidad innata, tales como IL-6, IL-12, IL-18,
interferéon (IFN)-a e IFN-y. Concomitantemente, la sefalizaciéon por TLR induce
moléculas coestimuladoras esenciales para la iniciacion de la respuesta inmune
adaptativa, como B7.1 (CD80) y B7.2 (CD86), las cuales son proteinas de superficie
expresadas por células presentadoras de antigeno (CPA). La presencia de estas
moléculas coestimuladoras y la presentacion de los componentes antigénicos
microbianos activan las células T CD4+ requeridas para iniciar la respuesta inmune
adaptativa (Takeda y Akira, 2005).

Todas las vias de transduccion de sefiales de TLR activan finalmente el NF-xB
(Akira y Takeda, 2004). La via dependiente de MyD88 (proteina de diferenciacién
mieloide primaria) se asocia con la fase de respuesta temprana de NF-xB, mientras
que la via independiente de MyD88 se asocia con la fase de respuesta tardia de NF-
kB (Gunther y col., 2011). La produccién de mediadores cuya transcripciéon ocurre
tras la activacion de NF-xB juega un rol critico en la respuesta inmune de la GM

frente a las infecciones. Se ha determinado que la expresion de citoquinas durante la
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mastitis bovina se correlaciona con la activaciéon de NF-xB (Yang y col., 2008; Lara-
Zarate y col., 2011) y que la magnitud y duracién de la respuesta de citoquinas en las
IIM depende del patégeno actuante (Bannerman, 2009). En general, las bacterias
Gram negativas que expresan lipopolisacarido (LPS) en su superficie, como los
organismos coliformes, inducen una respuesta de citoquinas pro-inflamatorias
rapida y de mayor magnitud que las bacterias Gram positivas como S. aureus
(Wellnitz y Bruckmaier, 2012). Estas diferencias explican en parte, por qué las
bacterias coliformes causan generalmente mastitis agudas con signos clinicos, que
pueden ser de moderados a severos; mientras que S. aureus causa mastitis que
pueden comenzar con episodios agudos o subagudos, que generalmente evolucionan

hacia la cronicidad con signos clinicos escasos o ausentes.

1.4.3- Elementos celulares

Si las bacterias son capaces de atravesar el esfinter del pezén y penetrar en el
canal del mismo, la segunda linea de defensa consiste en las células del sistema
inmune innato y adaptativo, como macréfagos, CD, neutréfilos y linfocitos, asi como
las CEM (Figura 3). El namero y actividad de las poblaciones leucocitarias juega un
rol vital en la determinaciéon de la severidad y duraciéon de las IIM (Sordillo y

Streicher, 2002).

Contribucion del epitelio mamario en la inmunidad:

Las CEM que revisten el canal del pezén, la cisterna de la glandula y los
alvéolos constituyen en conjunto las primeras células que reconocen a los patégenos
y participan en el desencadenamiento de la respuesta inflamatoria en la GM.
Expresan PRR y principalmente TLR (Alva-Murillo y col., 2012). En respuesta a una
estimulacion bacteriana las CEM secretan moléculas efectoras y mediadores
inflamatorios de la inmunidad innata. Se observé que pueden secretar IL-8, y otros
componentes de defensa como defensinas, metabolitos de acido araquidénico y Lf
entre otras (Rinaldi y col., 2010, Smolenski y col., 2011, Alva-Murillo y col., 2012,
Wellnitz y col., 2012, Ezzat Alnakip y col., 2014).
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Macréfagos:

Son derivados de monocitos de la sangre y se diferencian dentro de la GM. Son
las células predominantes en la leche (35-79%) (Paape y col., 2003), y en los tejidos de
GM sana durante la involucién y la lactancia (Ezzat Alnakip y col., 2014). Durante las
IIM los macréfagos estan implicados en mdltiples niveles y son indispensables para
el reconocimiento y eliminacion de las bacterias causantes de mastitis. Las funciones
de los macrofagos en el sistema de defensa innato consisten en fagocitar las bacterias
y destruirlas con proteasas y especies reactivas de oxigeno. Mas alla de la actividad
como fagocitos profesionales, la habilidad de los macréfagos para secretar sustancias
que faciliten la migraciéon y actividad de otros tipos celulares, seria la de mayor
importancia en la respuesta innata de la GM (Sordillo y Streicher, 2002). De hecho,
cuando los macréfagos reconocen bacterias, disparan la liberacion de
prostaglandinas, leucotrienos y citoquinas pro-inflamatorias, como IL-13 y TNF-a,
que aumentan el proceso inflamatorio local y favorecen la actividad bactericida de
los neutréfilos. Los macréfagos también juegan un rol en el desarrollo de la respuesta
inmune adaptativa a través del procesamiento y presentaciéon de antigenos en
asociacion con el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase II (Sordillo y
Streicher, 2002). La actividad fagocitica de los macréfagos puede incrementarse en
presencia de anticuerpos opsénicos. En el ganado vacuno, los macréfagos de la GM
expresan receptores para IgGl e IgG2 (Grant y col., 1996). A diferencia de los
neutroéfilos, los macréfagos poseen menos receptores Fc, lo que disminuye su
capacidad de fagocitosis (Sordillo, 2005). Los macréfagos de GM son menos eficaces
para la fagocitosis en comparacién con los monocitos de sangre, porque realizan una
ingestion indiscriminada de componentes de la leche (Denis y col.,, 2006, Ezzat

Alnakip y col., 2014).

Células dendriticas:

Entre las CPA se destacan las CD, los macréfagos y los linfocitos B. Las CD son
consideradas células profesionales en el procesamiento y presentacién 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.
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De acuerdo a la naturaleza del antigeno y dependiendo del momento fisiol6gico en
que se encuentra el animal presentardn el antigeno en combinacién 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 secreciéon de citoquinas: IL-2, IL-12 e IFN-y) y
proliferacion de linfocitos T CD8+ citotéxicos. Por el contrario, si la particula
antigénica es presentada en combinacién con el CMH-II, predominara la secrecién de
IL-4, IL-5 e IL-6, con proliferacién de linfocitos B, produccién de inmunoglobulinas y

respuesta inmunitaria de base humoral (Hope y col., 2003).

Neutrofilos:

Los neutréfilos, constituyen la segunda linea de defensa contra las IIM y
representan un 3-26% de las células con funcién antimicrobiana (Paape y col., 2000).
Incluso en GM saludables, estas células se encuentran permanentemente presentes en
su interior, aunque en un muy bajo nimero, y se ha demostrado que el estimulo del
ordefio acompafiado por la remocion de la leche induce directamente la migracion de
nuevos neutréfilos al tejido mamario (Paape y Guidry 1969).

Los neutréfilos bovinos atraviesan el epitelio de la GM por diapédesis sin
causar dafio a las células epiteliales (Lin y col., 1995) a menos que la migracion sea
extensa, en cuyo caso tanto el dafio mecanico como quimico son posibles (Akers y
col., 2011). Constituyen la primera célula inmune reclutada al sitio de infeccion
(Mehrzad y col., 2010). Los neutréfilos poseen una membrana con un nimero de
receptores funcionalmente importantes: 1- moléculas de adhesién L-selectina y (32-
integrina, que promueven la union a células endoteliales para facilitar su migracion
hacia el foco de infeccién y 2- receptor de la porcién Fc de las inmunoglobulinas IgG2
e IgM y para C3b y iC3b (Ezzat Alnakip y col., 2014). Estos receptores median la
primera funcién que cumplen los neutréfilos en la GM, que es fagocitar al
microorganismo (Rainard y Riollet, 2006).

Otra funcién de los neutrdfilos es contribuir a la modulaciéon de la
permeabilidad vascular y permitir la llegada de mediadores inflamatorios que juegan
un rol crucial en la coordinacion entre la inmunidad innata y adaptativa (Sordillo y

col., 2002). Los neutréfilos eliminan al patégeno principalmente por fagocitosis y
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muerte intracelular empleando numerosos mecanismos antibacterianos: formacién
de trampas extracelulares de neutréfilos (NET, del inglés Neutrophil Extracellular
Trap), estallido respiratorio, péptidos antibacterianos y defensinas. Los neutréfilos
activados liberan el material nuclear y el contenido de sus granulos de manera
similar a una red (NET), que fisicamente atrapa bacterias. Estas trampas contienen al
patégeno y lo ubican en un entorno local con altas concentraciones de agentes
antimicrobianos liberados por los neutréfilos, lo cual aumenta las posibilidades de
muerte de la bacteria (Brinkmann y col., 2004). Las funciones fagociticas y el estallido
oxidativo de los neutrofilos se reducen drasticamente cuando toman contacto con la
leche, debido a la ingestiéon de grasa y caseina (Mehrzad y col., 2005). Sin embargo,
las funciones alternativas de los neutroéfilos tales como la liberaciéon de NET, no
parecen verse afectadas por la presencia de leche (Lippolis y col., 2006). Por lo tanto,
los NET podrian constituir importantes mecanismos bactericidas empleados por los
neutroéfilos durante las IIM (Lippolis y col., 2006).

Los neutréfilos en leche se renuevan frente a estimulos como la lactacién. Sin
embargo, se observé que la fagocitosis de grasa de la leche, produce una alteracion
de los granulos citoplasmaticos disminuyendo su actividad bactericida (Paape y col.,
2002). También se observé que la fagocitosis de glébulos de grasa, lleva a su
degradacién y generaciéon de radicales hidroxilos, lo que puede dafiar el epitelio
mamario y de este modo alterar la actividad sintética de la GM contribuyendo a las
pérdidas de produccion en caso de IIM (Ezzat Alnakip y col., 2014). Luego de
cumplir con sus funciones, sufren apoptosis y son eliminados por macréfagos

(Paape y col., 2002; Paape y col., 2003).

Células NK:

Las células NK son linfocitos de gran tamafio 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 células tumorales o infectadas con virus y al degranularse
secretan perforinas que destruyen la célula blanco por disrupcién de la membrana

celular.
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Si bien los neutréfilos y macréfagos estdn muy bien preparados para encontrar
y eliminar los patégenos extracelulares, las células NK son criticas al momento de
eliminar patégenos intracelulares (Rainard y Riollet, 2006). Ademas, las células NK
son capaces de eliminar bacterias Gram negativas y Gram positivas lo que les
confiere importancia en la prevencion de ambos tipos de IIM (Shafer-Weaver y

Sordillo, 1996; Rainard y Riollet, 2006).

Linfocitos:

Si la bacteria invasora de la GM sobrevive, la infiltraciéon de neutréfilos es
reemplazada, luego de un corto periodo, por linfocitos T y B. Los linfocitos pueden
reconocer una amplia variedad de estructuras antigénicas a través de receptores de
membrana que definen la especificidad, diversidad y las caracteristicas de memoria
del sistema inmune.

Los linfocitos T reconocen los componentes antigénicos a través de receptores
de membrana y son los responsables de la regulacién y efectividad de la respuesta
inmunitaria (Janeway y col., 2001). Del total de linfocitos sanguineos, la subpoblacién
de células T es la predominante en los rumiantes, llegando a representar hasta un
80% del total (Tizard, 2000).

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 af3, los cuales a su vez pueden ser subdivididos en T helper o colaboradores
(CD4+) y T citotoxicos/supresores (CD8+), y los linfocitos yo. 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 implementaciéon de una adecuada respuesta inmunitaria y por consiguiente
la salud general del animal (Meglia, 2007). En la GM bovina sana predominan los
linfocitos Tap que expresan el fenotipo CD8+ fundamentalmente, en contraste con
los de sangre periférica que expresan primariamente el fenotipo CD4+ (Asai y col.,
1998). En el tejido glandular mamario de animales sanos, los linfocitos T CD4+ se
localizan en la porcién interalveolar, mientras que los linfocitos T CDS8+ se

encuentran principalmente rodeando a los alvéolos (Leitner y col., 2003).
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Durante la mastitis, prevalecen los linfocitos T CD4+ que son activados en
respuesta al reconocimiento de los complejos antigenos CMH-II en las CPA, como
linfocitos B o macréfagos. Cuando un linfocito T CD4+ madura, puede diferenciarse
hacia, al menos, 4 fenotipos de células Th, caracterizados segiin sus factores de
transcripcion, perfiles de citoquinas y funciones efectoras en: células Thl (respuesta
citotéxica pro-inflamatoria, productoras de IFN-y e IL-2), Th2 (respuesta humoral
mediada por células B, productoras de IL-4, IL-5 e IL-13), Th17 (respuesta mediada
por neutrofilos, productoras de IL-17 e IL-22) y Treg (respuesta regulatoria,
productoras de IL-10) (Zhu y col., 2010). Durante el periparto, las células CD4+
expresan menos IFN-y e IL-2 y aumentan la expresion de IL-4, IL-5 e IL-10, en
comparacion con las células CD4+ obtenidas sobre el final de la lactancia (Shafer-
Weaver y col., 1999). Estas observaciones sugieren que la activacion linfocitaria hacia
una via Th2, tendria influencia sobre la respuesta inmune frente al patégeno y la
susceptibilidad a IIM presentada en el periparto; aunque dicho mecanismo no ha
sido adn confirmado.

Los linfocitos T CD8+ poseen funciones tanto citotéxicas como supresoras, y
por lo tanto pueden eliminar células del hospedador que expresen antigenos
extrafnos (en asociaciéon con el CMH-I) o pueden controlar o modular la respuesta
inmune durante la infeccién bacteriana. Se ha sugerido que las células T CD8+
citotéxicas pueden actuar como “depuradores” (scavengers) removiendo células
secretoras viejas o dafiadas, las cuales pueden incrementar la susceptibilidad de la
GM a las infecciones (Taylor y col., 1994). La evaluacion de secreciones lacteas de GM
bovinas infectadas con S. aureus revela una subpoblaciéon de linfocitos T CD8+
activados que son capaces de alterar o suprimir la respuesta proliferativa de los
linfocitos T CD4+ (Park y col., 1993). Los roles inmuno-regulatorios de los linfocitos T
CD8+ también dependen del estadio de la lactancia. En un estudio realizado con
células de sangre periférica de vacas lecheras, se observé que linfocitos T CD8+
obtenidos en la mitad de la lactancia exhibian actividades citotoxicas y expresaban
IFN-y, mientras que los obtenidos durante el periodo post-parto temprano no
presentaban actividad citotéxica y expresaban principalmente IL-4 (Shafer-Weaver y

Sordillo, 1997). La predominancia del fenotipo supresor de las células CD8+ en el
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periparto, podria ser una de las razones que expliquen el incremento de la incidencia
de IIM en dicho momento.

Durante las IIM causadas por S. aureus, se produce un incremento en ambos
tipos de linfocitos. Cuando la infeccion ya se ha establecido, predomina el
reclutamiento de linfocitos CD8+, lo que sugiere que este tipo de linfocitos
desempefia una importante funcién en mastitis crénicas causadas por S. aureus
(Riollet y col., 2001; Rivas y col., 2002; Grénlund y col., 2006; Oviedo-Boyso y col.,
2007).

Las células Tyd no han sido bien caracterizadas, pero se sugiere que tendrian
capacidad citotéxica, lo que las convertiria en una importante linea de defensa contra
agentes infecciosos, particularmente patogenos intracelulares (Skyberg y col., 2011).
Soltys y Quin (1999) mostraron un aumento de estas células en sangre durante IIM
estafilococcicas. Tanto en humanos como en bovinos, se ha propuesto que las
interacciones que desencadenan la activacion de las células Ty0 serian
independientes de CMH y dependientes del Receptor de células T (TCR). Ademas,
estas células podrian ser directamente activadas por PAMPs en ausencia de CPA, lo
cual tendria implicancia en la respuesta inmune innata (Plattner y Hostetter, 2011).
La contribucién de las variaciones de los linfocitos Ty en la inmunidad global de la
GM no esta del todo clara, debido a que las funciones bioldgicas de estas células son
aun especulativas.

El principal rol de los linfocitos B es el de producir anticuerpos contra
patégenos invasores. A diferencia de los macréfagos y neutrofilos, los linfocitos B
utilizan los receptores de membrana para reconocer antigenos especificos (Sordillo y
col, 1997). De manera similar a los macréfagos y CD, estos linfocitos pueden
funcionar como CPA. Los linfocitos B internalizan, procesan y presentan el antigeno
en el contexto del CMH-II a los linfocitos T CD4+. Después de la presentacion del
antigeno procesado, los linfocitos T secretan IL-2, la cual induce a su vez
proliferacién y diferenciacion de linfocitos B en células plasmaticas que producen
anticuerpos y células de memoria. A diferencia de los linfocitos T, los linfocitos B,

permanecen constantes durante la lactancia (Shafer-Weaver y Sordillo, 1996).
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1.4.4-Factores solubles

Existen factores solubles tanto especificos como no especificos, los cuales
representan una linea de defensa de suma importancia para la GM bovina. Dichos
factores pueden participar en una respuesta protectora efectiva contra la invasion

por parte de patégenos.

Citoquinas y quimioquinas:

El papel de las citoquinas y quimioquinas en la GM se ha estudiado
intensamente en los ultimos afios. No sélo juegan un papel importante en la
fisiologia sino en los aspectos de la inflamacién y la inmunidad. Sin embargo, a pesar
de su rol fundamental en la respuesta del hospedador a la infeccién, también pueden
generar efectos deletéreos sobre el mismo. Por lo tanto, existe un fino balance entre
los efectos positivos y negativos de las citoquinas en el hospedador, que esta
establecido por la maduracién, cantidad y ubicacién de su expresién. La capacidad
fisiologica e inmunomoduladora de las citoquinas es compleja, la mayoria tiene vidas
medias muy cortas y pueden actuar en forma individual o interactuar con otras
(Aitken y col., 2011).

Citoquinas pro-inflamatorias: Las dos citoquinas mds importantes que
claramente promueven la inflamacién son IL-13 y TNF-a. Estas interleuquinas son
mediadores claves de la respuesta inmune sistémica y local. No solo regulan la
expresion de una amplia bateria de genes incluyendo otras citoquinas, enzimas y
proteinas de fase aguda, sino también de genes relacionados con la proliferacién y
apoptosis. La IL-6 es la tercera citoquina pro-inflamatoria clave que media la
respuesta de fase aguda en la inflamacion, aunque también puede tener propiedades
anti-inflamatorias (Bannerman, 2009).

La IL-1 esta relacionada con la estimulaciéon de la respuesta de fase aguda
(Tracey, 1994). Ha sido reportado que tiene efectos especificos quimiotacticos y
activadores sobre células fagociticas, ademds de otros tipos de células (Di Giovine y
Duff, 1990; Di Giovine y col., 1991; Dinarello, 1994). 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,
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astrocitos, células mesangiales, células del timo y cérnea), aunque son los
monocitos/macréfagos la principal fuente de produccion (Ferndndez-Botran y col.,
1996). Ademas, se ha demostrado que estimula la produccién de varias citoquinas
secundarias que acttan amplificando la inflamacién como las IL-6 e IL-8 (Cork y
Duff, 1994).

Existen dos tipos de IL-1, la IL-1a e IL-13, que poseen una homologia de un
25%. Debido a la expresion diferencial de la secuencia sefial y el procesamiento
proteolitico, la IL-1a permanece intracelular, mientras que la IL-1p se secreta. Por
esto, se postula que la que la IL-1a sirve predominantemente para regular los eventos
intracelulares y mediar la inflamacién local, mientras que la IL-1p afecta las
respuestas locales e inflamatorias sistémicas. La IL-1a, es producida en grandes
cantidades por queratinocitos y en menor medida por macréfagos. En bovinos, la IL-
1P es producida por monocitos/macréfagos y células epiteliales. El rol de la IL-1p en
infecciones causadas por S. aureus es importante solo en etapas tempranas de
infeccién (Yamanaka y col., 2000; Zhang e Issekutz, 2002).

Comparada con otras citoquinas, la respuesta de IL-13 frente a IIM
experimentales ha mostrado ser altamente variable (Riollet y col., 2000). En el caso de
IIM por bacterias Gram positivas o sin pared celular, la induccién de IL-1p fue
demorada en comparacién con la infeccién por bacterias Gram negativas. Si bien la
produccién de ARNm de IL-1p ha mostrado estar regulada positivamente en células
de leche aisladas de GM infectadas con S. aureus (Riollet y col., 2001), se han
observado resultados discordantes en cuanto a la detecciéon de la proteina en leche.
Riollet y col. (2000) no detectaron esta citoquina en leche luego del desafio
experimental con S. aureus; en cambio, Banneman y col. (2004) observaron un
aumento en las concentraciones de IL-1P en leche luego de las 32 horas post desafio
con este organismo, manteniéndose por 8 horas adicionales.

TNF-a es producido por macréfagos, neutrdfilos y células epiteliales. Esta
citoquina participa en la actividad quimiotactica de los neutroéfilos, ya que induce la
expresion de moléculas de adhesion por parte de las células endoteliales. La rapidez
de la liberacién de esta citoquina reside en que el TNF-a se acumula como una

proteina preformada de 26 kDa (pro-TNF-a) sobre la membrana plasmatica y es
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clivada rdpidamente 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 la principal citoquina producida durante
la etapa de infecciéon temprana y es uno de los responsables del shock endotéxico que
se produce en una infeccion aguda causada por Escherichia coli. La infusiéon
intramamaria de TNF-a induce un incremento en el nimero de células somaticas,
principalmente un aumento en la cantidad de neutréfilos (Persson y col., 1996). 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 produccién de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
IL-1, IL-18 IFN-y, TGF-p, factor inhibidor de la migracién de macréfagos (MIF), entre
otros. Igualmente, el TNF-a puede estimular la produccién de hormonas como el
cortisol, la epinefrina, el glucagén, la insulina y la norepinefrina (Tracey, 1994;
Dinarello y Moldawer, 1999).

A nivel local, el TNF-a promueve la activacion endotelial, el reclutamiento y
posterior activacién de leucocitos en el sitio de la infeccién; mientras que los efectos
sistémicos incluyen la induccion de fiebre y de proteinas de fase aguda. A pesar de
que estos efectos locales y sistémicos son beneficiosos para la respuesta innata del
hospedador frente a la infeccién, el TNF-a estd asociado a respuestas inflamatorias
agudas que pueden amenazar la vida del animal, cuando ocurren al periparto.
Durante la mastitis bovina causada por bacterias Gram negativas se han detectado
concentraciones elevadas de esta citoquina en sangre y leche (Riollet y col., 2000;
Bannerman y col., 2004) mientras que las bacterias Gram positivas o sin pared celular
promueven una respuesta de TNF-a minima o demorada (Kauf y col., 2007). A pesar
de que adn se desconocen las causas de la falta de desarrollo de una respuesta TNF-a
temprana en las I[IM en bovinos, Kauf y col. (2007), demostraron que el organismo no
pareceria regular negativamente a esta citoquina, ya que la infusién de LPS en
cuartos mamarios infectados con S. aureus indujo una produccion de TNF-a en
concentraciones comparables con las de las infecciones por bacterias Gram negativas.
Respecto de las IIM crénicas por S. aureus, se ha observado por técnicas de

inmunohistoquimica (IHQ) un incremento significativo del drea imunomarcada para

26



Introduccion

TNF-a y del ntmero de monocitos/macréfagos CD14+ durante la involucion
mamaria activa, indicando que esta citoquina en asociaciéon con los
monocitos/macréfagos tiene una participacion destacada en la respuesta inmune
durante las IIM persistentes durante el periodo no lactante (Dallard y col., 2009).

IL-6 es una citoquina con propiedades pro- y antiinflamatorias, y esta
implicada en aspectos que involucran tanto la respuesta inmune innata como la
adaptativa, a través de su capacidad para inducir aumento de la temperatura,
diferenciacion de linfocitos B y la correspondiente producciéon de Ig, la activacion de
linfocitos T y el incremento de la respuesta proinflamatoria de los neutréfilos (Keller
y col.,, 1996). Se ha observado una mayor expresion de ARNm de IL-6 en células
somaéticas aisladas de leche proveniente de bovinos con mastitis adquiridas en forma
natural (Riollet y col., 2001; Taylor y col., 1997) o inducidas experimentalmente en
comparacion con células aisladas de leche de GM no infectadas. La abundancia
relativa de estos transcriptos ha sido detectada tanto en vacas infectadas con E. coli
como con S. aureus. Asimismo, se han observado incrementos en las concentraciones
de la IL-6 en leche y sangre de vacas con mastitis adquiridas naturalmente (Hagiwara
y col., 2001) e inducidas experimentalmente (Dernfalk y col., 2007).

Estudios in vitro en cultivos primarios de CEM sugieren que la respuesta de
estas células a S. aureus estda dominada por la IL-6 (Gunther y col.,, 2011) y que la
réapida y elevada expresion de esta citoquina luego de la estimulacién con la bacteria
estd acompanada de incrementos en las concentraciones de ARNm para IFN-f1 e
IFN-B2. Se ha demostrado que el IFN-$ inhibe la liberacion de citoquinas pro-
inflamatorias como la IL-12 a través de un incremento de la sintesis de IL-10 en
células mononucleares de sangre periférica en seres humanos (Wang y col., 2000) y
regularia en forma negativa al IFN-y reduciendo tanto la expresién de CMH-II sobre
las CPA (Huynh y col, 1995) como la expresion de moléculas de adhesion y
metalopeptidasas de la matriz (MMPs) ( Liuzzi y col., 2004). El desafio de las CEM
con S. aureus no indujo la expresion de CMH o MMPs ni de moléculas de adhesion

intercelular (ICAMs), lo cual sustenta la teoria propuesta (Gtinther y col., 2011).
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Citoquinas anti-inflamatorias: Las IL-4, IL-10, IL-13 y TGF-3, suprimen la
produccion de citoquinas inflamatorias. Estas IL se originan a partir de leucocitos
que invaden la GM durante la infeccién.

La IL-10 es una de las IL anti-inflamatorias mas estudiada en la respuesta
inmune en la GM. Es producida por varios tipos celulares, incluyendo los linfocitos T
helpers de tipo 2, células B, eosinéfilos, mastocitos y células de linaje monocitico, éste
altimo es considerado la mayor fuente de esta citoquina in vivo (Asadullah y col.,
2003). La misma tiene dos funciones principales: limitar la inflamacién mediante la
inhibicion de la sintesis de citoquinas mediante la disminucién de la produccién de
IFN-y, TNF-a e IL-12 (Van Crevel y col.,, 2002) e influenciar la naturaleza de la
respuesta inmune adaptativa a la infeccion afectando la capacidad de monocitos y
macrofagos para presentar antigenos a los linfocitos T por regulacion negativa de la
expresion de moléculas del CMH-II (Mocellin y col., 2004). Ademas, la IL-10, también
participa en la absorcién de antigenos y la diferenciaciéon y funcién de linfocitos T y B
(Bannerman y col., 2004).

Se ha demostrado que la infeccién experimental con S. aureus no induce una
respuesta significativa de IL-10 en la GM bovina (Bannerman y col., 2006). Si bien
trabajos previos han demostrado la expresion de ARNm para IL-10 en células de
leche proveniente de cuartos mamarios con infecciones crénicas por S. aureus (Riollet
y col., 2001) la estimulacién de pPBMEC con S. aureus no logré aumentar los niveles de
ARNmMm para esta citoquina (Lahouassa y col., 2007), lo cual sugiere que las CEM no
serian la fuente de IL-10 en la leche durante la infeccion por S. aureus.

La IL-4 es una citoquina critica que favorece el desarrollo de la respuesta
celular Th2 (Seder y col, 1992). Los transcriptos de esta citoquina no fueron
detectados en leche de cuartos mamarios créonicamente infectados con S. aureus
(Riollet y col., 2001). Por otra parte, la IL-13 no ha sido explorada en la GM bovina en
infecciones por S. aureus.

El TGF-p, ademas de sus propiedades anti-inflamatorias, regula un amplio
espectro de actividades bioldgicas que han sido descriptas anteriormente en la

seccion 1.3.1.
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Los IFN constituyen una familia de citoquinas con funciones inmunes
moduladoras. Los IFN de tipo I, como IFN-a e IFN-f, son expresados por todos los
tipos de células, mientras que el IFN-y es producido exclusivamente por los
leucocitos y es el mas estudiado en la inmunidad de la GM bovina. El IFN-y
promueve la diferenciaciéon de células Thl y suprime de forma concomitante la
actividad de células Th2. Durante el curso de IIM experimentales por S. aureus se
detectaron incrementos en las concentraciones de IFN-y en leche y en la expresion
cuantitativa de ARNm en células epiteliales, aunque en forma mas tardia comparado
con la infecciéon por E. coli (Riollet y col., 2001; Bannerman y col., 2004; Lee y col.,
2006; Kauf y col., 2007). Es interesante destacar que las mayores concentraciones de
IFN-y han sido detectadas en IIM caracterizadas por una persistencia de la infecciéon
y que estas elevadas concentraciones coincidieron con un mayor nimero de bacterias
recuperadas de las GM infectadas en comparaciéon con GM no infectadas (Kauf y col.,
2007). Esta caracteristica puede reflejar un intento del huésped de intensificar las
respuestas inmunes mediadas por células para erradicar los patégenos que no son
efectivamente eliminados por los mecanismos de defensa innatos en etapas mas
tempranas de la infeccion.

La IL-17 es una citoquina multifuncional producida por linfocitos activados
CD4+ y CD8+, asi como linfocitos Tyd no convencionales estimulados y células NK.
La IL-17 induce la expresiéon de quimioquinas, citocinas proinflamatorias y
metaloproteasas, y de este modo la estimulacién de la inflamacién y la quimiotaxis
de neutroéfilos (Strzépa y Szczepanik, 2011). Se ha demostrado que la IL-17A y la IL-
17F participan tanto en la inmunidad innata como en la adquirida contra infecciones
(Matsuzaki y Umemura, 2007). La interacciéon entre IL-17 y las bacterias ocurre en la
superficie epitelial, donde dicha IL es producida en respuesta a la presencia
bacteriana (Matsuzaki y Umemura, 2007; Onishi y Gaffen, 2010). IL-17A e IL-17F
activan a las células epiteliales, las cuales producen de esta manera quimioquinas de
reclutamiento de neutréfilos y productos antimicrobianos (Kolls y Linden, 2004;
Kolls y col., 2008; Bougarn y col., 2011).

Riollet y col. (2006) detectaron ARNm para IL-17 en leucocitos aislados de

leche bovina luego del desafio experimental con una proteina de sensibilizacion
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(ovoalbtimina). Por otra parte, Bougarn y col. (2011) demostraron que el receptor
para IL-17A e IL-17F es expresado en la GM bovina y que las CEM responden a estas
dos citoquinas produciendo quimioquinas y proteinas de auto defensa. Un estudio
reciente mostré que las linfoquinas IL-17A, IL-17F e IFN-y fueron producidas en la
GM durante la inflamacién antigeno especifica y que ademas la IL-17A fue detectada
en leche y en células epiteliales y estromales de la GM bovina (Rainard et al., 2013).
En base a estas videncias, se hipotetiza que IL-17 es una de las citoquinas que modula
la respuesta de las CEM a los patégenos, y que esta citoquina jugaria un rol
importante en las defensas de la GM contra los patégenos causantes de mastitis como
S. aureus (Bougarn et al., 2011; Rainard et al., 2013).

Quimioquinas: Las quimioquinas constituyen una gran familia de citoquinas
que estimulan la migraciéon de leucocitos desde la sangre al sitio de la inflamacion.
Mientras el reclutamiento de granulocitos, monocitos, macréfagos y células NK
median la eliminacién del patégeno, la migracion de células T y B inducen la
respuesta inmune humoral en la GM. La IL-8 o quimioquina CXCL8 ha sido mas
estudiada en la GM bovina durante la respuesta inmune. Numerosos trabajos
demuestran un significativo aumento en la expresiéon cuantitativa de ARNm para
CXCLS8 en el tejido mamario y de la proteina CXCL8 en leche después de la infeccion
con diferentes patégenos causantes de mastitis (Bannerman, 2009). Esta quimioquina
interactda con los receptores de quimioquinas 1 (CXCR1) y CXCR2 para mediar la
migracion de granulocitos y la acumulacién de macréfagos en el sitio de infeccion.
Los neutrdfilos constituyen una primera linea de defensa inmune celular y son
reclutados tempranamente por CXCL8 en respuesta a la infecciéon (Riollet y col.,
2000).

En cuanto al rol de la IL-8 en las IIM por S. aureus, estudios realizados con
diferentes cepas no han logrado detectar incrementos de IL-8 en leche luego de la
infeccion intramamaria experimental (Riollet y col., 2000). Por otra parte, numerosos
trabajos independientes con diferentes cepas de S. aureus han mostrado expresion
disminuida o ausencia completa de ARNm para IL-8 en tejido mamario y en células
de la leche en respuesta a la infeccion experimental (Lee y col., 2006; Yang y col,,

2007).
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Lactoferrina (Lf):

La Lf bovina una glicoproteina de unién al hierro. En el ambiente de la GM es
principalmente producida por el epitelio secretor y en menor medida por neutroéfilos
y macréfagos (Oviedo-Boyso y col, 2007). También se la encuentra en otras
secreciones epiteliales y fluidos de barrera (Channeton, 2008). Si bien en el calostro se
han detectado altas concentraciones de Lf, ésta aumenta durante la lactancia, y los
mayores niveles de la misma se alcanzan en una fase de la involucién mamaria. Se ha
reportado que su expresion esta regulada en forma reciproca con otras proteinas de
la leche, y esta en relacion inversa al desarrollo alveolar (Ezzat Alnakip y col., 2014).
En secreciones normales de leche su concentracion es de 0.1-0.3 mg/ml, mientras que
aumenta marcadamente a lo largo de la involucién activa. Su concentracién es de 8.5
mg/ml al dia 7 de involucién, mientras que llega hasta los 20-30 mg/ml hacia el dia
30 de este periodo. Este incremento durante el periodo seco esta relacionado con la
inhibiciéon del crecimiento de ciertos microorganismos que necesitan iones libres de
hierro presentes en la leche como factor de crecimiento, lo que previene la incidencia
de IIM (Harmon y col., 1976, Kawai y col., 1999). Su efecto bacteriostatico se debe a la
competiciéon con los microorganismos por la disponibilidad de hierro.

Por otro lado, la Lf cuenta con la habilidad para unirse a las paredes celulares
de bacterias Gram negativas, causando la ruptura de su membrana externa (Ellison et
al. 1988). Por lo tanto, ademas de su efecto bacteriostético, la Lf presenta un efecto
bactericida (Newman y col., 2009). S. aureus es resistente a la accién microbicida de Lf
pero es susceptible a la opsonizacién por C3b y C3bi (Oviedo-Boyso y col., 2007). La
principal funcion de la Lf es entonces proteger a la GM contra infecciones bacterianas
en el periodo de involucion, junto a la activacién de la fagocitosis y del sistema de

complemento (Kai y col., 2002; Sordillo y Streicher 2002; Lee y col., 2004).

Sistema de complemento:

El sistema de complemento esta presente en suero y leche, y cumple un papel
importante dentro de los mecanismos de defensa de la GM contra la mastitis. Las
proteinas del complemento son producidas principalmente por hepatocitos, y por

algunos monocitos y macréfagos en diferentes tejidos. Las moléculas del
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complemento son necesarias, no solo para reclutar neutréfilos a la GM, sino también
para opsonizar y eliminar bacterias, de las cuales las Gram negativas son sensibles a
su accion litica, mientras que las Gram positivas (como S. aureus) son resistentes; sin
embargo todas las bacterias son susceptibles a la accién opsonizante de C3b y C3bi.
Las actividades bactericidas y hemoliticas del complemento se ven incrementadas en
cuartos inflamados, y la intensidad de dichas actividades est4 relacionada con la
respuesta inflamatoria. Es sabido que la actividad hemolitica y la concentraciéon de
C3 en leche son mayores en GM mastiticas respecto a sanas (Korhonen y col., 2000;

Barrio y col., 2003; Rainard, 2003).

Otras proteinas:

Otras proteinas y enzimas cumplen un rol en la defensa contra
microorganismos como la transferrina, una proteina de unién a hierro que llega a la
GM sana desde la sangre o a través de la exudacién del plasma durante las mastitis
(Rainard y Riollet, 2006). La transferrina aportaria una accién bacteriostatica frente a
los agentes patégenos durante el inicio de la infeccién (Rainard y Riollet, 2006). La
lisozima cliva el enlace {3 1,4-glicosidico (Rainard y Riollet, 2006) y puede ejercer una
accion sinérgica con la Lf sobre la pared celular de los microorganismos (Sordillo y
col., 2002). Sin embargo, no es considerada un mecanismo de defensa significativo en
la GM (Rainard y Riollet, 2006). La lactoperoxidasa, junto a la xantina oxidasa, son las
enzimas mas abundantes en leche (Isobe y col., 2009). Promueven la actividad
bactericida de los fagocitos a través de la generaciéon de ROS (Rainard y Riollet,
2006). Puede tener una accién complementaria en la funcién antimicrobiana con una
B-defensina, como por ejemplo el péptido antimicrobiano lingual (LAP) (Isobe y col.,
2009). La mieloperoxidasa (MPO) es un componente importante del sistema
antimicrobiano dependiente de oxigeno de neutroéfilos (Cooray y col., 1995). In vitro,
este sistema ha demostrado ser potente contra los principales agentes patégenos de
la GM, tales como S. aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis y E. coli (Cooray y col., 1995). Las propiedades antibacterianas
atribuidas a este sistema s6lo son relevantes durante el periodo seco (Ezzat Alnakip y

col., 2014).
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Inmunoglobulinas:

Los primeros efectores solubles de la respuesta inmune especifica son los
anticuerpos producidos por linfocitos B activados por antigenos. Existen cuatro
clases de Ig conocidas, que influyen en los mecanismos de defensa antibacterianos en
la GM: IgGy, IgGz, IgA e IgM (Guidry y Miller, 1986). En general las Ig alcanzan su
pico de concentracion maximo en secreciones mamarias durante la calostrogénesis e
inflamacion. IgG; es el isotipo primario encontrado en secrecién mamaria saludable,
pero IgGy, aumenta sustancialmente durante la inflamacién de la GM. Algunos
isotipos pueden actuar como opsoninas (IgG1, IgG2 e IgM) aumentando la fagocitosis
por macréfagos y neutréfilos. Por el contrario, IgA no participa en la opsonizacion
bacteriana, pero tiene funciones en la aglutinacién de bacterias invasoras que pueden

extenderse y causar infecciones bacterianas en la GM (Sordillo y Streicher, 2002).

1.5.- Rol de las células del sistema inmune durante la involucién

El rol de las células derivadas del sistema inmune en el desarrollo ductal
coordinado de la GM previo a la gestacion est4 bien establecido (Gouon-Evans y col.,
2000); sin embargo, el rol preciso de estas células en la regulacion de la involucién
mamaria es menos claro. En las ultimas décadas se han publicado numerosos
estudios acerca de los mecanismos moleculares que regulan la apoptosis de las
células epiteliales mamarias (Atabai y col., 2007). Sin embargo, queda atn mucho por
dilucidar acerca de cémo las células epiteliales son removidas y como se regula y
coordina el proceso de reclutamiento, retencién y eliminacion de las células del
sistema inmune durante la remodelacién.

Estudios realizados en bovinos y ovejas han identificado macréfagos,
neutroéfilos, linfocitos y una pequefia proporcion de CD obtenidas a partir de
secreciones mamarias de glandulas en involucién (Tatarczuch y col., 2000, 2002;
Monks y col., 2002). Estos datos sugieren que la involucién estd asociada con un
aflujo temprano de neutréfilos a la GM seguido por el de macréfagos y linfocitos.
Estudios demostraron un incremento significativo de monocitos-macréfagos CD14+

a la inmunomarcacién en GM sanas a los 7 dias del secado comparados con los dias
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14 y 21 post secado, localizdndose preferentemente en el estroma interalveolar,
rodeando las células epiteliales (Dallard y col., 2009).

Estudios previos han implicado a los fagocitos profesionales en el barrido de
los componentes de la leche y células epiteliales in vivo e in vitro (Nickerson y
Sordillo, 1985, Tatarczuch y col., 2000). En relacién a estos hallazgos se ha sugerido
que la capacidad fagocitica de los neutroéfilos y macroéfagos durante la involucién se
ve afectada debido a que los mismos estdn ocupados en la remocién de los
componentes de la leche (Dulin y col., 1988). Tatarczuch y col., (2002) en ensayos in
vitro observaron que la capacidad fagocitica de neutréfilos y macrofagos aislados de
secreciones mamarias fue méaxima durante la involucién tardia coincidiendo con la
menor evidencia de componentes citoplasmaticos ingeridos. En forma similar, Paape
y col. (1992), han observado que los neutréfilos y macréfagos son menos competentes
en la fagocitosis de bacterias in vitro cuando son obtenidos en la involucién temprana
comparando con la involucién tardia.

El rol de las células plasmaéticas y linfocitos B, las cuales son reclutadas
durante la involucién tardia, permanece especialmente oscuro. Estudios previos
demostraron que a los 7, 14 y 21 dias de la involucién en tejidos mamarios sanos el
ndamero de linfocitos B/mm? inmunomarcados fue similar en los tres periodos
evaluados. Por otra parte el nimero de linfocitos T/mm? fue significativamente

mayor al dia 7 comparando con los dias 14 y 21 del secado (Tumini y col., 2009).

1.6- Mastitis bovina
1.6.1. Generalidades

La mastitis bovina es una inflamacién de la GM en respuesta a una agresion
local al tejido mamario que puede ser de origen infeccioso, mecénico o téxico. Sin
embargo, la gran mayoria de los casos de mastitis se deben a IIM causadas por
microorganismos, principalmente bacterias que invaden la glandula, se desarrollan y
generan productos toxicos perjudiciales para el tejido mamario (Schalm y col., 1971).

La ocurrencia y la intensidad de un caso de mastitis dependen de numerosos
factores que estdn asociados al animal infectado, a la bacteria patégena y al medio
ambiente en que ambos se encuentren. El medio ambiente est4 a su vez determinado
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principalmente por las condiciones de manejo que se utilizan. Esta caracteristica
multifactorial convierte a la mastitis en un problema complejo que requiere un
abordaje multidisciplinario (Reza, 2000; Menzies y Ramanoon, 2001).

Se han descripto mas de 140 microorganismos que causan mastitis, incluyendo
especies de bacterias, hongos, micoplasmas y algas (Castro y col.,, 2006). Las
infecciones por bacterias invasoras u otros microorganismos (hongos y virus) son las
principales causas de la enfermedad (Wattiaux, 2001; Castro y col., 2006).

La inflamacién de la GM es inducida cuando los microorganismos patégenos
penetran via el canal del pezén, superando los mecanismos defensivos y
multiplicindose en el tejido mamario, dafiando el 6érgano y alterando la composiciéon
normal de la leche (Hillerton y Berry, 2005; Castro y col.,, 2006). Uno de los
indicadores mas importantes para comprobar el estado de salud de la GM es el
recuento de células sométicas (RCS) en leche, que indica la respuesta inflamatoria a
una IIM (Castro y col., 2006). Cuanto, mayor es el grado de inflamacién que presenta
la glandula, aumenta el RCS, lo cual est4 asociado a una menor calidad y cantidad de
leche producida (Bedolla y Ponce De Le6n, 2008).

La constitucién anatémica de la ubre, la expone constantemente a lesiones y
agentes patoldgicos de diversos origenes. El propésito de la respuesta inflamatoria es
destruir o neutralizar al agente causal y preparar a la GM para el retorno a su funcion

normal (Philpot y Nickerson, 2000).

1.6.2. Importancia econdmica

La mastitis bovina es una de las enfermedades més importantes que afecta
mundialmente a la industria lechera (Roussel y col., 2015; Halasa y col., 2009). Esta
enfermedad ocasiona grandes pérdidas econdmicas debido a la disminucion en el
rendimiento de la leche para el proceso (Wellenberg y col., 2002; Rabello y col., 2005),
al aumento en el nimero de tratamientos de casos clinicos y al desecho temprano de
vacas (Saran y Chaffer, 2000; Nash y col., 2003). Ademas, provoca problemas
relacionados con la calidad de la leche y la salud publica, a causa del riesgo de la

presencia de residuos en leche por el inadecuado uso de antimicrobianos para el
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tratamiento de casos clinicos y a la potencial emergencia de bacterias resistentes (De
Vliegher y col., 2012).

A nivel mundial, las pérdidas causadas por mastitis bovina son de
aproximadamente 35 mil millones de pesos anuales y representa el 70 % de los gastos
totales para los ganaderos lecheros (Philpot y Nickerson, 1992; Dos Santos y col.,
2002; Welleberg y col., 2002). Calculos recientes para los Paises Bajos, Suecia y
EE.UU. revelaron una pérdida econémica estimada por mastitis de $ US80 a $ 125
por vaca promedio por establecimiento, en su mayoria causadas por mastitis clinica
(Hogeveen y col., 2011).

En Argentina, a pesar del avance en el control de mastitis en los altimos 15
afos, la prevalencia de la enfermedad sigue siendo elevada. La media geométrica de
los valores de RCS en leche de tanque, sobre un numero aproximado de 6.640
tambos, entre agosto de 2012 al mismo mes de 2013, fue de 374.500 cél/ml (MinAgri,
2013). Considerando que las pérdidas econémicas, solamente por menor produccién,
son al menos del 5% del total de leche producida, y teniendo en cuenta que la
producciéon mensual promedio de esos establecimientos lecheros fue de 592 millones
de litros se puede estimar en forma conservadora una pérdida anual cercana a los
355,2 millones de litros solamente para esos tambos. Los tltimos datos reportados
sobre las pérdidas en la produccién de leche en tambos de Villa Maria estimaron las
pérdidas por mastitis son 21,0 US$/vaca/dia (Vissio y col., 2015), incluyendo gastos

por enfermedad, control y prevencion.

1.6.3. Formas de manifestacion

La mastitis bovina puede clasificarse en clinica y subclinica dependiendo de la
presencia de signos evidentes de enfermedad (Dos Santos y col., 2002; Castro y col.,
2006) y en crénica, aguda e hiperaguda dependiendo de la persistencia del patégeno
y de la severidad con que la ubre reaccione ante el agente infeccioso (Reza, 2000).

A la mastitis clinica se la reconoce por su aparicion repentina y por los
cambios macroscépicos en la GM y/o en la leche (Tollersrud y col., 2000; Gasque
Goémez, 2008). La inflamacion de la glandula varfa de un edema ligero a una

inflamacién dolorosa, caliente y consistente. La secrecion de la leche disminuye y
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puede tener apariencia de suero sanguineo. A menudo se evidencian signos
sistémicos, como fiebre, pérdida de apetito, que en algunos casos pueden conducir a
la muerte del animal (mastitis clinica hiperaguda). Su severidad varia entre estados
agudos y crénicos durante el transcurso de la enfermedad (Wattiaux, 2001).

La mastitis subclinica no se reconoce a menos que se realice alguna de las
pruebas de campo y laboratorio; como la prueba de Mastitis California, la medicién
de conductividad eléctrica, el conteo leucocitario en leche, la prueba de Mastitis
Wisconsin, pruebas quimicas (deteccion de albtimina, cloro, proteina, lactosa y
globulina) y pruebas microbiolégicas en muestras de leche (Gasque Gémez, 2008).
Dado que la enfermedad transcurre sin provocar una inflamacién glandular visible,
ni cambios organolépticos de la leche, es dificil detectarla (Castro y col., 2006). Sin
embargo, el RCS en la leche se encuentra elevado, al igual que el nimero de
microorganismos. Esto se encuentra acompafiado de una disminucién del nivel de
produccion de la secrecion lactea, asi como de la alteraciéon de la composicion de
dicho producto (Heringstad y col., 2000).

La reduccion en la capacidad de sintesis y secrecion de la GM en las mastitis
subclinicas es responsable del 70 % (Philpot y Nickerson, 1992) al 75 % (NMC, 1996)
del total de las causas de pérdidas; mientras que el resto de las mermas econémicas
son ocasionadas por la mastitis clinica. Los animales con mastitis subclinica son
reservorios de microorganismos patégenos y pueden contagiar a otras vacas sanas y
en algunos casos el estado subclinico puede volverse clinico (Wattiaux, 2001;
Hillerton y Berry, 2005). Este tipo de manifestacion es el que causa mayores
perjuicios a los productores lecheros debido a su elevada prevalencia y carencia de
signos clinicos , lo que contribuye a que animales sin alteraciones evidentes acttien
como reservorios de la enfermedad y contribuyan a la rdpida propagaciéon de la
bacteria dentro del rodeo (Bradley y col., 2007). Ademas, segtn la persistencia de la
infeccién, ésta puede clasificarse en:

Aguda: corto plazo o transitoria, con cura o reversiéon espontanea de la
enfermedad.

Cronica: largo plazo, infeccion persistente. La etapa terminal consiste en la

atrofia de la glandula.

37



Introduccion

1.6.4. Principales patégenos causantes de mastitis

Como se ha mencionado anteriormente, mas de 140 microorganismos
diferentes pueden causar mastitis y todos proliferan en el animal o en su entorno. Es
por ello que la mastitis se genera como el resultado de la interaccién entre el animal,
el ambiente y los microorganismos (Philpot y Nickerson, 2000). Dependiendo de su
hébitat principal y de su forma de transmisién, las bacterias causantes de mastitis
han sido divididas en patégenos contagiosos y ambientales (Bedolla y Castafieda,
2003).

Los patégenos ambientales se encuentran en el ambiente donde vive la vaca;
pasturas, cama, excremento, entre otros, (Smith y Hogan, 1993) y pasan a la ubre en
los periodos entre ordefie. Al no estar adaptados a la GM, algunos de estos patégenos
producen respuestas inflamatorias importantes que se traducen en casos de mastitis
clinica que suelen durar poco tiempo. Incluyen un grupo heterogéneo donde se
encuentran bacterias Gram positivas como S. dysgalactiae (Smith y Hogan, 1997), S.
uberis y los estafilococos coagulasa negativos (SCN) y por otra parte, bacterias Gram
negativas representadas principalmente por coliformes (Smith y col., 1985; Oliver,
1988). El reservorio primario de estos patogenos es el ambiente de la vaca, y la
exposicion de los cuartos no infectados a los patégenos ambientales puede ocurrir en
cualquier momento durante la vida del animal (Zadoks, 2002). La mastitis
ocasionada por patoégenos ambientales es el principal problema que afecta a los
rodeos lecheros bien manejados, que aplican un programa de control de los
patégenos contagiosos basado en higiene y terapia antibidtica (Calvinho y col.,
1998).

Los patégenos contagiosos viven y se multiplican sobre y dentro de la GM
infectada, ademads se propagan entre cuartos de un mismo animal o de un animal a
otro, principalmente durante procedimientos de ordefie poco higiénicos (Zadoks y
col., 2001; Rossitto y col., 2002). Este grupo incluye: S. aureus, S. agalactiae, especies de
Mycoplasma spp. y Corynebacterium spp. (Djabri y col., 2002; Tenhagen y col., 2006;
Smulski y col., 2011).

Esta clasificacion clasica es de uso muy difundido, aunque la evidencia mas

reciente sugiere que muchos patégenos ambientales pueden comportarse como
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contagiosos y viceversa, aportando un grado mas de complejidad al abordaje de esta

enfermedad.

1.6.5- Prevalencia de patégenos causantes de mastitis bovina

Si bien la mastitis bovina es causada por numerosos agentes etiolégicos, S.
aureus es considerado el patégeno contagioso mas frecuentemente aislado de casos
de IIM en las dltimas décadas, tanto en Argentina (Calvinho y Tirante, 2005) como en
otros paises de gran desarrollo lechero (Zecconi y col., 2006). Sin embargo, la
implementacion de medidas de control de la mastitis causada por los principales
patégenos contagiosos (S. aureus y S. agalactiae) produjo un cambio hacia una mayor
prevalencia e incidencia de IIM causadas por patoégenos ambientales (SCN,
coliformes y S. uberis) (Calvinho, 2007; Dieser y col., 2014; Hedge y col., 2012; Kateete
y col., 2013; Abrahmsén y col., 2014).

Un estudio reciente estim6 la prevalencia de bacterias patégenas causantes de
mastitis en muestras de leche de tanque en tambos ubicados en la cuenca lechera
central Argentina. Sobre un total de 129 muestras procesadas, el patégeno mayor
predominante fue S. aureus (42.60%) seguido de S. uberis, S. dysgalactiae y S. agalactiae
con una prevalencia de 27.10%, 10.90% y 4,70%, respectivamente. Un 14.7% de las
muestras de leche no se aislaron patégenos mayores (Neder y col., 2014). Ademas,
en la cuenca lechera de Villa Maria (Cérdoba), se ha demostrado recientemente que
los patégenos mas frecuentemente aislados fueron los SCN (52.1%), seguido por S.
aureus (21.3%) (Dieser y col., 2014). Se han identificado mas de veinte especies de
SCN en GM bovina (Taponen y col., 2006; Sampimon y col., 2009; Park y col., 2011;
Supré y col., 2011; Bonetto, 2014; Fry y col., 2014) siendo Staphylococcus chromogenes,
Staphylococcus  simulans,  Staphylococcus — xylosus, Staphylococcus —haemolyticus 'y
Staphylococcus epidermidis las especies halladas con mayor frecuencia. Histéricamente,
las especies SCN han sido consideradas como patégenos menores. Esta calificacion se
basé en que estos patégenos sélo producen una leve inflamacién de la GM con bajos
incrementos en los RCS, y raramente se asociaban a casos de mastitis clinica. Los
SCN son la principal causa de IIM en la mayoria de los establecimientos que han

implementado medidas de control frente a los principales patégenos contagiosos. Sin
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embargo, los resultados contradictorios sobre aspectos tales como el efecto de las
especies de SCN sobre el RCS, la produccién de leche, su virulencia y epidemiologia,
han causado confusién en cuanto a la importancia de los SCN sobre la salud de la

GM (Pyoréld y Taponen, 2009; Vanderhaeghen y col., 2014).

1.6.6 Mastitis por S. aureus

S. aureus es una bacteria inmoévil Gram positiva, esférica y usualmente
agrupada en racimos, anaerobia-aerobia facultativa, no esporulada, catalasa positiva.
Esta bacteria produce generalmente la enzima coagulasa, fermenta el manitol u otros
azucares, formando acido pero no gas (Kloos y col., 1986). Su crecimiento ocurre en
un amplio rango de temperaturas (6.5 a 50°C), siendo su temperatura 6ptima 30-
40°C. S. aureus tolera altas concentraciones de cloruro de sodio (Figura 4). Se destruye
facilmente por altas temperaturas y por casi todos los agentes desinfectantes, por lo
cual la presencia de esta bacteria en alimentos procesados o en equipos indica

generalmente higiene deficiente o contaminacién post proceso por causa humana

(Todar, 2011).

Figura 4: Colonias y caracteristicas morfoldgicas de S. aureus. (A) Crecimiento de S. aureus en placa
de agar sangre. Colonias doradas y p-hemoliticas caracteristicas de S. aureus. (B) Tincién de Gram de
S. aureus. Se observan cocos dispuestos en tétradas y en racimos caracteristicos del género

Staphylococcus. Adaptado de Gonzélez (2013).

Aunque S. aureus puede causar mastitis aguda y clinica con alteraciéon
macroscopica de la leche, la forma mas frecuente de presentacién es la subclinica con

tendencia a la cronicidad, sin alteracién macroscépica de la leche, pero con recuentos
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elevados de células sométicas y persistencia de las bacterias en la GM (Bardiau y col.,
2014).

Debido a que la mayoria de las IIM causadas por S. aureus son subclinicas, con
frecuencia no son detectadas. Clasicamente, S. aureus se ha caracterizado como un
patogeno extracelular (Finlay y Cossart, 1997). Sin embargo, un ntmero creciente de
estudios ha demostrado la habilidad de S. aureus de invadir y sobrevivir dentro de
varios tipos celulares del hospedador, incluyendo CEM, neutréfilos y macréfagos
(Almeida y col., 1996; Hebert y col., 2000), lo cual contribuye a su persistencia en
numerosas enfermedades en animales y seres humanos (Gresham y col., 2000). Estas
particulares caracteristicas patogénicas de S. aureus determinan que no sea
efectivamente controlado por las medidas preventivas y terapéuticas tradicionales
(Zhao y Lacasse, 2008), tendiendo a producir infecciones crénicas que ocasionan, en
muchos casos, dafios permanentes al tejido mamario. En este sentido, las mastitis por
S. aureus producen més dafio al tejido mamario que las causadas por otros
microorganismos contagiosos y pueden generar disminuciones en la produccion
lactea hasta de un 45% por cuarto infectado y un 15% por animal (Roberson, 1999).

La infeccion de la GM ocurre generalmente por via ascendente. Los
microorganismos pasan a través del canal del pezén hacia la cisterna del mismo y
pueden en consecuencia establecerse en un area de tejido secretorio (Anderson,
1983). Al comienzo se verdn dafiadas s6lo pequefias dreas del cuarto afectado, con
pérdida funcional de los alvéolos involucrados. Las células epiteliales que revisten
los alvéolos y pequenos conductos mamarios degeneran, mueren y son descamadas.
Este material, mas los leucocitos y la fibrina producen coagulos que bloquean los
conductos mayores, impidiendo la remocién de la leche que proviene de &reas atin
funcionales. La leche acumulada, conduce a la regresién prematura del tejido
secretor dejando como consecuencia leche residual “atrapada” que se transforma en
un medio de cultivo ideal para el progreso de la infeccion. Los conductos cerrados
pueden reabrirse, liberando bacterias a otras partes del cuarto infectado. Este proceso
se repite una y otra vez en cuestion de dias o semanas, perpetuando un ciclo
continuo de infecciones en areas vecinas. Durante los estadios tempranos, el dafio

tisular es minimo y generalmente reversible. Si las bacterias sobreviven, los
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microabscesos irdn aumentando de tamafio hasta hacerse clinicamente palpables. El
curso cronico de la mastitis por S. aureus implica destruccion de alvéolos, oclusion de
conductos galactéforos y regresion del epitelio alveolar, que es reemplazado por
tejido fibroso afuncional (Corbellini, 1996; Akers y Nickerson, 2011). Este tipo de
infecciones usualmente responden en forma deficiente a los tratamientos
antimicrobianos lo que se traduce en graves pérdidas econémicas para el productor
(Akers y Nickerson, 2011).Estudios in vitro han demostrado que S. aureus se adhiere a
la CEM y a componentes de la matriz extracelular y posteriormente la invade. La
adhesioén es un requisito previo y un paso temprano crucial para la infeccién de la
GM. S. aureus puede escapar del interior del fagosoma al citoplasma de la CEM e
inducir la apoptosis (Bayles y col., 1998). En vacas crénicamente infectadas, se ha
demostrado la presencia de S. aureus viables en el interior de macrofagos y en células
alveolares aisladas de leche (Hebert y col., 2000). Por lo tanto, la infeccién subclinica
repetida puede resultar de la existencia intracelular de la bacteria preservada de las
defensas del hospedador asi como del efecto de los antibiéticos.

El desarrollo de la IIM y la respuesta de los tejidos a la presencia de S. aureus
dependen no solo de la efectividad de los mecanismos de defensa del hospedador
sino también del indice de multiplicacién del microorganismo y el tipo y
concentraciéon de los factores de virulencia bacterianos (Fournier y col., 2008).
Estudios recientes han demostrado la asociacién entre genotipos y factores de
virulencia de S. aureus con las manifestaciones clinicas y comportamiento
epidemiolégico de las IIM causadas por este microorganismo, que ponen en
perspectiva atributos que favorecerian la persistencia de las infecciones mamarias
(Haveri y col., 2007; 2008; Fournier y col., 2008; Piccinini y col., 2010; 2012). Teniendo
en cuenta estos antecedentes, las interacciones entre microorganismos, sistema
inmune del hospedador y factores ambientales pueden modular el progreso o
resolucion de la enfermedad (Piccinini y col., 2012).

El patron de IIM causadas por S. aureus difiere frecuentemente entre rodeos y
estas diferencias podrian estar relacionadas con distintas caracteristicas de las cepas
(Zecconi y col., 2005; 2006), aunque otros estudios sugieren que solo pocos clones

estarfan involucradas en el desarrollo de la mastitis bovina (Akineden y col., 2001;
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Zecconi y col., 2006, Buzzola y col., 2007). La importancia de evaluar la combinacién
de factores de virulencia de S. aureus se ha enfatizado recientemente tanto en
medicina humana como en veterinaria (Haveri y col., 2005; 2007; Le Maréchal y col.,
2011; Melchior y col., 2011, Szweda y col., 2012; Bardiau y col., 2014) y los resultados
obtenidos avalan la teoria de que el progreso de la IIM hacia la resolucién o hacia la
cronicidad podria estar relacionado con las caracteristicas de la cepa y con la

expresion de combinaciones especificas de factores de virulencia.
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Hipotesis

La GM bovina cuenta con una bateria de elementos para la defensa contra
la entrada y proliferacion de los patégenos y la deficiencia en la funcién de los mismos
al inicio del secado, conducen a la persistencia de las infecciones causadas por S.
aureus.

Si bien se han desarrollado numerosos estudios acerca del rol que desempefia
el sistema inmune del huésped y los factores de virulencia bacterianos en la patogenia
de las infecciones crénicas por S. aureus, son escasos los estudios que se centran en el
periodo de involucién activa de la GM.

Teniendo en cuenta los antecedentes descriptos en la introduccién, queda claro
que el sistema inmune desempefia un papel preponderante durante el periodo de
involucion de la GM bovina por lo que nuestra hipétesis de trabajo se fundamenta
en que se producird una respuesta inmune diferencial en animales sanos con
respecto a los infectados en forma crénica por S. aureus en este periodo.

Consideramos que un mejor entendimiento de los factores que regulan el
reclutamiento, retenciéon y eliminacién de las células del sistema inmune en la GM
durante la involucién contribuiria a aclarar los mecanismos que conducen a la

cronicidad del proceso infeccioso.
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Objetivos

En funcién de la hipétesis planteada y el objetivo general antes mencionado se

propone:

3.1- General
Investigar el rol del sistema inmune en la remodelacién de la GM bovina
durante la involucién y caracterizar la respuesta inmune en GM libres de infeccién y

cronicamente infectadas con S. aureus durante este periodo.

3.2- Especificos

1) Caracterizar la respuesta inmune innata y adaptativa en tejido mamario sano

y con infecciones naturales crénicas por S. aureus durante la involucién activa.

2) Caracterizar el nivel de citoquinas en secreciones mamarias de cuartos sanos

y con infecciones crénicas por S. aureus durante la involucién activa.

3) Evaluar la expresion proteica de componentes de la subfamilia de TGF-f3, los
cambios morfométricos del parénquima y estroma mamario y la expresién proteica de

colageno I estableciendo diferencias en cuartos sanos e infectados con S. aureus.

4) Caracterizar los inhibidores intramamarios de la proliferacién celular e
inductores de la apoptosis y proteinas regulatorias intracelulares, estableciendo

diferencias en cuartos sanos e infectados con S. aureus.

3) “Investigar in vitro los cambios en la capacidad fagocitica de macréfagos
colectados a partir de secreciones mamarias provenientes de cuartos sanos y de cuartos

con infecciones crénicas por S. aureus en diferentes estadios de la involuciéon”
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Materiales y Métodos

4.1- Animales y disefio experimental

Se utilizaron 21 vacas Holando Argentino, no prefiadas, en el tercio final de
la lactancia (31-36 semanas), pertenecientes al rodeo experimental de la EEA Rafaela
(INTA). Se incluyeron animales con similar namero de lactancias (3 a 5), ordefiados
dos veces al dia y con una produccion de leche promedio de 12 litros/dia antes de la
interrupcion de la lactancia.

Vacas con un nimero similar de lactancias fueron incluidas en cada grupo
experimental. La evaluacién del estado infeccioso de la glandula mamaria se realizé
en base procedimientos recomendados por el National Mastitis Council (Oliver y col.,
2004). El estado infeccioso de los cuartos mamarios fue determinado 6 meses previos
al inicio del experimento y confirmado 20 a 3 dias previos al cese del ordefio. Las
IIM fueron naturalmente adquiridas, durante el periodo de secado o durante los
primeros dos meses de la lactancia previos al inicio de este estudio. Las vacas con
mastitis por S. aureus fueron seleccionadas en base a resultados de recuentos de
células somaticas mensuales (RCS > 250x10° de células/ml) y posterior analisis
bacteriolégico de la leche de los cuartos mamarios. Un cuarto fue considerado
infectado luego del aislamiento de S. aureus en dos muestras consecutivas. Los
cuartos infectados fueron seleccionados al azar de vacas que hubieran mostrado al
menos dos cuartos infectados con S. aureus. S6lo se incluyeron animales con IIM
subclinicas al momento de la interrupcién de la lactancia. Los cuartos no infectados
fueron seleccionados de vacas libres de IIM al tiempo de muestreo, con resultados
negativos al analisis bacteriol6gico y RCS menores a 250x103 células/ml.

De acuerdo con los criterios de seleccion mencionados, de las 21 vacas
disponibles para el estudio, 12 tenian al menos 2 cuartos mamarios infectados y 9
tenian sus cuartos mamarios libres de infeccién. Las vacas fueron sacrificadas a los 7,
14 y 21 dias luego de la interrupcién de la lactancia en un matadero local. La unidad
experimental fue el cuarto mamario. Cuartos mamarios no infectados (n=8) e
infectados con S. aureus (n=8) fueron incluidos en cada grupo (7, 14 y 21 dias).

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo a las normas vigentes sobre

experimentaciéon animal: Guide for the Care and Use of Agricultural Animals in Research
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and Teaching (2011), y aprobados por el Comité de Etica y Seguridad de la Facultad

de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral.

4.2- Toma y procesamiento de muestras

4.2.1- Toma y procesamiento de las muestras de tejido mamario

Inmediatamente luego del sacrificio, se tomaron muestras de tejido mamario
de tres zonas distintas de la glandula a una profundidad de 4 cm segun trabajos
previos (Nickerson y col., 1992; Dallard y col., 2010). Zona 1: porcién del parénquima
mamario adyacente a la cisterna de la glandula, zona 2: porcién entre la cisterna de la
glandula y el limite dorsal del parénquima mamario, zona 3: porcién cercana al
limite dorsal del parénquima mamario (zona adyacente al abdomen). Las muestras
fueron inmediatamente fijadas en formol bufferado al 4 % durante aproximadamente
8 hs a temperatura ambiente (T.A.). Para su procesamiento mediante técnicas
histolégicas 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, se aclararon en xilol y embebieron en parafina siguiendo protocolos
de rutina (Woods y Ellis, 1994). Posteriormente, se confeccionaron los tacos
histolégicos y se realizaron cortes seriados de aproximadamente 4 pm en un
micrétomo rotativo manual y se los dispuso sobre portaobjetos previamente tratados
con 3-aminopropyltriethoxysilane (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Por dltimo los
cortes fueron secados a 37°C durante 24 hs y luego almacenados a 4°C hasta su
utilizacion en técnicas histologicas de rutina e IHQ. Paralelamente, se realiz6é un pool
de pequefias porciones de las distintas zonas del tejido mamario extraido que fueron
almacenadas a -80°C para su posterior uso en técnicas de Biologia Molecular (PAGE,

western blot).

4.2.2- Toma y procesamiento de las muestras de secrecion mamaria
Se obtuvieron muestras de secreciéon mamaria en forma aséptica por 3 dias antes
de la interrupcién de la lactancia, inmediatamente antes del secado (hora 0), a las 12,

24, 48,72,96 hs y a las 168 hs (7 dias), 336 hs (14 dias) y 504 hs (21 dias) post secado.

50



Materiales y Métodos

De cada cuarto se obtuvieron 200 ml de secrecién mamaria que fueron distribuidas
en dos frascos colectores estériles de 100 ml cada. Las muestras fueron conservadas a
4°C e inmediatamente remitidas al laboratorio. Posteriormente, fueron procesadas
siguiendo metodologias apropiadas para cultivos bacteriolégicos, cuantificacion de
citoquinas mediante ensayo inmunoenzimatico (ELISA) y ensayos de fagocitosis in
vitro. En el caso de las muestras para ELISA se alicuotaron en tubos eppendorf de 2
ml a -80°C hasta su uso correspondiente. Las muestras para ensayos de fagocitosis
fueron procesadas rdpidamente para realizar la extracciéon de mononucleares (el

procedimiento se detalla en el punto 4.13).

4.3- Calendario de toma de muestras de secrecion y tejido mamario

Controles de oh
MUESTRAS DE secrecion Muastra

SECRECION cada2ahs | Pressese Cada 24 hs
MAMARIA (previos al
secado)
MUESTRAS DE
TEJIDO

MAMARIO
— —— -

Dia 0: Dia del secado de las GM
Tabla 2: Calendario de toma de muestras de secrecién y tejido mamario.

4.4- Examen clinico

Se registr6 la temperatura rectal inmediatamente antes del secado y cada 24 hs
post secado por 7 dias. Los cuartos mamarios fueron examinados clinicamente por
palpacion y determinacion de la alteracién macroscépica de la secrecion mamaria. El
estado clinico de la gldndula fue clasificado arbitrariamente sobre la base del grado

de inflamacién como: tejido normal, inflamacién moderada e inflamacién marcada.

4.5- Examen bacteriolégico

Se sembraron 10 pl de secrecién mamaria en placas de agar suplementado con
5% de sangre bovina, incubandose por 48 hs en forma aerébica a 37°C. Las placas
fueron examinadas a las 24 y 48 hs para detectar desarrollo bacteriano. S. aureus fue

identificado en base al patrén hemolitico en agar sangre, pruebas de catalasa y
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coagulasa. La diferenciacion de otros estafilococos coagulasa-positivos, por
produccion de acetoina y crecimiento selectivo en P agar con 7pg/ml acriflavina
(Roberson y col., 1992; Oliver y col., 2004). Otros patégenos causantes de mastitis
fueron identificados por metodologias estandar (Oliver y col., 2004). La presencia de
una sola colonia de S. aureus en el agar sangre fue considerado como positivo, siendo

el limite de deteccion de 100 UFC/ml.

4.6- Caracterizacion de la respuesta inmune innata y adaptativa

Para caracterizar la respuesta inmune desarrollada durante la involucién en
cuartos mamarios infectados con S. aureus y no infectados, se utilizaron técnicas de
IHQ indirecta y ELISA sandwich. Las mismas permitieron evaluar en tejido
mamario y en secrecién mamaria, respectivamente, diferentes componentes de la
respuesta inmune innata y adaptativa. Para dichos ensayos se utilizaron anticuerpos
especificos para cada antigeno. La especificidad de los anticuerpos usados en IHQ se
determiné mediante western blot (WB) como se detalla en el punto 4.12.

A continuacién se describe el procedimiento general de la técnica de IHQ
indirecta. Para cada anticuerpo se presentaron variaciones en cuanto a las
concentraciones de wuso y recuperacion antigénica, entre otros. Dichas
especificaciones y los datos de los anticuerpos primarios y secundarios se detallan en

la Tabla 3.

4.6.1- IHQ

Para todos los antigenos evaluados se utilizé el método streptavidina-biotina-
inmunoperoxidasa, con variantes especificas en el procedimiento segtn el anticuerpo
primario utilizado. Brevemente, las secciones de tejido provenientes de las distintas
zonas obtenidas fueron desparafinadas, hidratadas y se les realiz6 o no recuperacion
antigénica, dependiendo del anticuerpo primario utilizado. La actividad de la
peroxidasa endogena fue inactivada con 1% de HxO, 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
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anti-CD14 y anti TGF-31 que fueron incubadas a T.A. Luego de tres lavados en PBS
de 5 minutos cada uno, las secciones se incubaron con el anticuerpo secundario
biotinilado a T.A. por 30 minutos, seleccionado especificamente de acuerdo a los
diferentes tipos de anticuerpos primarios utilizados (monoclonal o policlonal). A
excepcion del anticuerpo secundario universal cuya presentacion es lista para usar,
los anticuerpos secundarios anti ratén y anti conejo se diluyeron en PBS-BSA (1:200).
La visualizaciéon del antigeno se realiz6 por el método streptavidina-peroxidasa
(BioGenex, San Ramoén, CA) utilizandose como cromégeno 3,3-diaminobencidina
(DAB) (Dako, Glostrup, Dinamarca). Por altimo, los cortes fueron lavados en agua
destilada, contracoloreados con hematoxilina (Biopur, Bubendorf, Suiza),

deshidratados y montados.

Controles de la técnica
Para verificar la especificidad de la técnica utilizada se realizaron diferentes
controles: como controles negativos se sustituyd el anticuerpo primario y el
anticuerpo secundario biotinilado por suero no inmune. Para excluir la posibilidad
de la no supresiéon de la actividad de la peroxidasa endégena algunas secciones
fueron incubadas solamente con el reactivo DAB.
Cortes histolégicos de bazo y de ganglio linfatico bovino fueron procesados y
tratados con las mismas condiciones enumeradas en el apartado 4.2.1 como controles

positivos de los anticuerpos utilizados para identificar células inmunes.

Procedimiento general de IHQ indirecta

1) Incubacién de los cortes 10 minutos en la estufa a 60°C.

2) Desparafinado 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).

4) Lavado en PBS pH 7,2 durante 5 minutos.
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5) Tratamiento de Recuperacién antigénica (a).

6) Lavado en PBS (de 5 minutos cada uno).

7) Bloqueo de la actividad endégena de la enzima peroxidasa. Soluciéon de
H20O: (b) en metanol durante 20 minutos (10+10).

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

9) Bloqueo de los sitios de unién no-especificos con Solucién de Bloqueo (c)
durante 15 minutos en cdmara htiimeda.

10) Escurrido del exceso de solucién y sin lavado previo, cubrimiento con el
anticuerpo primario, de acuerdo al procedimiento correspondiente.
Incubaciéon en cdmara humeda durante toda la noche (O.N.) a la
temperatura correspondiente, segtin el anticuerpo utilizado (tabla 3)

11) 2 lavados en PBS (de 5 minutos cada uno).

12) Incubacién con el anticuerpo secundario biotinilado durante 30 minutos en
camara humeda.

13) 2 lavados en PBS (de 5 minutos cada uno).

14) Incubacién con complejo streptavidina-peroxidasa (lista para usar) o
extravidina-peroxidasa (en dilucién 1:200 en PBS estéril pH 7.2), segtn el
anticuerpo utilizado, durante 30 minutos a T.A. en cdmara humeda.

15) 3 lavados en PBS (de 5 minutos cada uno).

16) Revelado de la reaccion con DAB. Los cortes se observaron al microscopio
para controlar el tiempo 6ptimo en cada prueba y de ese modo
estandarizarlo.

17) 2 lavados en agua destilada (de 5 minutos cada uno).

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

19) 3 lavados en agua destilada

20) Virado en agua corriente.

21) Deshidratacion y montaje con Balsamo natural de Canad4d (Canadax,

Biopur) y cubreobjetos apropiados.
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Tabla 3: Listado de anticuerpos primarios y secundarios utilizados en IHQ, caracteristicas y

condiciones de uso.
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(a) Recuperacién antigénica

En microondas:

Se realiz6 en un horno de microondas de uso doméstico (potencia maxima
1200 W). Se colocaron los cortes en vaso de Coplin con tapa perforada, sumergidos
en una solucién de buffer Citrato 0,01M pH 6,0, en el cual se sumergieron los cortes y
se calentaron durante 3 minutos a 100% de potencia y luego durante 12 minutos a
40% (6 minutos + 6 minutos), enfridndose luego 20 minutos dentro del microondas

apagado.

Ebullicién en olla a presion:

Se realizo en olla a presién en condiciones de ebullicién. Como solucién se us6
Buffer EDTA 1mM, 0,05%Tween 20, pHS8.0. Se precalento el buffer en vaso de Coplin
con tapa perforada durante 20 minutos en la olla tapada, luego se colocaron los
cortes en el vaso de Coplin, cerrando la tapa correctamente pero con la espita abierta,

por 20 minutos. Posteriormente se dejo enfriar por 20 minutos dentro de la olla.

Digestion con Tripsina (Zymed Digest-All Cat No. 00-3006):

Se prepar6 la enzima 10 minutos antes de ser utilizada, diluyendo 1 gota de la
misma en 2 de diluyente, y se precalenté6 10 minutos en estufa a 37°C. Luego de
bloquear la peroxidasa endégena en el protocolo de IHQ, los preparados fueron
lavados en agua destilada y se aplic6 la enzima durante 10 minutos a 37°C. Seguido,
se realizaron 3 lavados de 5 minutos c/u en PBS y se prosigui6¢ con el protocolo de

IHQ.

(b) Solucién de H2Ox:

Se prepar6 con 36 ml de metanol y 4 ml de H2O, para 10 portaobjetos dorso
con dorso en el vaso de Coplin. Se sumergieron por 10 minutos en esta solucién, y a
los 10 minutos se agregaron 4 ml adicionales de H>O> hasta la finalizaciéon de los
restantes 10 minutos.

(c) Solucién de Bloqueo:
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Se cubrieron los cortes con solucién de bloqueo (suero normal de cabra al

10%), incubandose en caAmara himedaa T. A.

4.6.2- Caracterizacion de la respuesta inmune innata y adaptativa por IHQ: componentes

evaluados

Receptores: se evalu6 la expresiéon semicuantitativa y localizacién celular
especifica de dos receptores de la inmunidad innata: TLR2 y TLR4. Las

especificaciones utilizadas para este anticuerpo se detallan en la Tabla 3.

Células: para caracterizar la respuesta inmune innata se realizé la
identificacién y cuantificacion en tejido mamario de monocitos-macréfagos
utilizando el anticuerpo monoclonal anti CD14. Para caracterizar la respuesta
inmune adaptativa se realiz6 la identificacion y cuantificaciéon de linfocitos T,
utilizando un anticuerpo monoclonal anti CD2, y linfocitos B utilizando un
anticuerpo monoclonal anti CD79. Las especificaciones utilizadas para cada

anticuerpo se detallan en la Tabla 3.

Factores solubles: Se analiz6é la localizacion celular especifica y expresion

semicuantitativa de Lf bovina utilizando un anticuerpo policlonal anti Lf bovina
desarrollado por Chanetton y col. (2008). La Lf, purificada y biotinilada con NHS-LC-
Biotin (Pierce Chemicals Co, Rockford, IL, EEUU), junto al anticuerpo especifico
contra esta proteina fueron generados y cedidos gentilmente por el Dr. Luciano

Chanetton y por el Dr. Busman. Las especificaciones de uso se detallan en la Tabla 3.

Citoquinas: Se evalué la localizacién celular especifica y la expresion
semicuantitativa en tejido mamario de TNF-a, IL-la, IL-6 e IL-17 utilizando
anticuerpos especificos. Las especificaciones utilizadas para cada anticuerpo se

detallan en la Tabla 3.
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4.6.3- ELISA sandwhich para evaluar citoquinas

Las muestras destinadas a los ensayos de ELISA fueron descongeladas y
desengrasadas siguiendo un protocolo de rutina. Brevemente, se centrifugaron a 1500
g durante 20 minutos a 4°C. Luego, se extrajo con espatula la grasa adherida a las
paredes de la parte superior del tubo. Posteriormente, se realiz6 una segunda
centrifugaciéon a 14700 rpm durante 30 minutos a 4°C. Finalmente, se extrajo la
porciéon acuosa superior con jeringa de 1 ml y aguja, alicuotindose en tubos
eppendorf de 0,5 ml a -80°C.

Los niveles de IL-1p, IL-4 e IL-6 en secrecién mamaria se determinaron mediante
el uso de kits comerciales (Bovine IL-13 ELISA Reagent kit, Thermo Scientific Inc.,
Waltham, USA; Bovine IL-4 ELISA Reagent kit, Thermo Scientific Inc., Waltham,
USA; Bovine IL-6 ELISA Reagent kit, Thermo Scientific Inc.,, Waltham, USA)
siguiendo la metodologia detallada en las correspondientes hojas técnicas.

El fundamento de la técnica consiste en la captura de antigenos y deteccion
mediante inmunocomplejos. Se recubre el pocillo con un primer anticuerpo anti-
antigeno. Después de lavar el exceso de anticuerpo se aplica la muestra problema en
la que se encuentra el antigeno, que sera retenido en el pocillo al ser reconocido por
el primer anticuerpo. Después de un segundo lavado, que elimina el material no
retenido, se aplica una solucién con un segundo anticuerpo anti-antigeno marcado.
Asi, cada molécula de antigeno estara unida a un anticuerpo en la base que lo retiene
y a un segundo anticuerpo que lo marca. Este ensayo tiene una gran especificidad y
sensibilidad debido a la amplificacién de sefial que permite el segundo anticuerpo.

Brevemente, la microplaca se sensibiliz6 con el anticuerpo de recubrimiento y se
incub6é durante toda la noche. Se bloqueé con una solucién de 4% de BSA y 5% de
sacarosa en D-PBS. Muestras y estandares se colocaron por duplicado en los pocillos
de la placa y se incubaron a T.A. durante 1 h. Las muestras se lavaron y se afiadio el
anticuerpo de deteccién (anticuerpo conjugado con biotina) y se incubaron durante 1
h. Después de los lavados, se afiadié estreptavidina conjugada a peroxidasa y se
incubé durante 30 min. La reacciéon se evidencié por la adicion de 3,3 ', 5,5'-
tetrametilbencidina como solucién de cromégeno (sustrato TMB), que se incubd

durante 20 min., y la reaccién se detuvo con H>SOy4 (Stop solution). Las lecturas se
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realizaron a 450 nm con un lector de ELISA (Lector de Microplacas,

SPECTROstarNano, BGM / LABTECH, Ortemberg, Alemania).

4.7- Caracterizacion de la remodelacién y de los cambios histomorfométricos

Se evalué mediante la técnica de IHQ la localizacion celular especifica y la
expresion semicuantitativa de proteinas relacionadas con la remodelaciéon de la
glandula mamaria: TGF-p1, TGF-B2, TGF-33 y los receptores TGF-BR1 y TGF-BR3.
Asimismo, se evalu6 la expresion proteica de colageno I. Las especificaciones de los
anticuerpos primarios y secundarios utilizados se detallan en la Tabla 3.

La evaluacién de los cambios histomorfométricos en tejido mamario infectado
con S. aureus y en tejido mamario no infectado se realiz6 mediante analisis digital de
imagenes sobre secciones coloreadas con hematoxilina y eosina. La metodologia se

describe en el punto 4.11.

4.8- Caracterizacion de la proliferacién celular y apoptosis por IHQ

Se evalu6 mediante IHQ, la expresiéon nuclear de PCNA y Ki-67 como
antigenos marcadores de proliferaciéon celular utilizando anticuerpos monoclonales
especificos. Por otra parte, se evalud la localizaciéon celular especifica y expresion
semicuantitativa de diferentes proteinas reguladoras de la apoptosis: Bcl-2 (proteina
antiapoptoética), Bax (proteina proapoptoética), receptor Fas (inductor de apoptosis) y
caspasa-3 activa (proteasa efectora). Las especificaciones de los anticuerpos primarios

y secundarios utilizados se detallan en la Tabla 3.

4.9- Deteccién de apoptosis in situ mediante la técnica de TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labelling)

Para la deteccion in situ de células apoptoticas se empled la técnica TUNEL
utilizando un kit comercial (ApopTag Plus peroxidasa, Chemicon Internacional,
Temecula CA, EE.UU.). Este método utiliza la enzima terminal deoxynucleotidyl

transferase (TdT) para catalizar la union de dATP y dUTP-digoxigenina al extremo
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3'OH libre del DNA fragmentado. Los nucleétidos incorporados forman un
heteropolimero al azar, que se revela con un anticuerpo anti-digoxigenina marcado
con peroxidasa.

Brevemente, la técnica incluyé los siguientes pasos: después de la
desparafinacion e hidratacién, se realizé la recuperaciéon antigénica. Para esto los
cortes se incubaron con proteinasa K (Dako North America Inc., Carpinteria CA,
EE.UU.) durante 15 minutos a 25°C. La enzima se prepar6 10 minutos antes de ser
utilizada (40 pl de enzima en 2 ml de buffer 0.05 M de pH 7.5) y se precalent6 en
estufa a 25°C durante 10 minutos. Luego de la incubacién con la enzima, se realizé
un lavado en solucion buffer y se inactivo la peroxidasa endégena en una solucién de
metanol y HxOz al 3%. Seguidamente al lavado en PBS, los cortes se incubaron en una
solucion buffer de equilibrio durante 10 min. Posteriormente, se incubaron con la
enzima TdT durante 60 min a 37 © C. Las secciones se lavaron luego con solucién
buffer de stop durante 10 min y después se incubaron con anti-digoxigenina-
peroxidasa durante 30 min a 25 ° C. Las secciones de tejido se lavaron en PBS y luego
fueron incubadas con DAB durante aproximadamente 6 min a T. A. hasta visualizar
la inmunomarcacién. Finalmente, los cortes se lavaron en agua destilada, se

contracolorearon con hematoxilina de Mayer, y fueron deshidratados y montados.

4.10- Analisis digital de imagenes

La evaluacion de las técnicas de IHQ y TUNEL se realiz6 por andlisis digital de
imagenes, utilizando el programa Image-Pro Plus 3.0.1 (Media Cybernetic),
siguiendo métodos ya descriptos en trabajos previos (Dallard y col., 2007, 2008, 2009,
2013; Baravalle y col., 2015). Las imagenes microscopicas fueron generadas con un
microscopio Olympus BH-2 (Olympus Co., Tokyo, Japon) y digitalizadas mediante
una camara Olympus C5060 (Olympus Co., Tokyo, Japon) conectada a una PC. Las
imagenes fueron tomadas en una magnificacion de 40X y almacenadas bajo el
formato TIFF con una definicion de 1200 x 1600 pixels y 24 bits de color. 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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4.10.1- Cuantificacion del drea inmunomarcada

Mediante analisis digital de imagenes se cuantificé la expresién proteica de los
receptores de la inmunidad innata (TLR2, y TLR4), citoquinas (IL-1a, IL-6, TNF-a, IL-
17), Lf, componentes de la familia de TGF-p (TGF-p1, TGF-p2, TGF-3, TGF-BR1,
TGF-PR3), coldgeno I, proteinas regulatorias de la apoptosis (Bcl-2, Bax, receptor Fas
y caspasa-3 activa). El método de cuantificacion de niveles de expresiéon aqui
utilizado se detalla en trabajos previos (Dallard y col., 2013; Baravalle y col., 2015).
Brevemente, el drea inmunomarcada por la reaccién de los anticuerpos, fue calculada
como porcentaje del area total evaluada a través de analisis de segmentacion de
colores, localizando todos los objetos de color especifico dado por el cromégeno
utilizado (marcacion marrén). La marcacion marrén fue seleccionada con una
sensibilidad de 4 (méximo 5) y luego se aplicé una maéscara para separar los colores
de forma permanente. El porcentaje de area inmunomarcada (mascara negra) fue
calculado para al menos 40 imagenes en cada una de las siguientes estructuras:
alvéolos, conductos y tejido intersticial. La inmunomarcacion de todas las proteinas

mencionadas anteriormente se cuantificé utilizando la metodologia descripta.

4.10.2- Cuantificacion del niimero de células inmunes por unidad de drea

Los CD ¢ (“cluster de diferenciacion”) que significa “grupo de diferenciaciéon”,
son proteinas estructurales de membrana clasificadas en series de superfamilias.
Cada superfamilia se caracteriza porque las proteinas que la integran retinen
caracteristicas estructurales comunes. Normalmente, comparten dominios de
proteina de un determinado tipo.

El CD14 es un marcador principalmente de monocitos-macréfagos y en segunda
medida de neutréfilos Es un co-receptor para LPS bacteriano, practicamente ausente
en los granulocitos (Fainboim y Geffner, 2008). Los macrofagos fueron identificados
como células grandes redondeadas con un diametro entre 15-20 pm, con citoplasma
abundante y con mayor cantidad de vacuolas y granulos que el monocito.

En bovinos, CD2 ha sido identificado en linfocitos T CD4+ y CD8+ y en una
pequeiia poblacion de linfocitos T CD4-/CDS8- (Davis y Splitter, 1991).
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El CD79 es una proteina transmembranal que forma un complejo con el receptor
de linfocito B (BCR) y genera una sefial después de que el BCR reconoce al antigeno,
cuyo patron de marcaciéon es la membrana citoplasmatica de linfocitos B y
plasmocitos. Los linfocitos, en general sin discriminar en tipos, son células pequefias,
de un didmetro de unos 7 pm, con un ntcleo redondeado que ocupa casi toda la
célula.

Para analizar la expresion de CD14, CD2 y CD79 en el tejido mamario, se
digitalizaron imégenes de todo el preparado sometido a IHQ en un aumento de 40X
y se calcul6 la cantidad de células positivas por unidad de area (mm?) segtn la

siguiente formula:

Numero de células positivas/campo microscopico
.\11111ch de celulhas i x 1000000
positivas/mm*

Area total del campo microscépico (um)

4.10.3- Cuantificacion del porcentaje de células en proliferacion (antigenos nucleares)

La proliferacion celular se evalu6 a través de la inmunomarcaciéon de PCNA y
Ki67. Todas las células inmunomarcadas para PCNA se consideraron positivas.
Estas presentaron reacciéon nuclear positiva con alta heterogeneidad en la intensidad
de la tincion. Por ello, mediante el anélisis de imagenes almacenadas se establecieron
3 rangos de intensidad: débil (1+), moderado (2+) e intenso (3+). Se contaron en cada
preparado, como minimo 1500 células, tanto en parénquima como en estroma, en
40X, en un minimo de 20 campos. Sélo se cuantificaron las que mostraron la tincién
nuclear mas intensa (PCNA 3+) y el resultado se expresé como porcentaje de estas
células intensamente marcadas.

Para obtener el porcentaje de proliferacién celular con el antigeno Ki-67 todas las
células que presentaron reaccién nuclear homogénea e intensa se consideraron
positivas. Se contaron en cada preparado como minimo 1500 células del parénquima
y del estroma de la glandula mamaria en un minimo de 20 campos y a una

magnificacion de 40X.
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4.10.4- Cuantificacion de la apoptosis in situ
La cuantificaciéon de células apoptoéticas detectadas mediante la técnica TUNEL
se realizd siguiendo la metodologia antes descripta para la evaluacion de la

proliferacion celular.

4.10.5- Balance proliferacion/apoptosis

El balance entre células en proliferaciéon y células apoptéticas fue estimado
usando la razén entre los porcentajes de células Ki-67 inmunomarcadas y los
porcentajes de células TUNEL positivas tanto en células del parénquima como del

estroma mamario.

4.11- Estudios morfométricos

Para los estudios morfométricos se realiz6 un andlisis cuantitativo para
determinar el porcentaje de area de tejido mamario compuesta de parénquima y de
estroma intralobulillar e interlobulillar. Se tomaron 20 imagenes por corte a 20 X de
magnificacion, evitando las zonas de los bordes. Al aumento utilizado, cada campo
de la pantalla representé un area de tejido de 0,28 mm?. Los porcentajes de estroma
intra e interlobulillar y de parénquima fueron obtenidos usando una herramienta de
medicion manual del programa Image Pro-Plus 3.0.1. Primero se calcul6 el area
compuesta por parénquima, y luego la compuesta por estroma intralobulillar. El
area correspondiente a estroma interlobulillar se calcul6 como la diferencia entre el
area total de tejido y la suma del area compuesta por estroma intralobulillar y

parénquima.

4.12- Determinacion de la especificidad de los anticuerpos utilizados

La homologia entre la proteina bovina a identificar y el péptido diana contra
el cual fue dirigido cada anticuerpo primario utilizado en IHQ fue testeada usando
Basic Local Alignment Search Tool (software BLAST; http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/BLAST).
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4.12.1- Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

La especificidad de los anticuerpos utilizados en IHQ también fue evaluada
por WB. Para esto, las proteinas provenientes de tejido fueron separadas por
electroforesis desnaturalizante (PAGE-SDS) en condiciones reductoras en geles
discontinuos de poliacrilamida (Laemmli, 1970). El tamafio del poro para el gel de
resoluciéon se correspondié con una concentracion de acrilamida-bisacrilamida a
diferentes porcentajes, dependiendo del peso de la proteina a resolver (8% para
colageno I, 15 % para el resto de las proteinas). 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). Dichas proteinas se detallan en la Tabla 4. Se utilizé una cuba vertical de
Bio-Rad (California, USA) sembrando los volimenes adecuados para 40 o 60 pg de
proteina para las muestras de tejido (segtn el gel elaborado) 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 resolucién. Se utiliz6 el buffer de corrida
Tris-Glicina con 0,1 % de SDS pH 8,3. Luego de finalizada la corrida se procedi6 a la
transferencia de las proteinas desde el gel a una membrana de nitrocelulosa
(Amersham-GE Healthcare-Argentina), para lo cual se utilizoé el buffer de
transferencia Towbin modificado compuesto por Tris-Glicina con 20 % de metanol.
Se realiz¢ la transferencia en frio a 100 V durante 150 minutos. Al término de este
periodo se coloreé la membrana con el colorante Rojo Ponceau para corroborar la
efectividad de la transferencia. Luego se lavaron las membranas con agua destilada
seguido de buffer Tris salino-Tween (TBS-T) hasta la desaparicién del colorante. Con

el mismo propésito se colore6 el gel con Coomasie Brilliant Blue 250G.

4.12.2- Western blot

Las membranas obtenidas de las muestras de tejido fueron hidratadas en TBS-
Tween y bloqueadas con TBS-Tween-Leche 5%, durante 5 hs a T.A. en agitacion.
Luego de 5 lavados en TBS-Tween, se incubaron toda la noche a 4°C con una dilucién

de los anticuerpos detallados en la Tabla 4, preparada en TBS-T-BSA 2,5 %, en
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camara htimeda. Posteriormente se realizaron 5 lavados de 5 minutos cada uno con
buffer TBS-Tween y luego se incub6 la membrana con una dilucién del anticuerpo
secundario en TBS-T-BSA 2,5 % por 1 h 30 minutos a 25 °C en agitacion. Luego de
realizar 5 lavados con TBS-Tween se detecté la sefial especifica por
quimioluminiscencia, (Sistema ECL Plus, GE Healthcare). Las membranas fueron
expuestas a una placa radiogréfica (ECL, GE Healthcare) durante el tiempo
necesario. El revelado de la placa se realiz6 en forma manual utilizando soluciones
de revelador y fijador (Kodak, Rochester, N.Y., USA). Las placas radiogréficas fueron
escaneadas a 600 dpi (scanner HP Officejet ]J5780) y las imagenes obtenidas fueron
almacenadas con formato TIFF. En la Tabla 4 se pueden observar los anticuerpos

utilizados y las respectivas condiciones de cada uno.

Tabla 3: Condiciones de anticuerpos utilizados en WB
AC, ORIGEN DILUCION AC.
PRIMARIO WB SECUNDARIO
TLR-2 TLR2 Polvclonal GenWay Biotech, Inc., San Diego USA 1:400 e
TLR-4 TLR-4 Polyclonal GenWay Biotech, Inc,, San Diego USA 1:400 o
TNF-a Rabbitanti-ovine TNF-a, (Chemicon, San Francisco, CA, USA) 1:150 "
IL-1-a Anti human IL-1a polvclonal (Endogen, Woburn, USA) 1:100 -
IL-6 Anti porcine IL-6 (Clon 77830; R&D Systems, Minneapolis, USA) 1:200 *
n-17 Anti-IL17 ab79056, rabbit polvclonal, Abcam 1:100
TGF-p 1 Polyclonal (sc-146, Santa Cruz Biotechnologyv) 1:15 -
TGF-p 2 Polyclonal (sc-90, Santa Cruz Biotechnology) 1:75 F¥E
TGF-p 3 Polyclonal (sc-83, Santa Cruz Biotechnology) 1:100 i
TGF-p R1 Polyclonal (ab31013, Abcam) 1:15 i
TGF-p R3 Polvclonal (ab28366, Abcam) 1:25 ot
Colageno | Polvclonal (2150-0510, AbD Serotec) 1:200 b
Bel-2 Polvclonal (ab 7973, Abcam, Cambridge, MA, USA) 1:250 i
Bax Polyclonal (PU347-UP, Biogenex, San Ramon, CA, USA) 1:100 -
FAS Monoclonal (Human activating, clone CH11, 05-201, Millipore) 1:500 i
Caspasa-3 Polvclonal (AF835, R&D systems, USA) 1:100 bad ¢
Anticuerpo Secundario:
*  Anti-mouse IgG peroxidase Polyclonal (Amersham, Buckinghamshire, UK) - 1:500
Anti-rabbit IgG peroxidase Polyclonal (Amersham. Buckinghamshire, UK) - 1:300
*** 1gG anti-rabbit biotinilado, LETH - 1:1000
** Goat anh-mouse IgG peroxidase-conjugated antibody (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA - 1:600
*** Goat anti-rabbit leG peroxidase-conjugated antibody (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA - 1:7500 - (*) 1:15000

Tabla 4: Condiciones de uso de anticuerpos utilizados en WB.

4.13- Caracterizacion de la capacidad fagocitica de macréfagos in vitro
Los ensayos para evaluar la capacidad fagocitica de macréfagos purificados a
partir de secreciones mamarias provenientes de cuartos sanos e infectados con S.

aureus se realizaron sobre muestras del dia 7, 14 y 21 post secado.
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Los macréfagos fueron purificados siguiendo la metodologia previamente
descripta por Almeida y Oliver (1993). Brevemente, las muestras de secreciéon
mamaria de cada tiempo se diluyeron al medio con PBS estéril y se centrifugaron a
400 x g durante 10 min a 40 C. El pellet obtenido se lavé una vez més y se
resuspendié en 40 ml de PBS estéril. Se agregd en el fondo del tubo 5 ml de
Histopaque 1083, y se centrifugé 20 min a 400 x g a T.A. Las células mononucleares
se obtuvieron de la interfase entre la solucién de Histopaque y la suspension que
contenia a las células. Luego de lavarlas dos veces con PBS estéril, las células fueron
contadas en cdmara hemocitométrica de Neubauer y fueron almacenadas en Suero
Bovino Fetal (SBF) conteniendo un 10% de Dimetil Sulféxido (DMSO) en tanques de
nitrégeno liquido para su conservacion hasta el momento de su utilizacion.

Los ensayos de fagocitosis fueron realizados mediante citometria de flujo
utilizando la cepa Reynolds de S. aureus marcada con isotiocianato de fluoresceina
(FITC) y siguiendo la metodologia empleada por Renna y col. (2014) con
modificaciones. Brevemente, 100 ul de una suspension de la cepa Reynolds de S.
aureus marcada con FITC (1x108 UFC/ml) fueron incubados con 100 ul de una
suspension de 1x107 macréfagos/ml provenientes de secreciones mamarias de
cuartos infectados con S. aureus y no infectados durante 30 min a 370C en agitacion
constante. La fagocitosis fue frenada por la adicion de CINa 0,85%/EDTA 0,04%.
Finalmente, las células fueron tefiidas con bromuro de etidio para apagar la
fluorescencia extracelular (Weingart y col., 1999) y fueron adquiridas utilizando el
citometro Attune, NxT (Acoustic Focusing Cytometer A24860, Life Technology). Se
seleccion6 la regiéon R1 que contiene a la poblacién de células mononucleares
teniendo en cuenta los pardmetros de tamafio (Side Scatter) y complejidad
citoplasmatica (Fordward Scatter). El analisis de datos se realizé utilizando el
programa FlowJo. Se calcul6 el porcentaje de macréfagos con bacterias internalizadas
y se utilizé el pardmetro de Intensidad de Fluorescencia Media (IFM) como una
estimacion del namero de bacterias internalizadas por célula positiva (Zetterlund y

col., 1998).

66



Materiales y Métodos

4.14- Analisis estadistico

Los diferentes parametros cuantificados fueron evaluados mediante el
programa SPSS 11.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).

Los datos obtenidos a partir de las areas inmunomarcadas para los diferentes
anticuerpos primarios utilizados, los nimeros de células inmunes por unidad de
area, los porcentajes de células proliferantes y en apoptosis fueron analizados
estadisticamente utilizando un ANOVA factorial). A través de este modelo se
testearon los efectos principales del estado infeccioso (cuartos sanos y cuartos
infectados crénicamente por S. aureus), del tiempo de muestreo (dias 7, 14 y 21 de
involucién) y de la interaccién entre ambos factores (tiempo*estado infeccioso). Cuando
la interacciéon fue significativa se realizaron pruebas-t para comparar medias
individuales. Los datos se presentaron como medias entre tres muestras de tejido
obtenidas del mismo cuarto mamario * desvio estandar (DE).

Para la evaluaciéon estadistica de los niveles de citoquinas en secrecion
mamaria de cuartos mamarios infectados y no infectados durante la involucién se
utiliz6 un ANOVA de medidas repetidas. Los supuestos del ANOVA, como
normalidad de la distribucion y homogeneidad de varianzas se comprobaron por los
test de Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente. Se consideraron

significativas las diferencias de p < 0.05.
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Resultados

Objetivo especifico Nro. 1: Caracterizar la respuesta inmune innata y adaptativa en
tejido mamario sano y con infecciones naturales cronicas por S. aureus durante la involucion

activa.

5.1- Caracterizacion de la respuesta inmune innata

5.1.1- Receptores tipo toll (TLR-2y TLR-4)

A fines de obtener informacién acerca de la expresion y localizacion de los
TLRs en el tejido mamario, se detecté la marcacion citoplasmatica obtenida a través
de la técnica de THQ.

La inmunomarcacion correspondiente a TLR-2 se presenté en todas las
secciones de tejido, tanto en los cuartos infectados crénicos con S. aureus como en
sanos, asociada al dominio apical de células epiteliales alveolares y conductos
excretores del parénquima mamario (Figura 5). En el estroma interalveolar y en el
interior de conductos y alvéolos se observaron macréfagos y neutréfilos con su
citoplasma inmunoreactivo. Los componentes de la matriz extracelular no
reaccionaron a la inmunomarcacién con el anticuerpo utilizado, mientras que las
células endoteliales de los vasos sanguineos mostraron reaccion positiva.

En la figura 6 se grafican los porcentajes de inmunomarcacion para TLR-2. La
expresion de este receptor se vio influenciada tanto por los periodos de la involucién
evaluados (p<0,001), como por el proceso infeccioso (p<0,001), no existiendo
interacciéon entre ambos factores (p=0,105). La expresion de TLR-2 fue mayor en
cuartos con infecciones crénicas que en cuartos sanos en todos los periodos
evaluados (p<0,001). Tanto en cuartos infectados como en sanos, los mayores
porcentajes de inmunomarcacion se observaron al dia 7 de la involucion

disminuyendo en forma gradual a lo largo del periodo de muestreo.
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INFECTADAS NO INFECTADAS

Figura 5: Inmunomarcacién para TLR-2 en cuartos de GM infectadas crénicas por S. aureus y sanas, a
los 7, 14 y 21 dias de involucion. Las flechas negras sefialan células epiteliales alveolares intensamente
marcadas en su dominio apical y conductos excretores del parénquima mamario. Las flechas rojas
indican células del sistema inmune ubicadas en el estroma mamario. Aumento: 40X.
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Figura 6: Porcentajes de area inmunomarcada para TLR-2 en GM bovina sana e infectada
crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan las medias
de los porcentajes de drea inmunomarcada en los cuartos mamarios evaluados * el desvio
estandar (DE). Diferentes letras denotan diferencias significativas para cada periodo de tiempo
evaluado (p<0,05).

Como se observa en la figura 7, la inmunomarcacién de TLR-4 se present6 en
todas las secciones de tejido de ambos grupos, asociada tanto a componentes del
estroma como del parénquima mamario. La marcacién fue particularmente intensa a
nivel del citoplasma de células epiteliales que revisten alvéolos y conductos, de
neutrofilos, linfocitos y de células plasmaticas, asi como en macrofagos presentes en
el estroma y en la luz de los alvéolos.

En la figura 8 se grafican los porcentajes de inmunomarcacion para TLR-4. La
expresion de este receptor se vio influenciada por la infeccion (p<0,001) y por los
periodos de la involucion evaluados (p=0,034), no observdndose interaccion entre
ambos factores (p=0,820). La expresion de TLR-4 fue mayor en cuartos con
infecciones crénicas que en cuartos sanos en todos los periodos (p<0,001),
observédndose el mayor porcentaje de inmunomarcacién al dia 7 de la involucién en

cuartos infectados.
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INFECTADAS NO INFECTADAS

Figura 7: Inmunomarcacién para TLR-4 en cuartos de GM infectadas crénicas por S. aureus y
sanas, a los 7, 14 y 21 dias de involuciéon. Las flechas negras sefialan células epiteliales
intensamente marcadas que revisten alvéolos y conductos del parénquima mamario. Las flechas
rojas indican células del sistema inmune ubicadas en estroma dentro de los alvéolos. Aumento:
40X.
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Figura 8: Porcentaje de &rea inmunomarcada para TLR-4 en GM bovina sana e infectada
crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan las medias de
los porcentajes de drea inmunomarcada en los cuartos mamarios evaluados + el desvio estdndar

(DE). Diferentes letras denotan diferencias significativas para cada periodo de tiempo evaluado
(p<0,05).

En la figura 9 se observa el resultado del western blot realizado a fines de
evaluar la especificidad de los anticuerpos utilizados en IHQ. Se puede observar una
banda a la altura de los 89,8 kDa y otra a los 95,7 kDa, correspondientes a los pesos

moleculares de TLR-2 y TLR-4, respectivamente.

TLR-2 TLR-4
il

89.8 kba —»
95.7 kba —>» -

Figura 9: Western blot para identificar la especificidad de anticuerpos para IHQ (anti- TLR-2 y anti-
TLR-4) en tejido mamario.
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5. 1.2- Monocitos-macrdfagos: expresion de CD14
La marcaciéon positiva para CD14 se observé a nivel de los monocitos-
macrofagos presentes en estroma y lumen de conductos y alvéolos, y la misma

estuvo asociada al citoplasma de estas células (Figura 10).

INFECTADAS NO INFECTADAS

DIA7

DIiA 14

DiA 21

Figura 10: Monocitos-macréfagos inmunomarcados con anti CD14 en cuartos de GM infectadas
crénicas por S. aureus y sanas, a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las flechas indican células con
reaccion citoplasmatica positiva. Aumento: 40X.
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El namero de monocitos-macréfagos/mm? (identificados con anti CD14) se
vio influenciado por los periodos de la involucién evaluados, tanto en los cuartos
provenientes de animales infectados como en los libres de infeccién intramamaria
(p=0,001). El nimero de células fue mayor en cuartos con infecciones crénicas que en
cuartos sanos en todos los periodos de la involuciéon evaluados (p<0,001). Se observé
interaccion entre los periodos de la involucién evaluados y el estado de infeccion
intramamaria (p=0,038). Al dia 7 y 21 de la involucién el nimero de células fue
mayor en cuartos infectados en comparacion con no infectados (p=0,004 y p=0,007,
respectivamente); no asi al dia 14 donde no se observaron diferencias entre cuartos

infectados y sanos (p=0,054) (Figura 11).
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Figura 11: Numero de monocitos-macréfagos por unidad de area (mm?) marcados con anti CD14 en
GM bovina sana e infectada crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras
representan las medias del ndmero de monocitos-macréfagos/mm? en los cuartos mamarios
evaluados * el desvio estandar (DE). Diferentes letras denotan diferencias significativas para cada
periodo de tiempo evaluado (p<0,05).
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5.1.3- Inmunodeteccion de citoquinas proinflamatorias

Para cada citoquina evaluada por IHQ se realizé la caracterizacion de su
expresion in situ en tejido mamario infectado y sano. Se detectaron diferencias en los
porcentajes de drea inmunomarcada para cada grupo en estudio y para cada estadio

de la involucion.

TNF-a

Como se observa en la figura 12 la expresion de TNF-a, tanto en GM
infectadas crénicamente con S. aureus como en sanas, se vio asociada a estructuras
del parénquima y del estroma mamario en todos los periodos evaluados. Se observé
marcacion intensa en el citoplasma de las células epiteliales que revisten los alvéolos
y conductos excretores. Ademads, células del sistema inmune como macréfagos,
neutrofilos, eosindfilos y linfocitos intraepiteliales reaccionaron intensamente con el
anticuerpo utilizado, al igual que los endotelios y fibras musculares lisas de los vasos
sanguineos.

Como se observa en la figura 13, los porcentajes de inmunomarcacién para
TNF-a fueron mayores en cuartos infectados con respecto a los sanos en todos los
periodos evaluados (p<0,001), pero no se vio influenciada por los periodos de la
involucién (p=0,155), ni se presentd interaccion entre ambos factores (p=0,066). En
cuartos infectados, el &rea inmunomarcada para TNF-a fue mayor con respecto a los

no infectados a los 7, 14 y 21 dias (p<0,001).

76



Resultados

INFECTADAS NO INFECTADAS

DIA7

DIA 14

DiA 21

Figura. 12: Inmunomarcacién para TNF-a en cuartos de GM infectadas crénicas por S. aureus y
sanas, a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las flechas negras sefialan células epiteliales alveolares
intensamente marcadas. Las flechas rojas indican células del sistema inmune ubicadas en estroma
y dentro de los alvéolos mamarios. Aumento: 40X.
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Figura 13: Porcentaje de &rea inmunomarcada para TNF-a en GM bovina sana e infectada
crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan las medias de
los porcentajes de drea inmunomarcada en los cuartos mamarios evaluados + el desvio estandar (DE).
Diferentes letras denotan diferencias significativas para cada periodo de tiempo evaluado (p<0,05).

IL-1a

La expresion de la IL-1a se observo en los tejidos mamarios de los dos grupos
evaluados y se asocié 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 inmunomarcacién. 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 result6 negativo a la

inmunomarcacién (Figura 14).
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INFECTADAS NO INFECTADAS

Figura 14: Inmunomarcacién para IL-1a en cuartos de GM infectadas crénicas por S. aureus y sanas,
alos 7, 14 y 21 dias de involucién. Las flechas negras sefhalan células epiteliales alveolares y de los
conductos excretores intensamente marcadas. Las flechas rojas indican células del estroma, y células
del sistema inmune ubicadas en estroma y dentro de los alvéolos mamarios. Aumento: 40X.

En la figura 15, se representan las medias de los porcentajes de
inmunomarcacioén para IL-1a. La expresién de esta citoquina no se vio influenciada
por el tiempo de la involucién (p=0,183), pero si por el proceso infeccioso (p<0,001)
observandose una interacciéon entre ambos factores (p<0,001). Se observé que los

porcentajes de marcacién para esta citoquina fueron mayor en cuartos infectados con
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respecto a los cuartos sanos al dia 7 (p<0,001) y 14 (p=0,001) de la involucién,

mientras que al dia 21 no se observaron diferencias entre curtos infectados y sanos
(p=0,556).
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Figura 15: Porcentaje de area inmunomarcada para IL-1a en GM bovina sana e infectada crénicamente
con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan las medias de los porcentajes
de drea inmunomarcada en los cuartos mamarios evaluados * el desvio estandar (DE).. Diferentes
letras denotan diferencias significativas para cada periodo de tiempo evaluado (p<0,05).

IL-6

La inmunomarcacion para IL-6 se muestra en la figura 16. Al igual que para
las demds citoquinas evaluadas, su expresion se detecté en todos los cuartos
mamarios provenientes de GM con infeccién créonica y GM sin infeccién. 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

macroéfagos, neutréfilos, fibroblastos y células endoteliales de los vasos sanguineos

presentaron tincion positiva.
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INFECTADAS NO INFECTADAS

&

Figura 16: Inmunomarcacién para IL-6 en cuartos de GM infectadas crénicas por S. aureus y sanas, a
los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las flechas negras sefialan células epiteliales alveolares y de los
conductos excretores intensamente marcadas. Las flechas rojas indican células del estroma y células
del sistema inmune ubicadas en estroma y dentro de los alvéolos mamarios. Aumento: 40X.
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Los porcentajes promedios de area inmunopositiva se grafican en la figura 17.
Aqui se observa que la marcaciéon de IL-6 no se vio influenciada ni por el tiempo de
la involucién (p=0,110), ni por el proceso infeccioso (p=0,839). Tampoco se observo
interaccion entre ambos factores evaluados (p=0,140). En cuartos infectados, no se
observaron diferencias con respecto a los cuartos sanos en ninguno de los periodos

de la involucién evaluados (7 dias, p=0,085; 14 dias, p=0,599; 21 dias, p=0,084).
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Figura 17: Porcentaje de drea inmunomarcada para IL-6 en GM bovina sana e infectada crénicamente
con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan las medias de los porcentajes
de drea inmunomarcada en los cuartos mamarios evaluados * el desvio estandar (DE).

IL-17

La expresion de IL-17, que se observa en la figura 18, fue positiva a nivel del
parénquima, en el citoplasma de células epiteliales de los alvéolos mamarios y de los
conductos de excreciéon. En el tejido conjuntivo interalveolar e intelobulillar se
observaron células del sistema inmune como macréfagos, linfocitos y neutrofilos

reactivos a la inmunomarcacion.
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INFECTADAS NO INFECTADAS

DIA7

DIA 14

DiA 21

Figura 18: Inmunomarcacién para IL-17 en cuartos de GM infectadas crénicas por S. aureus y sanas, a
los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las flechas negras sefialan células epiteliales alveolares intensamente
marcadas. Las flechas rojas indican células del sistema inmune ubicadas en estroma y dentro de los
alvéolos mamarios. Aumento: 40X.

Los porcentajes promedio de drea inmunopositiva para la IL-17 se grafican en
la figura 19. Aqui se observa que la marcacién de IL-17 se vio influenciada por el
tiempo de la involucién (p=0,02), por el proceso infeccioso (p< 0,001), al mismo
tiempo que se observé interaccion entre ambos factores evaluados (p=0, 001). Se

observé que los porcentajes de marcacién para esta citoquina fueron mayores en
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cuartos infectados con respecto a los cuartos sanos al dia 14 (p=0,01) y 21 (p<0,001)
de la involucién, mientras que al dia 7 no se observaron diferencias entre cuartos

infectados y sanos (p=0,96).
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Figura 19: Porcentajes de area inmunomarcada para IL-17 en GM bovina sana e infectada
crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucion. Las barras representan las medias de
los porcentajes de drea inmunomarcada en los cuartos mamarios evaluados + el desvio estandar (DE).
Diferentes letras denotan diferencias significativas para cada periodo de teimpo evaluado (p<0,05).

En la figura 20 se observan los resultados de los western blot realizados a fines
de evaluar la especificidad de los anticuerpos utilizados en IHQ. En la figura A
correspondiente a TNF-a se pueden observar dos bandas, una a la altura de los 26
kDa (forma madura de la glicoproteina) y otra a los 17 kDa (TNF-a soluble). En B se
observa una banda a la altura de los 17 kDa correspondiente a IL-1a. En C se observa
una banda a los 26 kDa correspondientes al peso molecular de IL-6. Finalmente en D

se observa una banda a los 18 KDa correspondiente a la IL-17.
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Figura 20: Western blot para identificar la especificidad de anticuerpos para IHQ: anti- TNF-a
(A), IL-1a (B), IL-6 (C) e IL-17 (D) en tejido mamario.

5.1.4- Lactoferrina (Lf):

En cuartos mamarios infectados crénicamente con S. aureus y en libres de
infeccién, la inmunomarcacién para Lf se vio asociada a células epiteliales de la GM
bovina y células del sistema inmune, como macréfagos, neutréfilos y linfocitos
(Figura 21).

En la figura 22 se grafican los porcentajes promedios de area inmunopositiva
para Lf. La expresion proteica de LF se vio influenciada por los periodos de la
involucién evaluados (p<0.001) y por el proceso infeccioso (p=0,003), observandose
ademds interacciéon entre ambos factores (p<0.001). En ambos grupos evaluados
(infectados y libres de infeccion) los porcentajes de inmunomarcacién para la LF
aumentaron desde el dia 7 hasta dia 14 de la involuciéon observandose porcentajes de
marcacion similares (p=0,735 y p=0,346, respectivamente). A los 21 dias de la
involucién, se observé una disminucién significativa en la expresion de LF en los
cuartos mamarios con infecciones crénicas en comparaciéon con los cuartos no

infectados (p<0,001).
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INFECTADAS NO INFECTADAS

DIA7

DIA 14

DiA 21

Figura 21: Inmunomarcacién para Lf en cuartos de GM infectadas crénicas por S. aureus y sanas, a los
7,14 y 21 dias de involucién. Las flechas negras sefialan células epiteliales alveolares intensamente
marcadas. Las flechas rojas indican células del sistema inmune ubicadas en estroma. Aumento: 40X.
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Figura 22: Porcentaje de drea inmunomarcada para LF en GM bovina sana e infectada crénicamente
con S. aureus alos 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan las medias de los porcentajes de
drea inmunomarcada en los cuartos mamarios evaluados * el desvio estindar (DE). Diferentes letras
denotan diferencias significativas para cada periodo de tiempo evaluado (p<0,05).

5.2- Caracterizacion de la respuesta inmune adaptativa

5.2.1- Cuantificacion de linfocitos T mediante la expresion de CD2

La identificacion de linfocitos T en tejido mamario se realiz6 mediante la
expresion de CD2 utilizando un anticuerpo especifico. En la figura 23 se observan los
linfocitos T inmunomarcados para los diferentes tiempos de la involucion en cuartos
infectados con S. aureus y no infectados. La marcacién intensa se detecté a nivel del
citoplasma de los linfocitos T. Los mismos se distribuyeron principalmente en el
tejido conjuntivo del estroma mamario y en menor namero en la luz de alvéolos y
conductos. En los cuartos mamarios infectados con S. aureus los linfocitos T se

distribuyeron formado acimulos en el tejido conjuntivo interalveolar (Figura 23).
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INFECTADAS NO INFECTADAS

Figura 23: Inmunomarcacién de linfocitos T CD2 positivos en cuartos de GM infectadas crénicas por
S. aureus y sanas, a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las flechas negras sefialan células intensamente
marcadas con el cromégeno. Aumento: 40X.

El namero de linfocitos T/mm? se grafica en la figura 24. El ntmero de
linfocitos T se vio influenciado por los periodos de la involucién (p=0,004) y por el
proceso infeccioso (p<0,001), observandose ademas interacciéon entre ambos factores
(p<0,001). En cuartos infectados, a los 7 y 14 dias el namero de linfocitos T fue mayor
al hallado en cuartos sanos (p<0,001), no asi al dia 21 donde el nimero de células fue
similar (p=0,522).
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Figura 24: Numero de linfocitos T por unidad de area (mm?) marcados con CD2 en GM bovina sana e
infectada crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan las
medias del ntiimero de linfocitos T/mm?2 en los cuartos mamarios evaluados * el desvio estéandar (DE).
Diferentes letras denotan diferencias significativas para cada periodo de tiempo evaluado (p<0,05).

5.2.2- Cuantificacion de linfocitos B mediante la expresion de CD79

La identificacion de linfocitos B en tejido mamario se realiz6 mediante la
expresion de CD79 utilizando un anticuerpo especifico. En la figura 25 se observan
los linfocitos B inmunomarcados para los diferentes tiempos de la involucién en
cuartos infectados con S. aureus y no infectados. La marcacién positiva se asoci6 al
citoplasma de los linfocitos distribuyéndose principalmente en el tejido conjuntivo
interalveolar. En la figura 26 se grafica el naimero de linfocitos B/mm?2. El ntiimero de
linfocitos se vio influenciado por los periodos de la involuciéon evaluados (p<0,001) y
por el proceso infeccioso (p<0,001), observdndose interaccion significativa entre
ambos factores (p<0,001). En cuartos infectados, el niimero de linfocitos B fue mayor

con respecto a sanos en todos los periodos de la involuciéon evaluados (p<0,001).
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INFECTADAS NO INFECTADAS

Figura 25: Inmunomarcacién de linfocitos B CD79 positivos en cuartos de GM infectadas crénicas
por S. aureus y sanas, a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las flechas negras sefialan células
intensamente marcadas. Aumento: 40X.
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Figura 26: Numero de linfocitos B por unidad de area (mm?) marcados con CD79 en GM
bovina sana e infectada crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las
barras representan las medias del ntimero de linfocitos T/mm? en los cuartos mamarios
evaluados = el desvio estandar (DE). Diferentes letras denotan diferencias significativas para
cada periodo de tiempo evaluado (p<0,05).
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Conclusiones parciales

En relacion a la respuesta inmune innata:

. Los receptores de reconocimiento de patrones, TLR-2 y TLR-4,
mostraron mayores porcentajes de area inmunomarcada en cuartos infectados
respecto a los sanos en todos los periodos de la involucién evaluados, existiendo un
efecto del tiempo y del estado infeccioso.

J Para TLR-2, los mayores porcentajes de inmunomarcacion se
observaron al dia 7 de la involucién, disminuyendo en forma gradual a lo largo del
periodo de muestreo, tanto en cuartos infectados como en sanos.

. La inmunoexpresion de TLR-4 fue mayor en cuartos con
infecciones crénicas que en cuartos sanos en todos los periodos, observandose el
mayor porcentaje de inmunomarcaciéon al dia 7 de la involucién en cuartos
infectados.

J El nimero de monocitos-macréfagos CD14+ se vio influenciado
por el tiempo y por el proceso infeccioso. Al dia 7 y 21 de la involucion el nimero de
células fue mayor en cuartos infectados en comparacién con no infectados; no asi al
dia 14 donde no se observaron diferencias entre cuartos infectados y sanos. En
infectados, el mayor namero de monocitos se registr6 al dia 7, para disminuir
gradualmente hacia el dia 21 de la involucion.

. Entre las citoquinas proinflamatorias evaluadas, IL-1a y TNF-a
mostraron en general mayores porcentajes de area inmunomarcada en los cuartos
infectados croénicos en relacion a los cuartos no infectados. Para TNF-a los
porcentajes de inmunomarcacién fueron mayores en cuartos infectados con respecto
a sanos en todos los periodos de la involucién evaluados; mientras que, para IL-1a el
grupo de infectados present6 mayor inmunoexpresiéon solo al dia 7 y 14 de la
involucién. Para IL-6, no se observaron diferencias significativas entre los grupos

evaluados.
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. La IL-17 present6 mayores porcentajes de marcacién en los
cuartos infectados respecto a los sanos a los dias 14 y 21, mientras que al dia 7 no se
observaron diferencias.

. La inmunomarcacién de Lf se vio influenciada por la infeccion y
por el tiempo, disminuyendo significativamente al dia 21 de la involucion en cuartos

infectados con respecto a no infectados.

En relacion a la respuesta inmune adaptativa:

e El namero de linfocitos T se vio influenciado por los periodos de la
involucién y por el proceso infeccioso, observandose ademas interaccion significativa
entre ambos factores. En cuartos infectados, a los 7 y 14 dias el nimero de linfocitos T
fue mayor al hallado en cuartos sanos, no asi al dia 21 donde el ntimero de células
fue similar.

¢ El ntimero de linfocitos B fue mayor en cuartos infectados con respecto
a no infectados en todos los periodos de la involucién evaluados. En cuartos
infectados, el ntimero de células inmunes aumenté de manera progresiva desde el

dia 7 al 21 de la involucion.
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Objetivo especifico Nro. 2: Caracterizar el nivel de citoquinas en secreciones mamarias de

cuartos sanos y con infecciones cronicas por S. aureus durante la involucion activa.

5.3- Cuantificacién de los niveles de citoquinas en secrecion mamaria

5.3.1- IL-1p
En la figura 27 se muestran las concentraciones de IL-1p promedios en
secrecion mamaria de cuartos infectados con S. aureus y no infectados a diferentes

tiempos luego de la interrupcién de la lactancia.
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Figura 27: Medias de las concentraciones de IL-1B3 en secreciones mamarias provenientes de
cuartos cronicamente infectados con S. aureus y no infectados a las 0 (muestra pre secado), 12, 24,
48, 72, 96, 168, 336 y 504 hs luego de la interrupcién de la lactancia + desvio estindar (DS). *,
muestran diferencias significativas entre infectados y no infectados en el mismo punto del tiempo
(p<0.05).

Las concentraciones de IL-13 en secreciéon mamaria fueron mayores en cuartos
infectados con respecto a no infectados en todos los periodos evaluados (p<0,001). En
secreciones mamarias de cuartos infectados, se observé un aumento gradual en las
concentraciones de esta citoquina desde la hora 0 (pre secado) hasta las 24 hs

posteriores al secado alcanzando en este tiempo las concentraciones méximas.
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Posteriormente, las concentraciones de esta citoquina disminuyeron en forma
gradual hasta las 168 hs (7 dias) post secado para ascender nuevamente en forma
gradual hasta las 504 hs (21 dias) post secado alcanzando valores similares a los
observados a las 24 horas. En secreciones mamarias de cuartos no infectados, las
concentraciones de IL-1{3 se mantuvieron sin modificaciones a lo largo del tiempo de

muestreo.

5.3.2-1L-4
En la figura 28 se muestran las concentraciones de IL-4 promedios en secreciéon
mamaria de cuartos infectados con S. aureus y no infectados a diferentes tiempos

luego de la interrupcion de la lactancia.
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Figura 28: Medias de las concentraciones de IL-4 en secreciones mamarias provenientes de cuartos
créonicamente infectados con S. aureus y no infectados a las 0 (muestra pre secado), 12, 24, 48, 72, 96,
168, 336 y 504 hs luego de la interrupcion de la lactancia + desvio estdndar (DS). *, muestran
diferencias significativas entre infectados y no infectados en el mismo punto del tiempo (p<0.05).

Las concentraciones de IL-4 en secreciéon mamaria fueron mayores en cuartos
infectados con respecto a no infectados (p<0,001) a lo largo del periodo de muestreo.
En secreciones mamarias de cuantos infectados, los niveles maximos de esta
citoquina se observaron a las 24 hs post secado, para descender gradualmente hasta

las 96 hs post secado y alcanzar valores similares a los del grupo no infectado. A los 7
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y 14 dias (336 hs) post secado no se observaron diferencias en los niveles de IL-4
entre infectados y no infectados, mientras que a los 21 dias los niveles de esta
citoquina alcanzaron concentraciones superiores en infectados respecto a no
infectados (p<0,05). En secreciones mamarias de cuartos no infectados, la IL 4 se
detect6 a partir de las 48 hs posteriores al secado para alcanzar sus méximos niveles a

las 96 hs post secado.

5.3.3-1L-6

En la figura 29 se muestran las concentraciones de IL-6 promedios en secrecién
mamaria de cuartos infectados con S. aureus y no infectados a diferentes tiempos
luego de la interrupcion de la lactancia.

Las concentraciones de IL-6 en secrecion mamaria fueron mayores en cuartos
infectados con respecto a no infectados en todos los periodos evaluados (p<0,001). En
secreciones provenientes de cuartos infectados, los niveles de IL-6 fueron en aumento
con el progreso de la involucién, alcanzandose los mayores niveles a los 14 dias post
secado. En secreciones mamarias provenientes de cuartos no infectados, la IL-4 se
detect6 a partir de las 72 hs posteriores al secado para alcanzar sus méximos niveles a

los 7 dias post secado.
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Figura 29: Medias de las concentraciones de IL-6 en secreciones mamarias provenientes de cuartos
crénicamente infectados con S. aureus y no infectados a las 0 (muestra pre secado), 12, 24, 48, 72, 96,
168, 336 y 504 hs luego de la interrupcién de la lactancia + desvio estandar (DS). *, muestran
diferencias significativas entre infectados y no infectados en el mismo punto del tiempo (p<0.05).
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Conclusiones parciales

En relacion a los niveles de citoquinas en secreciones mamarias de cuartos sanos y con

infecciones cronicas por S. aureus durante la involucion activa.

e Las concentraciones de IL-1{3 en secrecién mamaria fueron mayores en
cuartos infectados con respecto a no infectados en todos los periodos evaluados. En
las secreciones mamarias de cuartos no infectados, no se presentaron modificaciones
en los niveles para esta citoquina a lo largo del tiempo de muestreo, mientras que en
los cuartos de animales infectados crénicos se produjeron aumentos y disminuciones,
siendo a las 24 hs y al dia 21 los periodos en los cuales se registraron las mayores
concentraciones.

e Las concentraciones de IL-4 en secreciones mamarias de cuantos
infectados fueron mayores a las observadas en cuartos no infectados en todos los
tiempos evaluados, salvo a los 7 y 14 dias, donde fueron similares, registrandose la
maxima concentracion a las 24 hs post secado en cuartos infectados. En no infectados,
la citoquina se detect6 a partir de las 48 hs y sus niveles fueron méximos a las 96 hs.

e Los niveles de IL-6 fueron en progresivo aumento en secreciones
provenientes de cuartos infectados, alcanzdndose los mayores niveles a los 14 dias
post secado. En secreciones mamarias de cuartos no infectados, la citoquina se
detect6 a partir de las 72 hs post secado para alcanzar sus méaximos niveles a los 7

dias post secado.
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Objetivo especifico Nro. 3: Evaluar la expresion proteica de componentes de la subfamilia
de TGF-p, de coldgeno I y los cambios morfométricos del parénquima y estroma mamario,

estableciendo diferencias en cuartos sanos e infectados con S. aureus.

5.4- Expresion de componentes de la subfamilia de TGF-f

En las figuras 30, 32 y 34 se observa el patron de marcacién para tres de los
componentes de la familia TGF-p evaluados en este trabajo. En dichas figuras se
puede apreciar que la inmunomarcacion para TGF-p 1, 2 y 3, se asoci6 a estructuras
del parénquima y del estroma mamario, observdndose reacciéon intensa en el
citoplasma de las células epiteliales que revisten alvéolos y conductos mamarios. El
citoplasma de las células mioepiteliales que rodean los conductos y alvéolos presentd
tincion moderada para las tres isoformas de TGF-p evaluadas. Células del estroma
(fibroblastos y células endoteliales), componentes de la matriz extracelular (fibras
coldgenas) y células del sistema inmune (monocitos-macroéfagos, linfocitos y células

plasmaticas), mostraron tincién intensa para las tres isoformas evaluadas.
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INFECTADAS NO INFECTADAS

DIA7

DIA 14

DiA 21

Figura 30: Inmunomarcacién para TGF-P1 en cuartos de GM infectadas crénicas por S. aureus y sanas,
a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las flechas negras sefhalan células epiteliales alveolares
intensamente marcadas. Las flechas rojas indican células del sistema inmune ubicadas en estroma y
componentes de la matriz extracelular. Aumento: 40X.
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Figura 31: Porcentaje de area inmunomarcada para TGF-p1 en GM bovina sana e infectada
crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan las medias de
los porcentajes de area inmunomarcada en los cuartos mamarios evaluados + el desvio estiandar
(DE). Diferentes letras denotan diferencias significativas para cada periodo de tiempo evaluado
(p<0,05).
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INFECTADAS NO INFECTADAS

DIA7

DIiA 14

DiA 21

Figura 32: Inmunomarcacién para TGF-B2 en cuartos de GM infectadas crénicas por S. aureus y
sanas, a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las flechas negras sefialan células epiteliales alveolares
intensamente marcadas. Las flechas rojas indican células del sistema inmune ubicadas en estroma y
componentes de la matriz extracelular. Aumento: 40X.

Los porcentajes de area inmunomarcada para TGF-B2 en el tejido mamario,
representados en la figura 33, fueron mayores en cuartos infectados por S. aureus que
en los cuartos controles no infectados (p<0,001) y no se vieron afectados por el
tiempo de muestreo (p=0,587). No hubo interaccion entre el estado infeccioso y el
tiempo de toma de muestras (p=0,128). Los porcentajes de area inmunomarcada para
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TGF-p2 fueron mayores en cuartos infectados por S. aureus con respecto a los no
infectados en todos los periodos evaluados (7 ds, p=0,002; 14 ds, p<0,001; 21 ds,
p<0,001).
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Figura 33: Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-p2 en GM bovina sana e infectada
crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan las medias de
los porcentajes de area inmunomarcada en los cuartos mamarios evaluados * el desvio estdndar
(DE). ). Diferentes letras denotan diferencias significativas para cada periodo de tiempo evaluado
(p<0,05).
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INFECTADAS NO INFECTADAS

Figura 34: Inmunomarcacion para TGF-$3 en cuartos de GM infectadas crénicas por S. aureus y sanas,
a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las flechas negras sefialan células epiteliales alveolares
intensamente marcadas. Las flechas rojas indican células del sistema inmune ubicadas en estroma y
componentes de la matriz extracelular. Las flechas transparentes indican células mioepiteliales
inmunorreactivas. Aumento: 40X.

Los porcentajes de area inmunomarcada para TGF-f3 en tejido mamario,
representados en la figura 35, fueron mayores en cuartos infectados por S. aureus que

en los cuartos no infectadas (p<0,001), viéndose afectados por el tiempo de muestreo

103



Resultados

(p=0,004). Hubo una significativa interaccién entre el estado infeccioso y el tiempo de
toma de muestras (p=0,015). En cuartos mamarios infectados, los porcentajes de
marcacion para TGF-33 fueron mayores en relacién a los no infectados a los 7, 14 y 21
ds de involucién (p<0,001). La mayor expresiéon de la proteina en cuartos infectados

se observo a los 14 ds de la involucién (p<0,05).
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Figura 35: Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-B3 en GM bovina sana e infectada cronicamente
con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan las medias de los porcentajes de
drea inmunomarcada en los cuartos mamarios evaluados * el desvio estandar (DE). Diferentes letras
denotan diferencias significativas para cada periodo de tiempo evaluado (p<0,05).

En cuanto a los receptores de la familia TGF-$ evaluados, TGF-pR1 y R3, la
marcacién, como se observa en las figuras 36 y 38, estuvo principalmente asociada al
citoplasma de las células epiteliales que revisten conductos y alveolos y a estructuras
del estroma intralobulillar e interlobulillar. Las células estromales como fibroblastos
mostraron tincién citoplasmatica  perinuclear moderada. Las células inmunes
(monocitos-macréfagos, linfocitos y células plasmaticas) mostraron tincion intensa.
La marcacioén del citoplasma de las células mioepiteliales fue intensa para TGF-BR3 y

débil para TGF-pBR1.
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INFECTADAS NO INFECTADAS

Figura 36: Inmunomarcacién para TGF-BR1 en cuartos de GM infectadas cronicas por S. aureus y
sanas, a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las flechas negras sefialan células epiteliales alveolares
intensamente marcadas. Las flechas rojas indican células del sistema inmune ubicadas en estroma y
componentes de la matriz extracelular. Aumento: 40X.

Los porcentajes de inmunomarcacion para TGF-pR1 y TGF-PR3 se vieron
afectados por la infeccion por S. aureus (p<0,001) y por el tiempo de muestreo

(p<0,001). La interaccién entre el estado infeccioso y el tiempo de toma de muestras
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fue significativa para ambos receptores (p<0,001). A los 7, 14 y 21 d de involucién los
porcentajes de area inmunomarcada para TGF-PR1 y TGF-BR3 fueron mayores en
infectados con S. aureus que en no infectadas (p<0,001). Para ambos receptores la
mayor expresion se observé en cuartos infectados a los 14 ds de involucién (p<0,05;

Figuras 37 y 39).
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Figura 37: Porcentaje de area inmunomarcada para TGF-pR1 en GM bovina sana e infectada
cronicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan las medias de
los porcentajes de drea inmunomarcada en los cuartos mamarios evaluados + el desvio estdndar
(DE). Diferentes letras denotan diferencias significativas para cada periodo de tiempo evaluado
(p<0,05).
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INFECTADAS NO INFECTADAS

DiA 14

DiA 21

Figura 38: Inmunomarcacién para TGF-PR3 en cuartos de GM infectadas crénicas por S. aureus y
sanas, a los 7, 14 y 21 dias de involuciéon. Las flechas negras sefialan células epiteliales alveolares
intensamente marcadas. Las flechas rojas indican células del sistema inmune ubicadas en estroma y
componentes de la matriz extracelular. Aumento: 40X.
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Figura 39: Porcentaje de area inmunomarcada para TGF-PR3 en GM bovina sana e infectada
créonicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan las medias de
los porcentajes de area inmunomarcada en los cuartos mamarios evaluados * el desvio estandar (DE).
Diferentes letras denotan diferencias significativas para cada periodo de tiempo evaluado (p<0,05).

En la figura 40 se observan los resultados de los western blot realizados a fines
de evaluar la especificidad de los anticuerpos utilizados en IHQ. En la figura 40A,
correspondiente a TGF-31, se puede observar una banda a la altura de los 25 kDa. En
la figura 40B se observa una banda a la altura de los 25 kDa correspondiente a TGF-32.
En 40C, correspondiente a TGF-f33, se observa una banda a la altura de los 12.5 kDa.
En 40D, correspondiente a TGF-BR1, se observa una banda a los 56 kDa. En 40E,

correspondiente a TGF-PR3, la banda se encuentra a los 93 kDa.
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Figura 40: Western blot para identificar la especificidad de anticuerpos para IHQ (anti- TGF-
B1, 2, 3 y los receptores 1y 3) en tejido mamario.

5.5- Expresion proteica de coligeno 1

La marcaciéon de colageno I se observé en todos los cuartos, tanto en los
infectados con S. aureus como en los no infectados, durante todos los periodos de la
involucién evaluados. La expresion de esta proteina se asoci6 al estroma interalveolar
e interlobulillar. Imagenes representativas de la expresion de colageno I en cuartos

mamarios infectados y no infectados se observan en las figuras 41 y 42.

95 kDa

Figura 41: Imagenes representativas de la inmunomarcacioén para coldgeno I en GM crénicamente
infectada con S. aureus (A) y no infectada (B) a los 14 dias de la involucién. Flechas negras indican
fibras de coldgeno tipo I intensamente marcados alrededor de alvéolos mamarios y conductos
excretores. Flechas rojas sefialan haces apretados de fibras de coldgeno intensamente marcados en el
estroma interlobulillar. Magnificacién usada: 10X. (C) Western blot para identificar la especificidad
del anticuerpo para IHQ (anti- colageno I).
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INFECTADAS NO INFECTADAS

Figura 42: Inmunomarcacién para colageno I en cuartos de GM infectadas crénicas por S. aureus y
sanas, a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las flechas negras indican fibras de coldgeno tipo I
intensamente marcados alrededor de alvéolos mamarios y conductos excretores. Aumento: 40X.

En cuartos infectados, se observaron abundantes haces de fibras de colageno tipo
I intensamente marcados distribuidas uniformemente alrededor de los alvéolos
mamarios y conductos excretores formando un anillo continuo en la zona adyacente
a la membrana basal del epitelio, especialmente evidente al dia 21 de la involucién

(Figura 42). Asimismo, en el estroma interlobulillar se observaron haces apretados de
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fibras de colageno intensamente marcados. En cuartos no infectados, la marcacién de
las fibras de coldgeno localizadas en el tejido conjuntivo que rodea inmediatamente a
los alvéolos y conductos y en el estroma intralobulillar fue menos intensa y con una
distribucién mas laxa que la observada en los cuartos infectados. En cuartos no
infectados, el estroma interlobulillar mostré marcacién intensa y haces apretados de
fibras colagenas. El andlisis cuantitativo de la expresiéon de esta proteina se observa

en la figura 43.
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Figura 43: Porcentaje de drea inmunomarcada para colageno 1 en GM bovina sana e infectada
crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan las medias de
los porcentajes de area inmunomarcada en los cuartos mamarios evaluados * el desvio estdndar
(DE). Diferentes letras denotan diferencias significativas para cada periodo de tiempo evaluado
(p<0,05).

El 4rea inmunomarcada fue mayor en cuartos infectados respecto a los sanos en
todos los periodos evaluados (p<0,001), fue afectada también por el tiempo de
muestreo (p<0,001), existiendo ademas una interaccién significativa entre el estado
infeccioso y el tiempo de muestreo (p=0,001). Los porcentajes de inmunomarcacioén
fueron mayores en cuartos infectados con respecto a no infectados a los 7, 14 y 21
dias de la involucién (p<0,001). La mayor expresion de coladgeno I en cuartos

infectados se detect6 al dia 21 de la involucién (p<0,05) (Figura 43).
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5.6- Evaluacion de los cambios morfométricos

5.6.1- Area representada por parénquima

Los porcentajes de area ocupada por parénquima en cuartos infectados y no
infectados durante la involucién se observan en la figura 44. Los porcentajes de
parénquima en cuartos infectados fueron mayores a los observados en cuartos sanos
(p<0,001), existiendo ademas un efecto del tiempo (p<0,001), asi como una
interacciéon entre el tiempo y el estado infeccioso (p<0,001). A los 7 dias de la
involucién, los porcentajes de area compuesta parénquima fueron menores en
cuartos infectados con respecto a los no infectados (p=0.018). A los 14 y 21 dias de la
involucién, los porcentajes de parénquima en cuartos infectados fueron mayores que

en no infectados (p<0,001).
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Figura 44: Porcentaje de area representada por parénquima en GM bovina sana e infectada
cronicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan las medias de los
porcentajes de area representada por parénquima * el desvio estandar (DE) en los cuartos mamarios
evaluados. Diferentes letras denotan diferencias significativas para cada periodo de tiempo evaluado
(p<0,01)..
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5.6.2. Area representada por estroma

Area representada por estroma intralobulillar

Se observo un efecto significativo de la infeccién por S. aureus sobre los porcentajes de
drea representados por el estroma intralobulillar (p<0,001), detectindose mayores
porcentajes en cuartos infectados con respecto a no infectados durante todos los periodos
evaluados (Figura 45). Por otra parte, los porcentajes de area representada por estroma
intralobulillar se vieron afectados por el tiempo de muestreo (p<0,001), observandose
ademads interaccion entre el estado infeccioso y el tiempo de muestreo (p<0,001). En cuartos
infectados, a los 7, 14 y 21 dias de la involucién los porcentajes de area de estroma

intralobulillar fueron mayores que en cuartos no infectados (p<0,001)

A
A s

B = 5
ohy B T H
35 .
30 .
20
15
1
5
) 14 21

Dias de la involucion

Areade estromaintralobulillar (%)
=) b

o

& Infectadas con . gureus @ No infectadas P tiemee < 0,001
p Esta00 rfeccioso < 0'001
P Tiempa"Ertado infeccion <0,001

Figura 45: Porcentaje de 4rea representada por estroma intralobulillar en GM bovina sana e infectada
crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan las medias de
los porcentajes de dreas de estroma intralobulillar + el desvio estdindar (DE) en los cuartos mamarios

evaluados. Diferentes letras denotan diferencias significativas para cada periodo de tiempo evaluado
(p<0,05).

Area representada por estroma interlobulillar
Se observé un efecto significativo de la infeccion por S. aureus sobre los
porcentajes de area representada por estroma interlobulillar (p<0,001), detectdndose

menores porcentajes en cuartos infectados con respecto a no infectados durante todos
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los periodos de la involucién evaluados (Figura 46). Por otra parte, los porcentajes de
area representada por estroma interlobulillar se vieron afectados por el tiempo de
muestreo (p<0,001), observandose ademds interaccion entre el estado infeccioso y el
tiempo de muestreo (p<0,001). En cuartos infectados, a los 7, 14 y 21 dias de la
involucion los porcentajes de area de estroma interlobulillar fueron menores que en
cuartos no infectados (p<0,001). En cuartos infectados, los porcentajes de area de

estroma interlobulillar fueron similares a lo largo de todo el periodo de muestreo.
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Figura 46: Porcentaje de drea representada por el estroma interlobulillar en GM bovina sana e
infectada crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan
las medias de los porcentajes de area representada por estroma interlobulillar * el desvio
estandar (DE) en los cuartos mamarios evaluados. Diferentes letras denotan diferencias
significativas para cada periodo de tiempo evaluado (p<0,05).
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Conclusiones parciales

En relacion a la expresion proteica de los componentes de la subfamilia TGF-f y coldgeno I y a

los cambios morfométricos:

e Los porcentajes de area inmunomarcada para los componentes de la
subfamilia TGF-p evaluados fueron mayores en animales infectados crénicos
respecto a sanos, existiendo en todos los casos un efecto significativo del estado
infeccioso.

e En el caso de TGF-f1 hubo ademas un efecto del tiempo, y la mayor
expresion de la proteina en cuartos infectados se observé a los 14 dias de la
involucién.

e Para TGF-p2, si bien hubo un efecto del estado infeccioso, ocasionando
esto una mayor expresion en infectados, no existi6 un efecto del tiempo,
presentandose valores similares en todos los periodos evaluados, tanto en infectados
como en no infectados.

e Los porcentajes de area inmunomarcada para TGF-B3 en tejido
mamario se vieron ademas afectados por el tiempo de muestreo. Los porcentajes de
inmunoexpresion en no infectados se mantuvieron similares durante el periodo
evaluado, mientras que en los infectados se observé una mayor expresion de la
proteina a los 14 dias de la involucién.

e Los porcentajes de inmunomarcacion para TGF-pR1 y TGF-BR3 se
vieron afectados por el tiempo de muestreo, registrandose para ambos receptores
una mayor expresion en cuartos infectados a los 14 dias de la involucion.

e Los porcentajes de &rea inmunomarcada para colageno 1 fueron
mayores en cuartos infectados crénicos respecto a sanos en todos los periodos
evaluados, detectindose al dia 21 de la involucién la mayor expresiéon de esta
proteina.

e En cuanto a los andlisis morfométricos realizados, los porcentajes de
drea ocupados por parénquima y estroma intra e interlobulillar se vieron
influenciados por el estado infeccioso y por el tiempo de muestreo, existiendo

ademas una interaccion entre ambos factores.
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e En los cuartos de animales infectados crénicos por S. aureus, los
mayores porcentajes de drea ocupada por parénquima se observaron a los 14 y 21
dias, no asi al dia 7 donde los porcentajes fueron menores que en no infectados.

e Los porcentajes de 4rea ocupados por estroma intralobulillar fueron
mayores en cuartos infectados crénicos con respecto a cuartos no infectados durante
toda la involucion.

e Los porcentajes de 4area ocupados por estroma interlobulillar fueron
mayores en cuartos no infectados con respecto a infectados durante todos los

periodos evaluados.
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Objetivo especifico Nro. 4: Caracterizar los inhibidores intramamarios de la
proliferacion celular e inductores de la apoptosis y proteinas requlatorias intracelulares,

estableciendo diferencias en cuartos sanos e infectados con S. aureus.

5.7- Caracterizacion de la proliferacion celular

5.7.1- Inmunomarcacion para PCNA

Este anticuerpo presentd un patréon de marcacion nuclear. Las células
positivas presentaron una tinciéon con diferentes intensidades de marrén, por lo cual
se consideraron como positivas las células con coloracién mas intensa. Las células
positivas se ubicaron tanto en estroma como en parénquima, cuantificAindose por
separado para ambas &reas del tejido. En la figura 47 se observa la marcacion positiva
correspondiente.

Como se observa en la figura 48, en el parénquima mamario el andlisis de los
porcentajes de proliferacion, evaluados a través de la expresion nuclear de PCNA,
revel6 un efecto significativo de la IIM y del tiempo de muestreo (p<0,001), mientras
que la interaccién entre ambos factores no fue significativa (p=0,725); a su vez en los
cuartos infectados los porcentajes de proliferacion fueron mayores respecto de los

sanos en todos los periodos evaluados (p<0,05).
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INFECTADAS NO INFECTADAS

Figura 47: Inmunomarcacién de células positivas para PCNA en cuartos de GM infectadas
crénicas por S. aureus y sanas, a los 7, 14 y 21 dfas de involucién. Las flechas indican ntcleos de
células epiteliales y estromales intensamente marcadas. Aumento: 40 X.
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% de células PCNA positivas en parénquima
£
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Dias de la involucién

P riempe < 0,001
P estado infaccioss < 0,001

P fiempetstads inteccioss = 0,725

M infectadas con S. aureus ® No infectadas

Figura 48: Porcentajes de proliferacién evaluados a través de la expresiéon nuclear de PCNA en
parénquima de GM bovina sana e infectada crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de
involucién. Las barras representan las medias de los porcentajes de células PCNA positivas en los
cuartos mamarios evaluados * el desvio estindar (DE). Diferentes letras denotan diferencias
significativas para cada periodo de tiempo evaluado (p<0,05).

En la figura 49 se observa que en el estroma mamario existi6 un efecto
significativo del tiempo de muestreo (p<0,001), mientras que el efecto de la IIM no
fue significativo (p=0,50) ni existi6 interacciéon (p=0,057); tampoco se observaron
diferencias en los porcentajes de proliferacion en entre cuartos infectados y sanos en

ninguno de los tiempos evaluados (p>0,05).
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Figura 49: Porcentajes de proliferacién evaluados a través de la expresiéon nuclear de PCNA en
estroma de GM bovina sana e infectada créonicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de
involucién. Las barras representan las medias de los porcentajes de células PCNA positivas en los
cuartos mamarios evaluados + el desvio estandar (DE).

5.7.2- Inmunomarcacion para Ki-67

Este anticuerpo, al igual que PCNA, present6 un patrén de marcaciéon nuclear.
En el caso de Ki-67, todas las células positivas presentaron una tincién marrén
intensa. Las mismas se presentaron también tanto en estroma como en parénquima,
cuantificindose por separado para ambas zonas del tejido mamario. En la figura 50

se observa la marcacién positiva para este anticuerpo.
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INFECTADAS NO INFECTADAS

Figura 50: Inmunomarcacién de células positivas para Ki-67 en cuartos de GM infectadas crénicas
por S. aureus y sanas, a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las flechas indican ntcleos de células
epiteliales y estromales intensamente marcadas. Aumento: 40 X.

En cuanto a la expresion nuclear de Ki-67, el andlisis de los porcentajes de
proliferacién en el parénquima mamario, mostré un efecto significativo de la IIM
(p<0,001), pero no asi del tiempo de muestreo (p=0,010), no existiendo tampoco
interaccion significativa entre ambos factores (p=0,010). En los cuartos infectados los
porcentajes de proliferaciéon fueron siempre mayores respecto de los sanos en todos

los periodos evaluados, particularmente al dia 14 de involucién (Figura 51).
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Figura 51: Porcentajes de proliferaciéon evaluados a través de la expresiéon nuclear de Ki-67 en
parénquima de GM bovina sana e infectada crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de
involucién. Las barras representan las medias de los porcentajes de células Ki-67 positivas en los
cuartos mamarios evaluados + el desvio estandar (DE). Diferentes letras denotan diferencias
significativas para cada periodo de tiempo evaluado (p<0,05).

En el estroma mamario, los porcentajes de células Ki-67 positivas fueron
mayores en los cuartos infectados respecto a los sanos en todos los periodos
evaluados observandose un efecto significativo de la IIM (p<0,001), no asi del tiempo
de muestreo (p=0,030). Tampoco se observo interaccion entre el estado de infeccién y
el tiempo de muestreo (p=0,033). En cuartos infectados, los mayores porcentajes de

proliferacién se observaron al dia 7 de la involucién (Figura 52).

122



Resultados

1 A
g B
- B
I B T
| H Hs -
D o R—
7 14 21

Dias de la involucion

% de células Ki-67 positivas en estroma

P riamo = 0,030
ntacciess < 0,001
*Esage intecsioss = 0,033

& Infectadas con S. aureus ® No infectadas

Figura 52: Porcentajes de proliferacion evaluados a través de la expresion nuclear de Ki-67 en
estroma de GM bovina sana e infectada crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién.
Las barras representan las medias de los porcentajes de células Ki-67 positivas en los cuartos
mamarios evaluados * el desvio estdndar (DE). Diferentes letras denotan diferencias significativas
para cada periodo de tiempo evaluado (p<0,05).

5.8- Proteinas reguladoras de la apoptosis
Las proteinas Bcl-2, Bax, caspasa-3-activa y Fas, mostraron inmunomarcacién
positiva en todos los grupos experimentales evaluados, asociada a diferentes tipos

celulares y localizaciones de acuerdo a cada proteina.

5.8.1- Bcl-2

La inmunomarcacién para Bcl-2 se observé en todas las secciones de tejido, en
intensidades diferentes, principalmente asociada a estructuras del parénquima. La
reaccion positiva se presenté en los nicleos, particularmente alrededor de la
membrana nuclear interna y en el citoplasma de células epiteliales y estromales

(Figura 53).
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INFECTADAS NO INFECTADAS

DIA7

DIA 14

DiA 21

Figura 53: Inmunomarcacion para Bcl-2 en cuartos de GM infectadas crénicas por S. aureus y sanas, a
los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las flechas negras indican células epiteliales alveolares intensamente
marcadas. Las flechas rojas sefialan células del estroma con marcacién positiva. Aumento: 40 X.
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Como se observa en la figura 54, los porcentajes de area inmunomarcada para
Bcl-2 se vieron afectados por la IIM (p<0,001) y por el tiempo de la involucion
(p<0,001), observandose interaccién entre ambos factores (p=0,01). Los porcentajes de
inmunomarcacién para Bcl-2 fueron mayores en cuartos infectados respecto a sanos
en todos los periodos evaluados (p<0,001). En cuartos infectados, los mayores

porcentajes de expresion de Bcl-2 se observaron al dia 21 de la involucién.
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Figura 54: Porcentajes de drea inmunomarcada para Bcl-2 en GM bovina sana e infectada
crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan las medias de
los porcentajes de drea inmunomarcada en los cuartos mamarios evaluados + el desvio estandar (DE).
Diferentes letras denotan diferencias significativas para cada periodo de tiempo evaluado (p<0,05).

5.8.2- Bax
La expresion de Bax se asoci6 primariamente al epitelio de alvéolos y
conductos del parénquima mamario. El patréon de localizacion de esta proteina fue

similar al descripto para Bcl-2 (Figura 55).
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Figura 55: Inmunomarcacién para Bax en cuartos de GM infectadas croénicas por S. aureus y sanas, a

14 y 21 dias de involucion. Las flechas negras indican células epiteliales alveolares

los 7,

lan células del estroma con marcacién positiva.

intensamente marcadas. Las flechas rojas sefia
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En la figura 56 se observan los porcentajes de expresion de Bax en cada
periodo de involucién evaluado. La expresion de la proteina Bax se vio influenciada
por la IIM (p<0,001), observdndose mayores porcentajes de inmunomarcaciéon en
cuartos infectados respecto a sanos en todos los periodos evaluados (p<0,001). No se
observo efecto del tiempo de muestreo (p=0,231) ni interaccién entre este factor y el

estado infeccioso (p=0,365).

ﬁ 18
gL 2 :
-1 I : 1 B +

53 12 I B
E® 10
EQ.
o 8
-

6

4

2

(4]

7 14 21

Dias de la invelucion
M Infectadas con S. aureus B No infectadas P riempe= 0,231
pf_:-.u—_-'h::-:lcv'r U-ml
P fiemperstado infeccioss = 0,365

Figura 56: Porcentajes de area inmunomarcada para Bax en GM bovina sana e infectada crénicamente
con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan las medias de los porcentajes de
drea inmunomarcada en los cuartos mamarios evaluados + el desvio estandar (DE). Diferentes letras
denotan diferencias significativas para cada periodo de tiempo evaluado (p<0,05).

5.8.3- Fas
La expresion de Fas presenté un patrén de marcacion similar a las anteriores
proteinas, a nivel citoplasmatico de células del parénquima y en menor medida del

estroma (Figura 57).
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INFECTADAS NO INFECTADAS

DiA7

DiA 21

Figura 57: Inmunomarcacién para Fas en cuartos de GM infectadas crénicas por S. aureus y sanas, a
los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las flechas negras indican células epiteliales alveolares intensamente
marcadas. Las flechas rojas sefialan células del estroma con marcacién positiva. Aumento: 40 X.
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Los porcentajes de drea inmunomarcada, los cuales se representa en la figura
58, se vieron influenciados por la IIM (p<0,001) y por el tiempo de la involucion
(p<0,001), observandose interaccién entre ambos factores (p=0,003). Los porcentajes
de inmunomarcacién para Fas fueron mayores en cuartos infectados respecto a sanos

en todos los periodos evaluados (p<0,001).
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Figura 58: Porcentajes de drea inmunomarcada para Fas en GM bovina sana e infectada crénicamente
con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan las medias de los porcentajes de
drea inmunomarcada en los cuartos mamarios evaluados + el desvio estandar (DE). Diferentes letras
denotan diferencias significativas para cada periodo de tiempo evaluado (p<0,05).

5.8.4- Caspasa-3-activa
Para caspasa-3-activa, se observé inmunomarcacién positiva en células tanto

del estroma como del parénquima mamario, a nivel nuclear y citoplasmatico (Figura

59).
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INFECTADAS NO INFECTADAS

Figura 59: Inmunomarcacién para caspasa-3 activa en cuartos de GM infectadas crénicas por S. aureus
y sanas, a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las flechas negras indican células epiteliales alveolares
intensamente marcadas. Las flechas rojas sefialan células del estroma con marcacion positiva.
Aumento: 40 X.

En la figura 60 se representa el porcentaje de drea inmunomarcada para esta
proteina. Se evidencié un efecto significativo del estado infeccioso (p< 0,001),

observandose mayores porcentajes de inmunomarcacién en cuartos infectados
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respecto a sanos en todos los periodos evaluados, no existiendo un efecto significativo

del tiempo (p=0,12), ni tampoco interaccion tiempo*estado (p=0,281).
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Figura 60: Porcentajes de drea inmunomarcada para caspasa-3-activa en GM bovina sana e infectada
crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras representan las medias de los
porcentajes de drea inmunomarcada en los cuartos mamarios evaluados * el desvio estandar (DE).
Diferentes letras denotan diferencias significativas para cada periodo de tiempo evaluado (p<0,05).

En la figura 61 se observan los resultados de los western blot realizados a fines

de evaluar la especificidad de los anticuerpos utilizados en IHQ. En la figura A,

correspondiente a Bcl-2, se puede observar una banda a la altura de los 25 kDa. En la

figura B se observa una banda a la altura de los 21 kDa correspondiente a Bax. En C,

correspondiente a Fas, se observa una banda a la altura de los 43 kDa. En D,

correspondiente a Caspasa-3-activa, se observa una banda a los 17 kDa.
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Figura 61: Western blot para identificar la especificidad de anticuerpos para
IHQ (anti- Bcl-2, Bax, Fas y Caspasa-3-activa) en tejido mamario.
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5.9- TUNEL

La deteccion de células apoptoéticas in situ se realiz6 mediante la técnica de
TUNEL. Estas células, las cuales se observan en la figura 62, se pudieron identificar
debido a su tincién y apariencia, ya que presentaron una coloracién marrén en su
nucleo debido al cromégeno utilizado, un citoplasma transltacido y en algunos casos

apariencia fragmentada.

INFECTADAS NO INFECTADAS

DIA7

DIA 14

DIA 21

Figura 62: Inmunomarcacién de células apoptoticas in situ mediante la técnica TUNEL en cuartos de
GM infectadas crénicas por S. aureus y sanas, a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las flechas negras
indican las células con marcacion positiva en parénquima. Las flechas rojas indican las células positivas
en estroma. Aumento: 40 X.
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En cuanto a la zona del parénquima mamario, el analisis de los porcentajes de
células reactivas a la técnica de TUNEL revel6 un efecto de la IIM (p=0,023) y del
tiempo de muestreo (p<0,001), no observandose interacciéon entre los factores
(p=0,221). Por otra parte, se observaron mayores porcentajes de apoptosis en cuartos
infectados respecto de sanos al dia 21 de la involucién (p=0,006), mientras que al dia 7

(p=0,123) y 14 (p=0,679) no se observaron diferencias (Figura 63).
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Figura 63: Porcentajes de apoptosis in situ evaluados a través de la reactividad de células a la técnica
de TUNEL, en parénquima de GM bovina sana e infectada crénicamente con S. aureus alos 7, 14 y 21
dias de involucion. Las barras representan las medias de los porcentajes de células TUNEL positivas
en los cuartos mamarios evaluados + el desvio estandar (DE). Diferentes letras denotan diferencias
significativas para cada periodo de tiempo evaluado (p<0,05).

En el estroma mamario, se observé un efecto significativo de la IIM (p<0,001) y
del tiempo (p<0,001), no observandose interacciéon entre los factores (p=0,342). Los
porcentajes de células apoptéticas fueron mayores en los cuartos infectados respecto a

los no infectados en los tres periodos evaluados (p<0,05) (Figura 64).
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Figura 64: Porcentajes de apoptosis in situ evaluados a través de la reactividad de células a la técnica
de TUNEL, en estroma de GM bovina sana e infectada crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias
de involucion. Las barras representan las medias de los porcentajes de células TUNEL positivas en los
cuartos mamarios evaluados * el desvio estdindar (DE). Diferentes letras denotan diferencias
significativas para cada periodo de tiempo evaluado (p<0,05).

5.10- Relacion proliferacion / apoptosis (Ki-67 / TUNEL)

La relacion entre los porcentajes de proliferacion obtenidos mediante la
marcacion con Ki-67 y los de muerte celular a través de la técnica TUNEL, representa
el balance entre ambos procesos en el tejido mamario. Esta relacion se observa en las
figuras 65 para parénquima y 66 para estroma.

En la zona del parénquima, el analisis de la relaciéon Ki-67 / TUNEL mostré un
efecto significativo del tiempo de muestreo (p<0,001), no observandose efecto de la
IIM (p=0,088) ni de la interaccién entre estos factores (p=0,50). La relaciéon Ki-67 /
TUNEL fue mayor en cuartos infectados respecto a sanos al dia 14 de la involuciéon

(p=0,001), no observandose diferencias al dia 7 (p=0,652) y 21 (p=0,097).
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Figura 65: Relacion proliferacién/apoptosis mediante la razén Ki-67/TUNEL, en parénquima de GM
bovina sana e infectada crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las barras
representan las medias de la razén ki-67/TUNEL en los cuartos mamarios evaluados + el desvio
estindar (DE). Diferentes letras denotan diferencias significativas para cada periodo de tiempo
evaluado (p<0,05).

Por otro lado, en la zona del estroma, se presenté la misma situaciéon: un efecto
significativo del tiempo de muestreo (p<0,001), pero no de la IIM (p=0,012) ni
presencia de interacciéon entre los factores evaluados (p=0,223). La relaciéon Ki-67 /
TUNEL fue mayor en cuartos infectados respecto a sanos al dia 14 de la involucion

(p=0,003), no observandose diferencias al dia 7 (p=0,18) y 21 (p=0,821).
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Figura 66: Relacion proliferacion/apoptosis mediante la razén Ki-67/TUNEL, en estroma de
GM bovina sana e infectada crénicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucién. Las
barras representan las medias de la razén Ki-67/TUNEL en los cuartos mamarios evaluados +
el desvio estandar (DE). Diferentes letras denotan diferencias significativas para cada periodo
de tiempo evaluado (p<0,05).
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Conclusiones parciales

En relacion a los inhibidores intramamarios de la proliferacion celular e inductores de la

apoptosis y proteinas requlatorias intracelulares

. Los porcentajes de células PCNA positivas fueron mayores en
parénquima de cuartos infectados crénicos en los tres tiempos evaluados con un
maximo al dia 21, existiendo un efecto significativo del estado infeccioso y del
tiempo. Por otro lado, en el estroma no existi¢ efecto significativo de ninguno de los
dos factores evaluados.

. Los porcentajes de células del estroma y parénquima mamario
Ki-67 positivas fueron mayores en cuartos infectados crénicos con respecto a no
infectados en todos los periodos de la involucién evaluados, con un efecto
significativo del estado infeccioso, pero no del tiempo de muestreo. En cuartos
infectados créonicos, los mayores porcentajes de proliferacion en células del
parénquima se observaron al dia 14, mientras que en células del estroma los
mayores porcentajes se registraron al dia 7, disminuyendo gradualmente hacia el
final de la involucion.

. Los porcentajes de 4rea inmunomarcada para Bcl-2 y Fas,
fueron mayores en cuartos infectados crénicos con respecto a no infectados,
observandose un efecto significativo del tiempo y del estado infeccioso asi como
también interaccion entre ambos factores. En cuartos infectados, la inmunoexpresion
de Bcl-2, aument6 gradualmente con el progreso de la involucién.

. En cuanto a los porcentajes de inmunomarcaciéon para Bax y
Caspasa-3 activa, existi6 s6lo un efecto significativo de la infeccién, observandose
una mayor expresion en cuartos infectados crénicos respecto a no infectados en todos
los periodos de la involucién evaluados.

. Los porcentajes de apoptosis in situ obtenidos mediante la técnica
TUNEL, fueron mayores en GM infectadas crénicamente con S. aureus respecto a no
infectadas, tanto en parénquima como en estroma, observandose un efecto

significativo del tiempo y del estado infeccioso.
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. En células del parénquima, sélo se observé un incremento
significativo en los porcentajes de apoptosis en cuartos infectados respecto a no
infectados al dia 21 de la involucién, mientras que en células del estroma los
porcentajes de apoptosis fueron mayores en infectados respecto a no infectados en
todos los periodos evaluados.

. Respecto a la relacion proliferacion/apoptosis (Ki-67 / TUNEL),
tanto en parénquima como en estroma, se presenté la misma situacién: un efecto
significativo del tiempo de muestreo pero no de la IIM ni presencia de interaccién
entre los factores evaluados. En células del parénquima y del estroma mamario, la
relacion Ki-67/TUNEL fue mayor en cuartos infectados respecto a sanos solo al dia

14 de la involucién.
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Objetivo especifico Nro. 5: “Investigar in vitro los cambios en la capacidad fagocitica de
macrofagos colectados a partir de secreciones mamarias provenientes de cuartos sanos y de

cuartos con infecciones cronicas por S. aureus en diferentes estadios de la involucion”.

5.11- Evaluacion de la capacidad fagocitica de macrdfagos

Se evalu6 in vitro la capacidad fagocitica de macroéfagos purificados a partir de
secreciones mamarias provenientes de cuartos infectados con S. aureus y no infectados
alos 7,14 y 21 dias de la involucién. Se enfrent6 a la poblacién de macréfagos con una
suspension de S. aureus marcada con FITC, se tifi6 con bromuro de etidio y se analiz6
por citometria de flujo el porcentaje de macréfagos capaces de fagocitar al menos una
bacteria.

Sobre la base de los parametros de tamafio (FSC) y complejidad citoplasmatica
(SSC) se seleccioné la poblaciéon R1 que contiene a los macréfagos (Figura 67A) y se
analiz6 el porcentaje de estas células positivas para FITC, es decir que poseen al menos
una bacteria en su interior. En figura 67B se muestran histogramas representativos del
porcentaje de macroéfagos FITC positivos correspondientes a los cuartos de los dos

grupos de animales (infectados y no infectados) y a los tres periodos de la involucion

evaluados.
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Figura 67: Fagocitosis por macréfagos obtenidos de secreciones mamarias de cuartos infectados con S.
aureus y no infectados a los 7, 14 y 21 dias de la involucién. A) Poblacién de macroéfagos seleccionada
sobre la base de los pardmetros de tamafio (FSC) y complejidad citoplasmatica (SSC). B) Histogramas
representativos mostrando la intensidad de fluorescencia para macréfagos provenientes de cuartos
infectados con S. aureus y no infectados en los tres periodos de la involucion evaluados.
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En la figura 68 se muestran los porcentajes promedios de macréfagos positivos
para FITC en secreciones mamarias provenientes de cuartos infectados por S. aureus y
no infectados durante la involucion. El andlisis estadistico de los datos arroj6 un efecto
significativo de la infeccion por S. aureus sobre los porcentajes de macréfagos en
secreciones mamarias capaces de fagocitar al menos una bacteria durante la involuciéon
(p=0,027). Al dia 7, no se observaron diferencias en los porcentajes de macréfagos
positivos provenientes de cuartos infectados con respecto a no infectados (p=0,093),
sin embargo, al dia 14 y 21, los porcentajes de macréfagos con capacidad fagocitica
fueron mayores en secreciones de cuartos infectados con respecto a sanos (p=0,001 y
p<0,001, respectivamente).

En secreciones provenientes de cuartos infectados, los porcentajes de macréfagos
positivos fueron en ascenso con el progreso de la involucién, observandose al dia 14 y
21 porcentajes similares y significativamente superiores a los observados al dia 7
(p<0,05). En las secreciones de cuartos no infectados, si bien los porcentajes de
macréfagos positivos fueron en ascenso con el progreso de la involucién, no se

observaron diferencias estadisticas entre los tres periodos evaluados (p=0,128).
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Figura 68: Porcentajes promedios de macréfagos positivos para FITC en secreciones mamarias
provenientes de cuartos crénicamente infectados por S. aureus y no infectados a los 7, 14 y 21 dias de
la involucién * el desvio estandar (DE). Los asteriscos denotan diferencias significativas para cada
periodo de tiempo (*** = p<0,001). Diferentes letras denotan diferencias significativas para cada grupo
experimental (p<0.05).
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Un dato interesante a destacar es que, ademas del aumento en la frecuencia de
macréfagos con capacidad fagocitica, se observé un aumento significativo en el
namero de bacterias fagocitadas por célula en las secreciones provenientes de los
cuartos infectados en comparaciéon con los no infectados durante la involucién,
evaluado por el pardmetro de Intensidad de Fluorescencia Media (IFM) (p<0,001)
(Figura 69). A los 7 y 14 dias de la involucién, la IFM fue mayor en secreciones
mamarias provenientes de cuartos infectados con respecto a no infectados (p=0,001;
p=0,007, respectivamente), no asi al dia 21 donde los valores de IFM fueron similares
(p=0,093). En secreciones provenientes de cuartos infectados, si bien el ntimero de
bacterias fagocitadas fue mayor al dia 14, no se observaron diferencias con respecto al
dia 7 y 21 de la involucién (p=0,97). En secreciones provenientes de cuartos no
infectados, el nimero de bacterias fagocitadas fue en aumento con el progreso de la

involucion, registrandose mayores IFM al dia 14 y 21 de la involucién en comparacion

con el dia 7 (p<0,05).
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Figura 69: Promedios de las intensidades de fluorescencia media (IFM) en secreciones mamarias
provenientes de cuartos cronicamente infectados por S. aureus y no infectados a los 7, 14 y 21 dias de
la involucién * el desvio estandar (DE). Los asteriscos notan diferencias significativas para cada
periodo de tiempo (*** = p<0,001; ** = p<0,01). Diferentes letras denotan diferencias significativas
para cada grupo experimental (p<0.05).
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Conclusiones parciales

En relacion a la actividad fagocitica de macrofagos de secrecion mamaria:

. Se observ6 un efecto significativo de la infeccién por S. aureus y
sobre los porcentajes de macréfagos capaces de fagocitar al menos una bacteria
durante la involucion.

. Al dia 7 no se observaron diferencias en los porcentajes de
macroéfagos positivos entre secreciones de cuartos infectados y cuartos no infectados,
sin embargo al dia 14 y 21 los porcentajes de macréfagos positivos fueron mayores
en cuartos infectados respecto a no infectados.

. En las secreciones de cuartos infectados, los porcentajes de
macrofagos positivos se incrementaron con el progreso de la involucién,
observandose al dia 14 y 21 porcentajes similares y significativamente superiores a
los observados al dia 7.

. En las secreciones de cuartos no infectados, los porcentajes de
macrofagos positivos se incrementaron con el progreso de la involucion, pero sin
diferencias significativas entre los tres periodos evaluados.

. Se observ6 un efecto significativo de la infeccién por S. aureus
sobre el nimero de bacterias fagocitadas por célula durante la involucién.

. Al dia 7 y 14 el nimero de bacterias fagocitadas por célula fue
mayor en las secreciones provenientes de cuartos infectados en comparacién con los
no infectados, mientras que al dia 21 se observaron valores similares entre ambos
grupos.

. En secreciones de cuartos infectados, el numero de bacterias
fagocitadas fue mayor al dia 14, pero no se observaron diferencias con respecto al dia
7y 21 de la involucion.

. En secreciones de cuartos no infectados, el numero de bacterias
fagocitadas fue en aumento con el progreso de la involucion, registrdindose mayores
porcentajes de macréfagos positivos al dia 14 y 21 en comparacién con el dia 7 de la

involucion.
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Objetivo especifico Nro. 1: Caracterizar la respuesta inmune innata y adaptativa en
tejido mamario sano y con infecciones naturales cronicas por S. aureus durante la involucion
activa.

Objetivo especifico Nro. 2: Caracterizar el nivel de citoquinas en secreciones mamarias

de cuartos sanos y con infecciones cronicas por S. aureus durante la involucion activa.

6.1- Respuesta inmune innata
6.1.1- Receptores tipo toll (TLR-2 y TLR-4)

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa contra los
patégenos. Consta de un conjunto de mecanismos celulares y bioquimicos que existen
antes incluso de la infeccién y que pueden responder con rapidez a ella. ActGa contra
los agentes extrafios mediante el reconocimiento de estructuras conservadas
evolutivamente en ellos. Las bacterias presentan diferentes estructuras en la pared
celular que son reconocidas por receptores especificos de la membrana plasmaética
(Takeda y Akira, 2005). El reconocimiento y activacion de estos receptores es esencial
para la iniciacién de una repuesta inmune innata efectiva contra los patégenos.

Se ha demostrado que los receptores TLR-2 y TLR-4 son sensibles a ligandos
microbianos y es conocido que TLR-2 es activado por peptidoglucanos (PGN) y acido
lipoteicoico (LTA), que son componentes de la pared celular de bacterias Gram
positivas, mientras que microorganismos Gram negativos son reconocidos por TLR-4,
donde LPS acttia como ligando (Takeda y Akira, 2005).

Los TLR-2 y TLR-4 pueden ser expresados por monocitos y por una gran
variedad de células como neutréfilos, células dendriticas, linfocitos B, fibroblastos,
astrocitos, queratinocitos, miocitos, células endoteliales y células epiteliales (Frantz y
col., 1999; Hornung y col, 2002; Song y col., 2002; Petzl y col., 2008). En el presente
trabajo la expresion de TLR-2 y TLR-4 se asoci6 con la superficie apical de las células
epiteliales que revisten los alvéolos y conductos mamarios tanto en cuartos sanos como
infectados con S. aureus. Ademas, células del sistema inmune como macréfagos y
neutrofilos reaccionaron intensamente a la inmunomarcaciéon con los anticuerpos
utilizados. Estos hallazgos concuerdan con los obtenidos recientemente por Baravalle

y col. (2015), donde utilizando los mismos anticuerpos primarios, detectaron ambos
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receptores con similar localizacion celular y especificidad en tejido mamario de
bovinos con ubres clinicamente sanas a los 7 dias de la involucién.

Estudios previos han demostrado la expresion de ARNm para TLR-2, TLR-4 y
TLR-9 en tejido mamario bovino. Entre estos receptores, la expresion de TLR-2 y TLR-
4 fue sustancialmente mayor en los cuartos mamarios que presentaban IIM subclinicas,
moderadas o severas; y dicha expresion, a su vez, se correlacion6 con la severidad de
la infeccién (Goldmmer y col., 2004). La expresion génica de TLR-2 y TLR-4 también
ha sido reportada en CEM, monocitos-macréfagos y neutréfilos (Wright y col., 1990;
Strandberg y col., 2005, Fu y col., 2013; Gilbert col., 2013); sin embargo, la expresion
proteica de estos receptores en GM infectadas con S. aureus no ha sido documentada
hasta el momento.

Sibien la participacion de TLR-2 ha sido implicada en la respuesta inmune del
hospedador en varios modelos de infeccion estafilococica, (Takeuchi y col., 2000;
Hoebe y col., 2005) y la de TLR-4 en infecciones por bacterias Gram negativas como E.
coli (Fu y col., 2013), nuestros resultados mostraron un efecto significativo de la IIM
por S. aureus sobre los porcentajes de expresion proteica de ambos receptores de la
inmunidad innata, observdndose mayores porcentajes de marcaciéon en cuartos
mamarios infectados con S. aureus en relacion a los no infectados durante todos los
periodos evaluados, alcanzando la maxima expresion al dia 7 de la involucién. En
estudios previos Goldammer y col. (2004) observaron aumentos significativos en la
expresion génica para TLR-2 y TLR-4 en tejido mamario proveniente de cuartos
mamarios con IIM clinicas por S. aureus y E. coli, indicando la participacién de ambos
receptores en el reconocimiento de estos patégenos. Asimismo, Yang y col. (2008) en
cultivos primarios de células epiteliales mamarias bovinas, observaron que infecciones
con S. aureus y E. coli inactivadas con calor inducian un aumento de similar intensidad
en la expresion génica de TLR-2 y TLR-4. En el presente estudio, si bien no se evalué
la expresioén génica de estos receptores, se observé un aumento en la expresion proteica
de los mismos en cuartos mamarios crénicamente infectados con S. aureus en
comparacion con cuartos sanos. Si bien estos resultados no son suficientes para indicar
una mejora en la percepciéon del patégeno y en la respuesta inmune inducida, si se

puede afirmar que en  cuartos infectados crénicos ambos receptores son
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significativamente expresados por las células epiteliales y células inmunes presentes
en la GM y participan en el reconocimiento de S. aureus respecto de gldndulas no
infectadas y que la abundancia relativa de los mismos en el tejido infectado es mayor
en las fases iniciales de la involuciéon cuando la remodelacién de la GM es intensa.

Aspectos recientes de la biologia de los TLRs han mostrado que aunque los
mismos son cruciales para una respuesta inmune eficiente, ciertos patégenos utilizan
estrategias basadas en los TLRs para evadir las defensas del hospedador. Estudios in
vitro demostraron que S. aureus induce una activaciéon deficiente de las sefiales
mediadas por TLR-2 prolongando la vida de la bacteria en los macréfagos (Watanabe
y col., 2007), lo que podria favorecer el desarrollo de infecciones crénicas. Si bien en el
presente estudio no se evalu6 la activacion de los receptores, el hecho de que en cuartos
infectados los mayores porcentajes de inmunomarcacién para TLR-2 se detectaron al
dia 7 de la involucion disminuyendo en forma gradual a lo largo del periodo de
muestreo, podria indicar una reduccién gradual de la estimulacién de la inmunidad
innata que podria facilitar la permanencia de la bacteria a la GM bovina durante el
periodo de involuciéon mamaria.

La mayoria de los conocimientos actuales sobre la implicancia de los TLRs en
las infecciones por bacterias Gram positivas se basan en estudios realizados in vitro en
células epiteliales mamarias de origen humano o de ratéon y en estudios in vivo en
ratones por el facil acceso a la tecnologia "knockout" (Dallard y Calvinho, 2010). La
importancia de los resultados obtenidos en este trabajo radica en que, la mayoria de
los estudios sobre patogenos causantes de mastitis se han realizado in vitro,
utilizando lineas de células epiteliales mamarias resultando escasos los trabajos in vivo

con animales que hayan adquirido la infeccién naturalmente.

6.1.2- Monocitos macrofagos

La actividad de las células inmunes durante los estadios tempranos de la
patogenia tiene un rol central en el establecimiento de la IIM, cumpliendo un papel
principal los macréfagos como primera sefial de alarma frente a la exposicion a
productos bacterianos (Rainard y Riollet, 2006). Cuando los macréfagos reconocen

bacterias, disparan la liberacién de prostaglandinas y leucotrienos que aumentan el
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proceso inflamatorio local y estimulan la produccién de citoquinas pro-inflamatorias,
como IL-1B y TNF-a, que favorecen la actividad bactericida de los neutréfilos
(Bannerman y col., 2004).

El receptor CD14 es una proteina de 53 kDa que est4 presente en monocitos y
macrofagos humanos y en menor medida en neutréfilos (Landmann y col., 1991; Sohn
y col., 2004). 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). Paape y col. (1996) demostraron que los CD14 y 18 en
neutréfilos humanos y bovinos comparten un determinante antigénico comtn y han
sido identificados como cruciales para el control de las infecciones por bacterias Gram
negativas (Anderson y Springer, 1987; Maliszewski y Wright, 1991). En el presente
estudio, con el anticuerpo primario utilizado (anti CD14) s6lo se detectaron monocitos-
macréfagos inmunorreactivos, no observandose reaccién positiva en los neutréfilos.
En relacion a la localizacién de las células inmunorreactivas en el tejido mamario, se
identificaron en el estroma rodeando las células epiteliales alveolares y en la luz de
conductos y alvéolos, de manera similar a lo observado por Dallard y col. (2009) en un
trabajo en el cual identificaron y cuantificaron monocitos-macréfagos por IHQ en GM
bovinas crénicamente infectadas por S. aureus durante la involucion activa.

Los estudios mencionados de Dallard y col. (2009), revelaron que en cuartos
mamarios crénicamente infectados por S. aureus el nimero de monocitos-macréfagos
fue significativamente mayor al hallado en cuartos sanos durante las tres primeras
semanas posteriores al secado. En el presente estudio, el nimero de monocitos-
macréfagos inmunomarcados con anti CD14 fue mayor en cuartos infectados con
respecto a no infectados y se vio influenciado tanto por el tiempo de muestreo como
por el proceso infeccioso. En concordancia con los hallazgos de Dallard y col. (2009),
en cuartos infectados el mayor ntimero de fagocitos se registré al dia 7, para disminuir
gradualmente hacia el dia 21 de la involucién. Por otra parte, Leitner y col. (2003)
estudiaron la distribucién de células inmunes en tejido mamario infectado crénicamente
con S. aureus y en tejido mamario sano, mostrando un nimero elevado de macréfagos en

la mayoria de los cuartos infectados, localizados en el tejido conectivo interalveolar y
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dentro del lumen alveolar coincidiendo con lo observado en el presente estudio. Estos
resultados, sumados a los obtenidos por otros autores (Sladek y Rysanek, 2006),
sugieren un rol central de estas células en las mastitis crénicas por S. aureus durante el
proceso de remodelacion mamaria, asociado a un intento de controlar el proceso
infeccioso y reparar el dafio ocasionado en el tejido mamario.

El mayor namero de monocitos-macréfagos observados en cuartos infectados
respecto a sanos durante la primera semana de la involucion y la posterior
disminucién hacia el dia 21 sugieren un menor aflujo de fagocitos a la GM infectada.
Estos resultados se relacionan con lo observado para los receptores TLR-2 y TLR-4 en
cuartos infectados, los cuales mostraron el mismo comportamiento en su expresion.
En vacas crénicamente infectadas, se ha demostrado la presencia de S. aureus viables
en el interior de macroéfagos y en células alveolares aisladas de leche (Hebert et al.,
2000), lo cual favoreceria la evasiéon de las defensas del hospedador por parte de la
bacteria evitando ser reconocida por los receptores tipo toll con la consecuente
persistencia en la GM. Teniendo en cuenta estos antecedentes, en el presente estudio,
la disminucién en el ntmero de monocitos-macréfagos observada en cuartos
infectados con el progreso de la involucién, podria relacionarse con la persistencia
intracelular de la bacteria, que al no ser reconocida por sistema inmune conduciria a
una menor estimulacién de la respuesta inmune innata y consecuentemente a menor

atracciéon de células inflamatorias a la GM.

6.1.3- Cuantificacion de citoquinas en tejido mamario y en secrecion mamaria

TNF-a es una citoquina secretada principalmente por células del sistema
inmune, tales como los monocitos, macréfagos, neutréfilos, células NK y linfocitos T,
principalmente CD4+. De la misma manera, otras células pueden producirlo como
respuesta a un estimulo, tales como astrocitos, microgliocitos, miocitos y fibroblastos.
Las CEM de la GM bovina en respuesta a un estimulo bacteriano también son capaces
de sintetizar y secretar TNF-a (Brenaut y col., 2014). Su efecto pleiotrépico tiene como
resultado la sintesis de citoquinas entre las que se encuentran la IL-1, IL-4, y la IL-6,

también TGF-f, proteinas de fase aguda y hormonas. Muchos de los mediadores
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inducidos por el TNF-a acttian a su vez como inhibidores de su expresion, tales como
la IL-6, entre otros (Ibelgaufts, 1995; Dinarello y Moldawer, 1999; Anaya, 2003). En el
presente estudio, la inmunomarcacién de TNF-a se asoci6 al citoplasma de las células
epiteliales que revisten los conductos y alvéolos mamarios, asi como tambiéna células
del sistema inmune como macréfagos, neutrdfilos, eosinéfilos y linfocitos
intraepiteliales, indicando la presencia de esta citoquina en tejido mamario de cuartos
sanos e infectados con S. aureus.

TNF-a es una de las citoquinas pro-inflamatorias mas importantes producida
en reacciones inflamatorias como en mastitis causadas por S. aureus. Se ha
determinado que S. aureus induce una respuesta demorada y disminuida de las
citoquinas pro-inflamatorias IL-8 y TNF-a en el huésped (Alluwaimi y col., 2003;
Bannerman y col., 2004) en comparacién con la respuesta inducida por bacterias Gram
negativas como E. coli. Si bien se considera que esta respuesta demorada favoreceria el
establecimiento de la IIM, no se ha determinado atn si esta respuesta inmune
diferencial contribuye a la cronicidad de infeccion bacteriana.

En un estudio previo en el cual cuartos mamarios con IIM crénicas por S. aureus
y cuartos no infectados fueron tratados al secado con un inmunomodulador a base de
LPS o con solucion fisiologica, se observé independientemente del tratamiento
administrado, un incremento en los porcentajes de inmunomarcacion para TNF-a en
aquellos cuartos con IIM crénicas en comparaciéon con los no infectados durante las
tres primeras semanas post secado (Dallard y col.,, 2009). De acuerdo con estos
resultados, los autores sugirieron que el principal factor que afect6 la expresién de
TNEF-a durante la involucién de la GM bovina fue la infeccién por S. aureus y no el
tratamiento con el inmunomodulador. Estos reportes coinciden con los resultados
obtenidos en este estudio, ya que se present6 una mayor inmunomarcacién para TNF-
a en GM infectadas cronicamente por S. aureus respecto a sanas, observandose un
efecto significativo de la IIM, aunque no del tiempo de muestreo. Los resultados
obtenidos en este trabajo, en concordancia con los de otros autores, sugieren que TNF-
a podria jugar un papel importante no solo en el establecimiento de la IIM, causada
por S. aureus, sino también en la evolucién a la cronicidad, probablemente relacionado

al proceso de remodelacion de la GM bovina.
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Ademas, otro de los hallazgos de Dallard y col. (2009) fue que el aumento en la
inmunomarcacién de TNF-a coincidi6é con un incremento en el nimero de monocitos-
macréfagos CD14+ en cuartos infectados con S. aureus respecto a cuartos sanos. En
nuestro estudio, como ya se menciond, el niimero de células CD14+ fue mayor en GM
infectadas respecto a sanas en todos los tiempos evaluados, lo cual coincide con una
mayor inmunomarcacién de TNF-a en los animales infectados. Estos hallazgos, en
conjunto, denotan la importancia de los monocitos-macréfagos presentes en la GM
bovina como posible fuente de citoquinas pro-inflamatorias en las infecciones crénicas
por S. aureus durante la involucién.

La IL-1, producto secretado principalmente por monocitos y neutréfilos,
incluye entre sus miembros a la IL-1a e IL-1f3, dos citoquinas clave en la activacién de
la respuesta inmune innata (Rainard y Riollet, 2006). La IL-1a permanece en el interior
de la célula, mientras que la IL-1p se secreta. Por esto, se postula que la IL-1a sirve
predominantemente para regular los eventos intracelulares y mediar la inflamacién
local, mientras que la IL-1p afecta las respuestas locales e inflamatorias sistémicas. En
el presente trabajo se detectaron y cuantificaron las dos formas de la IL-1, la forma a
en tejido mamario y la forma f en secrecién mamaria.

La mayoria de los efectos biol6gicos inducidos por la IL-1 en el hospedador en
respuesta a una infeccién son similares a los producidos por TNF-a, incluyendo
activacion de las células endoteliales y leucocitos, induccion de la sintesis de proteinas
de fase aguda y efectos sistémicos como fiebre (Bannerman, 2009).

Una gran variedad de células han sido identificadas como fuente de IL-1,
incluyendo monocitos, macréfagos, células dendriticas, linfocitos, células epiteliales,
células endoteliales y fibroblastos (Barksby y col., 2007). Estudios realizados en la
década del 90“por Agace y col. (1993) demostraron, mediante inmunoflorescencia, que
la marcaciéon con un anticuerpo anti-IL-1a se localizaba en el citoplasma de células
epiteliales y monocitos sanguineos de humanos en cultivo cuando eran estimuladas
con la cepa Hu734 de E. coli. En este estudio, utilizando un anticuerpo especifico anti
IL-1a, se observé que esta citoquina se localizé preferentemente en el citoplasma de
las células epiteliales que revisten los alvéolos y conductos excretores y en los

macréfagos, tanto en tejido mamario proveniente de cuartos sanos como infectados
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cronicamente por S. aureus. Este hallazgo concuerda con lo observado por Baravalle y
col. (2011), donde utilizando el mismo anticuerpo primario, detectaron una
localizacion celular similar para esta citoquina en GM bovina tratada con un MRB a
los 7 dias de la involucién.

Incrementos en la expresion de IL-1 han sido mas frecuentemente estudiadosy
caracterizados en IIM experimentales por E. coli en bovinos o en ensayos in vitro con
lineas de CEM bovinas (Okada y col., 1997; Persson Waller y col., 2003; Bannerman,
2009). En el presente estudio, los porcentajes de inmunomarcacién para IL-1a fueron
mayores en los cuartos infectados crénicamente por S. aureus respecto a los sanos a los
7 y 14 dias de involucién, no observandose diferencias al dia 21. Aunque la IL-1a
usualmente no es secretada, permaneciendo intracelularmente (Bannerman, 2009),
esta citoquina puede ser liberada cuando las células se dafian o o mueren (Dinarello,
1996). El aumento en la inmunoexpresiéon de IL-la encontrado en los cuartos
mamarios infectados con S. aureus en relacién a los no infectados, durante las dos
primeras semanas de la involucién, podria estar relacionado con el aumento de la
apoptosis en células epiteliales y estromales mamarias detectada en cuartos infectados
con S. aureus, punto que se discutird mas adelante en este apartado.

La respuesta de IL-1p frente a IIM experimentales, comparada con la de otras
citoquinas, ha mostrado ser altamente variable (Riollet y col., 2000). En infecciones
mamarias experimentales por E. coli se ha observado un incremento en las
concentraciones de IL-1f3, INF-y, IL-12, TNF-a e IL-8 en leche en las primeras 48 horas
post inoculacién; mientras que las altimas dos citoquinas no fueron detectadas tras la
infeccion experimental por S. aureus. Esto sugiere que esta respuesta limitada
tavoreceria el establecimiento de la infeccién por esta bacteria (Bannerman y col.,
2004). Sin embargo, los mecanismos determinantes de esa respuesta no han sido
totalmente esclarecidos.

En las IIM causadas por S. aureus, el TNF-a, la IL-1p y la IL-6 son las citoquinas
pro-inflamatorias predominantes. Se han detectado transcriptos de ARNm de estas
citoquinas en leche proveniente de vacas con IIM crénicas (Riollet y col., 2000; Riollet

y col., 2001) y con IIM agudas experimentales por S. aureus (Lee y col., 2006), aunque
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la transcripcion fue marcadamente menor a la observada frente a infecciones
experimentales por E. coli (Lee y col., 2006).

Si bien la expresion génica de IL-1B ha sido demostrada a partir de células
somaticas de leche aisladas de GM infectadas con S. aureus (Riollet y col., 2001), en
relacion a la deteccion de la proteina en leche se han observado resultados
discordantes. Riollet y col. (2000) no detectaron esta citoquina en leche luego del
desafio experimental con S. aureus; en cambio, Banneman y col. (2004) observaron un
aumento en las concentraciones de IL-1P en leche luego de las 32 horas post desafio
con la bacteria, manteniéndose por 8 horas adicionales. En el presente estudio, se
evaluaron los niveles de IL-1P en secreciones mamarias provenientes de cuartos con
infecciones crénicas por S. aureus y cuartos sanos mediante ELISA a diferentes tiempos
de la involucién. Los resultados mostraron que las concentraciones de IL-1p fueron
mayores en secreciones mamarias provenientes de cuartos infectados con respecto a
no infectados durante toda la involucién mamaria, lo cual resalta la importancia de
esta citoquina pro inflamatoria en las infecciones crénicas por S. aureus en la GM
bovina durante la etapa de involucién activa. En secreciones mamarias de cuartos
infectados, el aumento de IL-1P fue gradual desde la hora 0 (pre secado) hasta las 24
hs post secado donde alcanzé las concentraciones méximas. Posteriormente, las
concentraciones de esta citoquina disminuyeron hasta el dia 7 para volver a alcanzar
niveles elevados al dia 21 post secado. No existen antecedentes en la bibliografia sobre
estudios en los cuales se hayan cuantificado las concentraciones de citoquinas pro
inflamatorias en secrecién mamaria proveniente de cuartos infectados con S. aureus
desde el momento del secado hasta los 21 dias post secado, por lo cual no es posible
realizar comparaciones con los resultados obtenidos en este trabajo.

Por otra parte, en las secreciones mamarias provenientes de cuartos no
infectados, la presencia de IL-1p pudo ser detectada en niveles basales durante todos
los periodos de la involucién evaluados. En relacién a este hallazgo, estudios previos
(Lee y Outteridge, 1981; Lee y col. 1983; Tatarczuch y col. 1997, 2000) han demostrado
que los cambios en los tejidos asociados con la involuciéon mamaria tienen una gran
influencia en las células inmunes locales y en la proporciéon de las diferentes

subpoblaciones de leucocitos presentes en la GM. Durante la involucién de la GM,
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neutrofilos, macréfagos y linfocitos T se hacen presentes tanto en los tejidos
glandulares como en las secreciones mamarias (Tatarczuch y col. 1997, 2000). De esta
manera, dichas células, habiendo posiblemente migrado desde los tejidos, podrian ser
la fuente de las citoquinas presentes en secreciones mamarias de secado. De los
resultados obtenidos en tejido y en secrecién mamaria para las dos formas de la IL-1
se puede resumir que, la IL-1a se detect6 mayormente en los cuartos mamarios
infectados con S. aureus a los 7 y 14 dias de la involuciéon; mientras que los niveles de
la forma P de esta IL en secrecién mamaria de cuartos infectados fueron bajos en estos
mismos periodos, mostrando los niveles maximos a las 24 hs y a los 21 dias post
secado.

La IL-6 es una citoquina pleiotrépica, con propiedades pro y anti-inflamatorias
(Bannerman, 2009). Esta citoquina es expresada por una gran variedad de células,
incluyendo linfocitos, monocitos, macrofagos, células epiteliales, células endoteliales
y fibroblastos , y su expresién es inducida por bacterias y virus, asi como por otras
citoquinas tales como TNF-a e IL-1  (Bannerman, 2009). En el presente estudio tanto
en cuartos mamarios infectados como en sanos, la localizacién especifica de IL-6 se
asoci6 al citoplasma de las células epiteliales de los alvéolos mamarios y de los
conductos excretores. Ademas, los macréfagos, fibroblastos y células endoteliales de
los vasos sanguineos presentaron tincién positiva. Estos hallazgos coinciden con los
reportados por Baravalle y col. (2011) en tejido mamario bovino durante la involucién.

En el presente trabajo la IL-6 fue detectada y cuantificada en tejido mamario
utilizando anticuerpos especificos y en secrecién mamaria por ELISA. Los resultados
obtenidos de la inmunomarcacién de esta citoquina mostraron que su expresion no se
vio afectada por la IIM ni tampoco por el tiempo de muestreo, observiandose
porcentajes de marcacion similares entre cuartos infectados y no infectados a los 7, 14
y 21 dias de la involuciéon. En contraposicion a lo encontrado en tejidos, las
concentraciones de IL-6 en secrecién mamaria fueron mayores en cuartos infectados
con respecto a no infectados en todos los periodos evaluados. Por otra parte, en
secreciones provenientes de cuartos infectados, los niveles de IL-6 fueron en aumento
con el progreso de la involucién, alcanzdndose los mayores niveles a los 14 dias post

secado.
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En relacion a las células de la leche, se ha observado una mayor expresion de
ARNm para IL-6 en células somaticas aisladas de leche proveniente de bovinos con
mastitis adquiridas en forma mnatural (Riollet y «col, 2001) o inducidas
experimentalmente (Alluwaimi y col., 2003; Lee y col., 2006) en comparacién con
células aisladas de leche de GM no infectadas. La abundancia relativa de estos
transcriptos ha sido detectada tanto en vacas infectadas con E. coli como con S. aureus.
Asimismo, en concordancia con nuestros hallazgos, se han observado incrementos en
las concentraciones de la IL-6 en leche y sangre de vacas con mastitis adquiridas
naturalmente (Hagiwara y col., 2001) e inducidas experimentalmente (Dernfalk y col.,
2007).

En el presente trabajo si bien no se observaron diferencias en la expresion de IL-
6 entre cuartos infectados y sanos en tejido mamario, si se observaron diferencias en
los niveles de esta citoquina en secreciones mamarias provenientes de animales
infectados y sanos. Se ha demostrado que en las etapas tempranas de la IIM por S.
aureus la reaccion inflamatoria estd mediada fundamentalmente por macrofagos,
neutrofilos y células NK (Wellnitz y Bruckmaier, 2012). La IIM induce leucocitosis en
la leche y los neutréfilos son el tipo celular predominante tanto en mastitis agudas
como crénicas (Schalm y col., 1971), jugando un rol clave en las defensas de la GM
(Burvenich y col., 2007). En este sentido, las células presentes en las secreciones
mamarias de cuartos infectados podrian ser las responsables del aumento en las
concentraciones de IL-6 observadas,

En la GM bovina, la inmunidad innata predomina en la etapa temprana de la
infeccion y es mediada por macrofagos, neutréfilos, células natural killer (NK),
citoquinas y quimioquinas (Wellnitz y Bruckmaier, 2012). La respuesta de la GM a la
infeccion bacteriana se caracteriza por la inflamacién neutrofilica. La mastitis induce
leucocitosis en la leche y los neutréfilos polimorfonucleares (PMN) son el tipo celular
predominante tanto en mastitis agudas como crénicas (Schalm y col., 1971). Los PMN
juegan un rol clave en las defensas de la GM y su rapida movilizacién desde la sangre
hacia la leche es crucial para prevenir la proliferaciéon de bacterias de crecimiento

rapido y la subsecuente mastitis aguda (Burvenich y col., 2007)
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En cuanto a la IL-4, se ha demostrado que esta citoquina juega un rol central en
la regulacién de respuesta inmune y hematopoyesis, tanto en humanos como en
ratones. En bovinos, aparentemente participa en la diferenciaciéon de linfocitos B
mediante la estimulacion de varios marcadores celulares de superficie asociados a la
activacion y al incremento de la produccién de IgG1, IgM e IgE en células B cultivadas
in vitro (Estes y col., 1994). La IL-4 también posee actividad anti-inflamatoria potente y
tiene la capacidad de inhibir la sintesis de las citoquinas pro-inflamatorias y se ha
demostrado que es capaz de reducir la mortalidad en varios modelos de choque
séptico o endotoxico (Cluitmans y col., 2005).

Seder y col. (1992), en estudios realizados in vitro demostraron que la IL-4 es
una citoquina critica que favorece el desarrollo de la respuesta celular Th2. En relacién
a la expresion génica y proteica de IL-4 en GM bovina y a su rol en las infecciones
naturales o experimentales por S. aureus existe escasa informacion. Riollet y col. (2001),
evaluaron en bovinos la expresioén génica y proteica de citoquinas en leche de animales
con infecciones crénicas por S. aureus durante la lactancia y detectaron transcriptos de
las citoquinas pro-inflamatorias IL-1a, IL-1f3, IL-6 y TNF-a, asi como de las citoquinas
reguladoras IL-10 e IL-12; sin embargo, no hallaron transcriptos de IL-2 ni de IL-4. En
cuanto a la IL-4, en los estudios de Riollet y col. (2001) estos autores s6lo evaluaron la
expresion génica de esta citoquina en leche y no su expresion proteica, por lo cual la
ausencia de transcriptos en leche no significa que dicha citoquina se secrete a la leche
en niveles bioldgicamente activos.

En el presente estudio, las concentraciones de IL-4 en secreciones mamarias de
animales infectados por S. aureus fueron mayores a las halladas en secreciones de
cuartos sanos durante todos los periodos de la involucién evaluados. En secreciones
mamarias de cuartos infectados, los niveles méximos de esta citoquina se observaron
a las 24 hs post secado, para descender gradualmente hasta las 96 hs post secado y
alcanzar valores similares a los del grupo no infectado. A los 7 y 14 dias post secado
no se observaron diferencias en los niveles de IL-4 entre infectados y no infectados,
mientras que a los 21 dias los niveles de esta citoquina alcanzaron concentraciones
superiores en infectados respecto a no infectados. Las elevadas concentraciones de IL-

4 en secreciones mamarias de cuartos infectados detectadas a las 24 hs post secado,
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coinciden con las maximas concentraciones observadas para IL-1f8, lo que podria
sugerir un intento de regular la reaccién inflamatoria generada por la IIM por parte de
la IL-4. Lo mismo se observé al dia 21 del secado donde ambas citoquinas alcanzaron
niveles significativamente superiores en secreciones mamarias de cuartos infectados
en comparacion con las secreciones de cuartos no infectados. Considerando que la IL-
4 tavorece la respuesta celular Th2, se puede argumentar que los niveles aumentados
en secrecion mamaria podrian contrarrestar la accién pro inflamatoria de la IL-1p3 en
un intento de disminuir la exacerbada reaccién inflamatoria ocasionada por la
infeccion bacteriana. Por otra parte, los elevados niveles de IL-4 detectados a los 21
dias de la involucién en secreciones mamarias de cuartos infectados, coinciden con el
maximo numero de linfocitos B inmunomarcados en tejido mamario de cuartos
infectados, lo que podria sugerir una estimulacion de este tipo de linfocitos por parte
de la IL-4 a nivel local.

La IL-17 es un citoquina multifuncional que induce la expresion de
quimioquinas, citocinas pro inflamatorias y metaloproteasas, y de este modo la
estimulacion de la inflamacion y la quimiotaxis de neutréfilos al sitio de infeccion
(Strzépa y Szczepanik, 2011). Se ha demostrado que la IL-17A y la IL-17F participan
tanto en la inmunidad innata como en la adquirida contra infecciones (Matsuzaki y
Umemura, 2007), activando a las células epiteliales para producir quimioquinas de
reclutamiento de neutroéfilos y productos antimicrobianos (Kolls y Linden, 2004; Kolls
y col., 2008; Bougarn y col., 2011).

Se ha demostrado que durante los estadios tempranos de la infeccién por S.
aureus, células del sistema inmune innato del hospedador, como macréfagos,
producen citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, IL-12 p70, IL-18, y TNF-a
(Buzés y col., 2004). Este ambiente de citoquinas impulsa una respuesta de tipo Thl y
Th17 por parte de linfocitos TCD4+ que es beneficiosa para el control de la infeccion,
pero que si ocurriera de manera exacerbada, podria resultar en un dafio sustancial a
los tejidos del hospedador. La IL-17 es principalmente producida por linfocitos Th17
en la respuesta inmune adaptativa (Park y col., 2005). Sin embargo, nueva evidencia
muestra que linfocitos T natural killer (NKT) y células Ty, son otra importante fuente

de IL-17 en los estadios tempranos de la infeccién (Cua y Tato, 2010).
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Si bien se ha demostrado que la IL-17 juega un rol fundamental en las defensas
del hospedador contra infecciones tanto bacterianas como fangicas, en diferentes sitios
epiteliales, su rol en las defensas de la GM bovina no ha sido completamente
esclarecido (Porcherie y col., 2016).

Rainard y col. (2013) demostraron la produccién de linfoquinas IL-17A, IL-17F
e IFN-y en la GM bovina durante la inflamacién antigeno-especifica inducida con
ovoalbamina (OVA) y ademés detectaron IL-17A en leche y en tejido mamario por
inmunohistoquimica. Estos autores observaron reaccién positiva para IL-17A en el
citoplasma de las CEM que revisten los alvéolos, en leucocitos asociados al epitelio y
en leucocitos que migraron al interior de los alvéolos en los cuartos estimulados con
OVA. En el presente estudio, en coincidencia con lo reportado por Rainard y col.
(2013), la expresion de IL-17 fue positiva a nivel del parénquima, en el citoplasma de
células epiteliales de los alvéolos mamarios y de los conductos de excrecién tanto en
tejidos provenientes de cuartos mamarios infectados por S. aureus como en no
infectados. En el tejido conjuntivo interalveolar e intelobulillar se observaron células
del sistema inmune como macréfagos, linfocitos y neutrofilos reactivos a la
inmunomarcacién. Estos resultados constituyen un fuerte incentivo para identificar y
caracterizar las células responsables de la produccion de IL-17A en GM bovina y
determinar la contribucion de esta citoquina a las defensas contra las IIM causadas por
S. aureus.

Bourgan y col., (2011) demostraron que la estimulacion in vitro de CEM bovinas
con IL-17A conjuntamente con &cido lipoteicoico proveniente de S. aureus o muramil
dipéptido, ambos agonistas del sistema inmune innato, indujeron un aumento en la
expresiéon de IL-8, CCL20 (quemoquina para leucocitos mononucleares), iNOS
(enzima 6xido nitrico sintetasa inducible) y CfB (factor b del complemento), indicando
que IL-17 ejerceria su maximo potencial en un ambiente de infeccion. Estos resultados
llevaron a los autores a sugerir que la IL-17 podria ser una de las citoquinas que
intervienen en la modulacién de la respuesta inmune de la GM bovina a los patégenos
causantes de mastitis como S. aureus.

Whelehan y col. (2011) evaluaron la expresion génica de IL-17 tras la infeccién

experimental por S. aureus en GM bovina y observaron un incremento en la expresiéon
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de dicha citoquina en diferentes regiones de la glandula, tal como la regién alveolar,
ductal, cisterna de la glandula y canal del pezén. En el presente estudio, si bien no se
evaluo la expresion génica de esta proteina, se evaluo la expresion proteica de la misma
en el tejido mamario. De esta manera, el hecho de que los porcentajes de marcacion
para IL-17 se vieran influenciados por la presencia de la IIM, se condice con lo
reportado por estos autores. Por otro lado, los porcentajes de inmunomarcacion de esta
proteina también se vieron influenciados por el tiempo de la involucién, observandose
mayores porcentajes de expresion en cuartos infectados con S. aureus respecto a los
cuartos sanos al dia 14 y 21 de la involucioén, mientras que al dia 7 no se observaron
diferencias entre cuartos infectados y sanos, lo cual podria indicar que la produccién
de dicha proteina se incrementa con el avance de la involucién en un intento de
contrarrestar la infeccién, mediante la estimulacién de la inflamacion y la quimiotaxis
de neutrdfilos al sitio de infeccion.

Tao y Mallard (2007) evaluaron a partir de células mononucleares de sangre
periférica y células somaéticas de leche proveniente de animales infectados con S. aureus
y controles, la expresion de ARNm de 167 genes inmuno-endocrinos mediante
microarreglos. Entre otros, los resultados mostraron una sobre expresién de ARNm
para IL-17 en células somaticas de leche de animales infectados pero no en células
mononucleares de sangre periférica de animales infectados; lo cual indicaria que la
IL-17 podria desempefiar un rol en la respuesta local a la infeccién, pero no a nivel
sistémico (Tao y Mallard, 2007).

Los resultados obtenidos por otros autores en conjunto con los del presente
estudio, demuestran la implicancia de esta citoquina en las IIM por S. aureus en
bovinos indicando que juega un rol en la patogenia de la infeccién crénica por este
patégeno. Asimismo la inmunomarcacion observada en componentes del parénquima
mamario y en células inmunes en tejido mamario de cuartos no infectados, podria
sugerir un rol de esta citoquina durante la remodelacién de la GM bovina durante el

periodo de involucién activa.
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6.1.4- Lactoferrina

Los factores solubles involucrados en la inmunidad innata son principalmente
proteinas e incluyen, entre otros, a la Lf. Esta es una glicoproteina multifuncional que
posee habilidad para unirse al hierro y se localiza en diversas secreciones, entre ellas
la leche. Esta proteina estd presente en los granulos secundarios de los leucocitos
polimorfonucleares y es sintetizada por las células epiteliales de la GM bovina y en
menor medida por neutréfilos y macréfagos (Hurley y Rejman, 1993; Oviedo-Boyso y
col., 2007)). La principal funcién de la Lf es proteger a la GM contra infecciones
bacterianas en el periodo de involucién, junto a la activacion de la fagocitosis y del
sistema de complemento (Kai y col., 2002; Sordillo y Streicher 2002; Lee y col., 2004).

Hurley y Rejman (1993), mediante IHQ, observaron que la presencia de Lf en
tejido mamario se asoci6 al citoplasma de las células epiteliales mamarias y a la region
basal del epitelio alveolar, posiblemente en asociaciéon con componentes de la
membrana basal. Estos autores también reportaron que la inmunomarcacién se
increment6é durante la involucién en comparaciéon con la lactancia. En el presente
estudio la expresion de Lf se vio asociada al citoplasma de las células epiteliales de la
GM bovina y a células del sistema inmune, como macréfagos, neutréfilos y linfocitos.

Es conocido que los principales agentes patdgenos causantes de IIM en bovinos
tales como E. coli, S. uberis, S. aureus, entre otros, despliegan diferentes estrategias de
infeccion e inducen en consecuencia respuestas inmunes disimiles por parte de la GM
(Hagiwara et al., 2003; Bannerman et al., 2004, Wellnitz and Kerr, 2004, Wellnitz y
Bruckmaier, 2012). En este sentido, Chanetton y col. (2008) demostraron que las
concentraciones de Lf durante el periodo seco fueron mayores en leche proveniente de
cuartos infectados con respecto a leche de cuartos sanos. Ademéds, los niveles de Lf
fueron mayores en leche proveniente de cuartos infectados con patégenos mayores,
respecto a la de cuartos infectados con patégenos menores y los mayores niveles
detectados correspondieron a los cuartos infectados con S. uberis. Por otra parte, estos
mismos autores reportaron que la susceptibilidad a la Lf fue altamente variable entre
especies y cepas bacterianas, y que mientras S. aureus y E. coli mostraron ser
susceptibles a la accion de la Lf in vitro, S. uberis mostrd resistencia a la actividad

antimicrobiana de la Lf. Por otro lado Sordillo y col. (1987) reportaron que en cuartos
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infectados con patoégenos mayores se registraron concentraciones significativamente
menores de esta proteina, por lo que dichos autores sugirieron que menores niveles de
este componente antibacteriano podria contribuir a disminuir las defensas naturales
contra dichos patégenos, resultando finalmente en la infeccion. En el presente estudio,
tanto en cuartos infectados por S. aureus como en cuartos libres de infeccién, los
porcentajes de inmunomarcacion para la Lf fueron en aumento desde el dia 7 hasta dia
14 de la involucién observandose porcentajes de marcacion similares. A los 21 dias de
la involucion, los porcentajes de marcacion para Lf en cuartos mamarios no infectados
fueron maximos, mientras que en los cuartos infectados los porcentajes disminuyeron
en forma significativa. En relacién a los resultados obtenidos, en cuartos mamarios no
infectados, los mayores porcentajes de inmunomarcacioén para Lf observados al dia 21
se condicen con los niveles aumentados de esta proteina en secrecién mamaria durante
el proceso de involucién normal de la GM bovina (Smith y Oliver, 1981). Por otra
parte, la disminucién significativa en la expresion proteica de dicha proteina en los
cuartos mamarios infectados con S. aureus al dia 21 post secado podria contribuir a

generar un microambiente apropiado para la persistencia de S. aureus en la GM bovina.

6.2. Respuesta inmune adaptativa

6.2.1- Linfocitos T y B

En la GM, el ntmero y la distribucién de los leucocitos son importantes para el
éxito de las defensas contra los patégenos de mastitis. Por otra parte, su distribucion
en diferentes compartimentos de la GM puede tener un papel importante en la
proteccién contra los patégenos y/o en la recuperacion de la infeccién. Numerosos
estudios se han enfocado en el estudio de las células somaticas y su distribucién en la
leche, pero los leucocitos que se encuentran en el tejido mamario difieren de los de la
leche y pueden jugar un rol mas importante que el de las células somaticas en la

respuesta inmune (Leitner y col., 2003).
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Los linfocitos se han detectado en gran ntimero, tanto en tejido mamario como
en sus secreciones (Sordillo and Nickerson, 1988; Lee y col., 1989; Schwarz y col.,
2011a,b). El predominio de los linfocitos en GM sanas sugiere que este tipo celular
juega un importante papel en el mantenimiento de la integridad de la GM (Shafer-
Weaver y col., 1996) y en la defensa del hospedador contra enfermedades infecciosas
de la GM (Sordillo y col., 1991). La literatura indica que los linfocitos de la GM son
capaces de realizar una amplia gama de funciones efectoras, incluyendo acciones
citotdxicas, supresoras y antibacterianas (Sordillo y col., 1991; Park y col., 1993).

En el presente estudio, la identificacién de linfocitos T y B en tejido mamario
de cuartos infectados y sanos, se llevé a cabo mediante el uso de anticuerpos anti-CD2
para linfocitos T, y anti-CD79 para linfocitos B. El CD2, también conocido como T11y
LFA-2, es un tipo glicoproteinico que facilita la adhesion intercelular, lo que contribuye
a la union del linfocito T a la célula presentadora. Su ligando natural es el CD58 (LFA-
3) y se expresa en la superficie de todas las células con funcién presentadora de
antigenos. Se expresa en linfocitos T, timocitos y células NK (Janeway y col., 2001). Por
otro lado, el CD79 es requerido, en cooperaciéon con CD79b, para la iniciacion de la
cascada de transduccion de sefales activadas por la unién del antigeno al complejo
receptor de antigeno de células B (BCR) que conduce a la internalizacién del complejo,
el trafico a los endosomas tardios y la presentacion de antigenos. También se requiere
para la expresiéon de BCR en la superficie y para la diferenciacion eficiente de pro y
pre-linfocitos B (Chu y col., 1999; Knowles y col., 2001; Waarnker y col., 2001). En la
bibliografia no se han encontrado estudios en los cuales se utilice anti-CD79 para
deteccion de linfocitos B por IHQ en tejido mamario bovino. Si, se ha reportado su uso
en tejidos humanos para expresar un amplio rango de maduracién de linfocitos B,
desde las células mds inmaduras a las células plasméticas (Chu y col., 1999; Knowles
y col., 2001; Waarnker y col., 2001).

Los linfocitos son una parte importante de la defensa inmune adaptativa contra
las IIM, pero el trafico de diferentes subconjuntos de linfocitos durante las fases aguda
y crénica de la mastitis por S. aureus no se ha dilucidado completamente (Gronlund y
col., 2006). La mayoria de los estudios sobre el efecto de la mastitis por S. aureus en

subpoblaciones de linfocitos se ha realizado a partir de muestras de leche y sangre y
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se han centrado tanto en mastitis clinica aguda (Taylor y col., 1997; Soltys y Quinn,
1999; Gronlund y col., 2006) como en mastitis subclinica crénica (Gronlund y col., 2006;
Shoshani y col., 2000; Riollet col., 2001; Nagahata y col., 2011). Durante las 1IM
causadas por S. aureus en GM bovina se han reportado incrementos tanto de linfocitos
T CD4+ como CD8+ y un predominio de este altimo tipo de células cuando la infeccién
se establece, sugiriendo un importante rol de los linfocitos CD8+ en la mastitis crénica
causada por S. aureus (Riollet y col., 2001; Rivas y col., 2002; Gronlund y col., 2006).
En bovinos, Grénlund y col. (2006) demostraron cambios en las proporciones
de linfocitos CD4+ y CD8+ obtenidos a partir de leche en cuartos infectados
experimentalmente con S. aureus, reportando un aumento de la relaciéon CD4+:CD8+
en la fase aguda de la infeccién y un cambio en la relacién con predominio de células
CD8+ alos 22 y 26 dias durante la fase crénica de la IIM. Sin embargo, a los 29, 33 y 36
dias post infeccién los autores volvieron a observar un predominio de los linfocitos
CD4+. Por otra parte, Riollet y col. (2001), también observaron un reclutamiento mayor
de linfocitos CD8+ en comparacién con linfocitos CD4+ en leche procedente de vacas
infectadas cronicamente por S. aureus, siendo mas pronunciados estos tipos de
linfocitos a los 5 dias post infeccién. En el presente estudio, no fue posible establecer
la relaciéon CD4+:CD8+ ya que el anticuerpo utilizado para identificar y cuantificar
linfocitos T en tejido mamario (anti-CD2) no discrimina entre poblaciones celulares.
Asimismo, los leucocitos que se encuentran en el tejido mamario difieren de los de la
leche y posiblemente jueguen roles diferentes en la respuesta inmune de la GM contra
los patégenos. En cuanto a la localizacion de linfocitos T, en el presente estudio, los
mismos se distribuyeron principalmente en el tejido conjuntivo del estroma mamario
y en menor ntimero en la luz de alvéolos y conductos. En los cuartos mamarios
infectados con S. aureus los linfocitos T se distribuyeron formado aciimulos en el tejido
conjuntivo interalveolar. . Por otra parte, en concordancia con los incrementos de
linfocitos T reportados por otros autores en secrecion mamaria de animales infectados
por S. aureus (Riollet y col., 2001; Rivas y col., 2002; Groénlund y col., 2006), en este
estudio, se observo un efecto significativo de la infeccién sobre el namero de linfocitos
T cuantificados en el tejido mamario, registrdindose un namero mayor de

células/unidad de 4rea en cuartos infectados por S. aureus respecto a cuartos no
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infectados. En cuartos infectados, a los 7 y 14 dias de la involuciéon el ntmero de
linfocitos T fue mayor al hallado en cuartos sanos, no asi al dia 21 donde el ntmero
de células fue similar. Asi también, el mayor namero de linfocitos T en cuartos
infectados se detect6 al dia 7, decreciendo progresivamente hacia el dia 21.

Un mecanismo utilizado por el sistema inmune para aumentar la fagocitosis y
la muerte de los microorganismos infecciosos es la produccién de anticuerpos
especificos a niveles suficientes en el sitio de infeccion (Leitner y col., 2000). Como S.
aureus puede invadir y sobrevivir intracelularmente, una estimulacioén preferencial de
las células B, que sugiere el desarrollo de una respuesta humoral, puede ser
insuficiente para eliminar las bacterias intracelulares, lo que podria explicar la
persistencia de la infecciéon (Wellnitz y col., 2012). Estudios previos han reportado
aumentos en la proporcién de linfocitos B en sangre de bovinos con mastitis subclinica
crénica (Gronlund y col., 2006), mientras que otros no hallaron modificaciones en
cuanto a las subpoblaciones celulares en sangre proveniente de animales infectados
(Riollet y col., 2003).

Leitner y col. (2003), observaron que el nimero de linfocitos B marcados con
anti CD21 en tejidos mamarios provenientes de bovinos con IIM crénicas por S. aureus
fue similar al hallado en tejidos mamarios provenientes de animales sanos. Asimismo,
observaron que los linfocitos B se localizaron en el tejido conjuntivo formando
acimulos de 3-5 células principalmente en areas carentes de alvéolos. En nuestro
estudio, la marcacién con anti CD79 se detect6 a nivel del citoplasma de los linfocitos
B, los cuales se distribuyeron formando actmulos principalmente en el tejido
conjuntivo interalveolar. En cuanto a la cuantificacién de los linfocitos B, se observo
un efecto significativo de la IIM sobre el namero de estas células cuantificadas en el
tejido, observandose un mayor ntimero/unidad de area en cuartos infectados respecto
a no infectados durante todos los periodos de la involuciéon estudiados. En cuartos
infectados, el nimero de linfocitos B fue mayor al reportado en cuartos no infectados
en todos los periodos, observandose un aumento progresivo con el avance de la
involucion. Las diferencias detectadas con el trabajo de Leitner y col. (2003) podrian
relacionarse principalmente con el periodo de estudio, ya que si bien estos autores

utilizaron tejidos mamarios provenientes de animales crénicamente infectados con S.
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aureus y no infectados los mismos se obtuvieron en la mitad de la lactancia. Por otra
parte, 1| comportamiento observado de los linfocitos B en cuartos infectados, fue
inverso al de los linfocitos T, ya que estos tltimos disminuyeron con el progreso de la
involucion.

Schwarz y col. (2013), utilizando citometria de flujo, investigaron la relacion
cuantitativa entre linfocitos T CD2+ y linfocitos B CD21+ en leche y observaron una
correlacion positiva entre el indice CD2/CD21 y el estado bacteriolégico de los cuartos
mamarios estudiados, en especial cuando se detect6 la presencia de patégenos
mayores. Ademas, los porcentajes de linfocitos T CD2+ fueron mayores en muestras
de leche provenientes de cuartos sanos, mientras que los porcentajes de linfocitos B
CD21+ fueron mayores en muestras de leche provenientes de cuartos infectados. Este
incremento de linfocitos B en cuartos infectados confirma los resultados obtenidos por
otros autores en estudios previos (Riollet y col. 2001; Mehrzad y col. 2008), y sugiere el
desarrollo de una respuesta inmune humoral. En el presente estudio, en cuartos
infectados, el namero de linfocitos B/unidad de &rea fue mayor que el nimero de
linfocitos T/unidad de &rea en todos los periodos estudiados. Este hallazgo resalta la
importancia funcional de los linfocitos B en las infecciones crénicas por S. aureus
durante la involucién mamaria.

De los resultados hallados se desprende que el mayor ntiimero de linfocitos Ty
B observado en el tejido mamario de cuartos infectados crénicos respecto al de los no
infectados, en coincidencia con el aumento de los componentes de la respuesta inmune
innata, indican el desarrollo de una respuesta inmune adaptativa frente a la infeccion
por S. aureus que es sostenida durante la involucién activa, sin embargo, no es
completamente efectiva para eliminar al patégeno de la GM. Los resultados hallados
en este apartado aportan nuevos conocimientos acerca de la influencia de la infecciéon
crénica por S. aureus durante el proceso de remodelaciéon de la GM bovina sobre la

estimulacién de la respuesta inmune adaptativa.
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En cuanto al Objetivo especifico Nro. 3: Evaluar la expresion proteica de componentes de
la subfamilia de TGF-P, los cambios morfométricos del parénquima y estroma mamario y
la expresién proteica de coldgeno I estableciendo diferencias entre cuartos sanos e infectados

con S. aureus.

6.3. Cambios morfométricos

En este trabajo se evalu6 el efecto de la IIM crénica por S. aureus en la expresion
proteica de los componentes de la subfamilia TGF-3, durante la involucién mamaria.
Ademas, se determin¢ la influencia de la infeccién crénica en la expresion de colageno
I, asi como los cambios histomorfométricos acontecidos en parénquima y estroma
durante la involucién activa.

Todos los componentes de la subfamilia TGF-p evaluados se expresaron tanto
en parénquima como en estroma, en cuartos infectados crénicos por S. aureus y sanos,
en todos los periodos evaluados. Estos hallazgos coinciden con estudios previos en
bovinos, donde los componentes de TGF-3 fueron detectados en parénquima y
estroma mamario por IHQ (Plaut y col., 2003; De Vries y col., 2010). Sin embargo, la
contribucién de los TGF-$ a los procesos patofisiolégicos que operan en la GM;
durante IIM por S. aureus no esta atin definida.

En el presente estudio, la expresion proteica de las tres isoformas de TGF-3
evaluadas fue significativamente mayor en cuartos infectados crénicos respecto a
cuartos sanos. Se ha demostrado que TGF- suprime la inflamacion, regulando
negativamente la producciéon de quemoquinas y citoquinas pro-inflamatorias
(Fargeas y col., 1992; Flanders y Wakefield, 2009) y estimulando la actividad de los
macréfagos para la eliminacion de residuos bacterianos, células inflamatorias y células
dafiadas del parénquima (Letterio y Roberts, 1998; Ashcroft, 1999; Flanders y
Wakefield, 2009). En un estudio previo Dallard y col. (2009) observaron un incremento
en el namero de monocitos-macréfagos marcados con anti CD14 en cuartos mamarios
infectados cronicamente con S. aureus a los 7, 14 y 21 dias de involucion, indicando la
participacion de estas células en la reaccion inmune local de la GM contra este
patégeno. el incremento en la expresion de las tres isoformas de TGF- 3 observado en

este estudio, asi como los resultados aportados por trabajos previos (Dallard y col.,
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2009), sugieren que estas citoquinas podrian estar implicadas en la reparaciéon de
células dafiadas del parénquima durante las infecciones crénicas causadas por S.
aureus durante la involucién mamaria. En este estudio, como ya se mencion6, se
observé un incremento en el nimero de monocitos-macréfagos marcados con anti
CD14 en tejidos provenientes de cuartos mamarios infectados con S. aureus durante
los tres periodos de la involucién evaluados, lo cual indicaria que estas células no sé6lo
constituyen el tipo celular predominante durante el periodo seco (Rainard y Riollet,
2006), sino que ademas su ntimero se ve incrementado en respuesta a la infeccién. Los
macroéfagos producen diferentes tipos de citoquinas, entre las que se encuentra el TGF-
B, lo cual se relaciona con el papel de estas células en la remodelacion de la glandula,
ademds de su participacion en la respuesta infamatoria frente a la infeccién por S.
aureus.

Un estudio previo realizado ex vivo en GM bovina (Zarzynska y col., 2007)
revel6 que un incremento en el alcance de la apoptosis medido mediante la expresiéon
de CPP-32 y del fragmento de 89 kDa de poly (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) (un
producto de la actividad de caspasa-3) durante el periodo seco, estuvo acompanado
por un incremento significativo en la expresion de TGF-p1 y del receptor TGF-pR2.
Estos resultados podrian indicar la existencia de una relacién causal entre la expresiéon
de esta citoquina y la induccién de apoptosis in vivo, como ha sido reportado
previamente usando cultivos de CEM bovinas exponiéndolas a TGF-p1 exégeno
(Kolek y col., 2003; Gajewska y Motyl, 2004; Gajewska y col., 2005; Zarzynska yMotyl,
2005). En un estudio previo, Dallard y col. (2008), observaron un incremento en la
apoptosis de células epiteliales y estromales de la GM bovina mediante la utilizacion
de la técnica TUNEL, asi como la expresion de caspasa-3 activa en cuartos sanos e
infectados cronicamente por S. aureus, durante las primeras tres semanas de
involucion.

En el presente estudio, la inmunoexpresién para TGF-f1 fue significativamente
mayor en cuartos infectados crénicamente por S. aureus respecto a cuartos sanos en
todos los tiempos evaluados, siendo la mayor expresion al dia 14 de involucién. Por
otra parte, en concordancia con los resultados obtenidos por Dallard y col. (2008), en

este trabajo la expresién de proteinas pro-apoptéticas, de caspasa-3 activa y de células
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apoptoticas evaluadas por TUNEL, fueron mayores en cuartos infectados crénicos con
respecto a no infectados durante la involucién. Estos resultados en su conjunto
podrian indicar la participaciéon de TGF-f1 en la regulacion de la apoptosis de las
células epiteliales y estromales de la GM en cuartos infectados crénicos por S. aureus.

Musters y col. (2004) demostraron que TGF-Pp1 acttia selectivamente en el
estroma de la GM bovina, incrementando la proliferacion celular y la expresion génica
de la proteina de la matriz extracelular fibronectina. En un estudio previo se observé
un incremento significativo en la proliferaciéon de células estromales asi como una baja
relaciéon apoptosis/proliferacion en células estromales, en cuartos infectados
crénicamente por S. aureus respecto a no infectados, a los dias 7, 14 y 21 de involucién,
indicando un incremento en la proliferacién de estas células durante las primeras tres
semanas de involucion (Dallard y col., 2008). En el presente estudio, si bien la relacion
proliferacién/apoptosis en células estromales fue mayor en cuartos infectados
crénicos respecto a no infectados, la diferencia sélo fue significativa al dia 14 de la
involucién, indicando una alta tasa de recambio celular en este periodo. El incremento
en la expresion de TGF-P1 observado en este trabajo en cuartos con infeccion crénica
por S. aureus, podria representar un mecanismo para disminuir el dafio tisular o
contribuir con los mecanismos de reparacién celular o ambos.

Estudios previos han demostrado que la respuesta inmune del hospedador
varia en concordancia con la cepa de S. aureus (Atallay col., 2009; Kim y col., 2011). Kim
y col. (2011) observaron un notable incremento en las concentraciones de TGF-f3 en
suero durante la fase crénica de infecciéon experimental con cepas Heba 3231 small
colony variant (SCV) de S. aureus (aisladas de un animal con historial de mastitis
crénica), en comparacion con la cepa parental 3231 y la cepa Newbould 305. . Aunque
la caracterizacién molecular de los aislados de S. aureus causantes de IIM crénicas va
mas alla del alcance del presente estudio, pudo observarse un incremento en la
expresion proteica de TGF-f1 en tejidos mamarios créonicamente infectados con S.
aureus respecto a sanos.

Se ha demostrado que tanto TGF-2 como 3 ejercen efectos similares al de TGF-
B1 enla GM (Robinson y col., 1991). Si bien TGF-p1 y 2 se han detectado en leche (Jin
y col., 1991; Ginjala y Pakkanen, 1998), TGF-p32 es el que predomina en este tipo de
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secrecion (Jin y col., 1991; Chockalingam y col., 2005). Bannerman y col. (2006)
observaron un incremento en la producciéon de TGF-1 y 2 en leche de bovinos con
IIM por S. aureus durante la lactancia media. Se ha demostrado que las tres isoformas
de TGF-$ estimulan la formacién de tejido conectivo y son quimiotacticas para
fibroblastos (Akers, 2006). En el presente estudio, la expresion proteica de TGF-f32 se
asocié a componentes del estroma y parénquima mamario y fue significativamente
mayor en cuartos infectados crénicamente por S. aureus respecto a sanos en todos los
periodos evaluados. Més atn, los porcentajes de inmunomarcacion para TGF-f3
fueron significativamente mayores en cuartos infectados crénicamente por S. aureus
respecto a cuartos sanos, en los tres tiempos evaluados. Al igual que para TGF-p-1, los
maximos porcentajes de marcacion para TGF-f3 se observaron al dia 14 de la
involucién, periodo en el cual ocurren la mayoria de los cambios morfolégicos en el
parénquima y estroma mamarios, como se report6 en estudios previos llevados a cabo
en animales sanos (Holst y col., 1987; Sordillo y Nickerson, 1988; Capuco y col., 1997)
y en GM infectadas por S. aureus (Dallard y col., 2008).

TGF-{ ejerce sus efectos biol6gicos mediante la unién a tres receptores celulares
de superficie con alta afinidad, los receptores de TGF-{ tipo 1, 2 y 3 (también conocido
como betaglicanos), y la familia de factores de transcripcién Smad (Schmierer y col.,
2007; Daly y col., 2008). Se ha demostrado que el receptor tipo 3 mejora la uniéon de
ambos tipos de TGF-f con el receptor tipo 2 y la sefializacién de TGF-p (Plaut y col.,
2003). Muniain y Plaut (1996) demostraron que los tres tipos de receptores estdn
presentes en tejido mamario de ratones en diferentes estadios del desarrollo, siendo el
receptor de tipo 3 el méas abundante. De acuerdo con otros reportes previos (Plaut y
col., 2003), en el presente estudio, se detect6 la presencia en tejido mamario de los
receptores tipo 1 y 3, los cuales se expresaron abundantemente a lo largo del epitelio
ductal y alrededor de los alvéolos. De Vries y col. (2010) observaron una mayor
intensidad de marcacién para el receptor tipo 2 en el epitelio con respecto al estroma
mamario. En este trabajo, se observé una marcaciéon débil y difusa de TGF-pR1 y R3,
tanto en el estroma intra como interlobulillar. Las células estromales como fibroblastos
mostraron una tincién moderada a nivel del citoplasma perinuclear, en concordancia

con lo reportado por Plaut y col. (2003). Méas atn, se observé una reaccion positiva en
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el citoplasma de células mioepiteliales y células inmunes (monocitos-macroéfagos,
linfocitos y células plasmaticas), lo cual concuerda con la inmunomarcacién observada
para las diferentes isoformas de TGF-3 detectadas en este trabajo.

La expresion proteica de TGF-BR1 y 3 estuvo significativamente afectada por
la infeccién con S. aureus y por el tiempo de muestreo. A los dias 7, 14 y 21 de
involucién los porcentajes de inmunomarcacién para los dos receptores evaluados
fueron significativamente mayores en cuartos infectados crénicamente con S. aureus
respecto a sanos. La mayor expresion proteica se observé también al dia 14 de
involucién en cuartos infectados, sugiriendo que estos receptores podrian estar
jugando un rol en la modulaciéon de la actividad de TGF-f31 y TGF-33 en GM infectadas
crénicamente con S. aureus respecto a sanas durante la involucién activa.

El incremento en la expresion de los componentes de la subfamilia TGF-f3
observado en cuartos infectados crénicamente con S. aureus respecto a sanos a lo largo
de la involucién activa es indicativo de una respuesta inmune sostenida. Sin embargo,
como esta respuesta contribuye al intento de eliminar al patégeno de la GM no esta
claro todavia, siendo que la IIM tiende a persistir durante la involucién (Sordillo y col.,
1989). Probablemente se podria sugerir, que esta respuesta inmune sostenida
contribuye a evitar la difusion del patégeno a través de un incremento en la cantidad
de tejido conjuntivo fibroso y la potencial encapsulacion del agente infeccioso.

De Vries y col. (2011) demostraron in vivo que un tratamiento a corto plazo con
TGF-$1 en GM bovina produjo un incremento en el nimero de fibroblastos activados
y un aumento en el indice de proliferacion de células epiteliales y fibroblastos. En el
presente estudio, en cuartos infectados crénicos con S. aureus, se observé una
estructura continua de coldgeno rodeando los alvéolos y grandes conductos en la zona
adyacente al epitelio, asi como también marcacion intensa del coldgeno del estroma
intralobulillar. Los porcentajes de inmunomarcacién para el colageno I fueron
significativamente mayores en cuartos infectados crénicamente con S. aureus respecto
a sanos en todos los tiempos de involucién evaluados, presentdndose la mayor
expresion al dia 21. Este incremento en la expresién de coldgeno I en cuartos infectados
coincide con el incremento progresivo de los porcentajes de area de estroma

intralobulillar. Capuco y col. (1997) hallaron que la hidroxiprolina, un marcador de la
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sintesis de coldgeno, se increment6 paralelamente con el drea estromal durante la
involucién en vacas lecheras, sugiriendo que dichos cambios serian el resultado
directo de un incremento en la sintesis de matriz extracelular, mas que un cambio en
el estroma por compresion o variacion de la elasticidad (Capuco y col., 1997). De
acuerdo con esta hipotesis, en el presente estudio, el incremento observado en el drea
ocupado por estroma intralobulillar en cuartos infectados durante la involucién,
resultaria de un incremento en la produccién de proteinas del estroma, ya que la
expresion proteica de coladgeno I se vio significativamente aumentada a lo largo de
todo el periodo de muestreo.,

Previamente se han llevado a cabo estudios morfométricos en GM de vacas en
lactancia e involucién (Heald, 1979; Nickerson y Heald, 1981; Sordillo y Nickerson,
1988; Akers y Nickerson, 2011). Los porcentajes de area de tejido mamario compuesta
por epitelio y lumen decrecieron durante la involucién de la glandula, mientras que
los porcentajes de drea correspondiente al estroma se incrementaron, alcanzando un
pico entre los dias 14 y 25 luego del cese de la lactancia (Sordillo and Nickerson, 1988;
Capuco y col,, 1997). Los cambios en los porcentajes de parénquima y estroma
observados en este estudio en cuartos no infectados, se corresponden con los cambios
descriptos durante la involucién normal de la GM bovina entre los dias 7 y 21 luego
del secado (Holst y col., 1987).

La respuesta del tejido mamario frente a IIM naturales o experimentales por S.
aureus ha sido cuantificada en vacas lecheras usando técnicas histolégicas y citoldgicas.
En general, los cuartos con infecciones naturales muestran una reduccién en la
habilidad del tejido secretor para sintetizar y secretar leche; presentando menores
porcentajes de édreas de tejido ocupadas por lumen y epitelio, y mayores areas de
estroma inter alveolar (Akers and Nickerson, 2011). Heald (1979) observé que tejidos
mamarios de vacas en lactancia inoculadas con S. aureus mostraron menor sintesis y
secrecion de leche, presentando mayor proporciéon de estroma inter alveolar, epitelio
alveolar en involucién y menor espacio luminal alveolar comparado con controles no
infectados. Més atn, esos cambios estuvieron asociados con el reemplazo de tejido
secretor por tejido no secretor (Nickerson y Heald, 1981). Trinidad y col. (1990)

observaron que tejidos provenientes de cuartos infectados con S. aureus mostraron
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menor desarrollo, exhibiendo menor epitelio alveolar y areas luminales y mas estroma
comparados con tejidos de cuartos de animales sanos.

En el presente estudio, los porcentajes de areas de tejido compuestas de
parénquima fueron significativamente mayores en cuartos infectados respecto a sanos,
siendo esto més pronunciado a los dias 14 y 21 de involucién. Este incremento en los
porcentajes de parénquima observados en cuartos con infecciones crénicas por S.
aureus podria estar relacionado con la presencia de alvéolos con ltimenes distendidos
y de gran tamafio debido a la acumulaciéon de productos secretorios, células
desprendidas, material de aspecto hialino y al exudado de neutréfilos. De esta manera,
el aumento de los porcentajes de parénquima observados en este estudio no serian
indicadores de mayor actividad secretoria. De acuerdo con reportes previos (Sordillo
y col., 1989), en el presente estudio, los porcentajes de estroma intralobulillar fueron
significativamente mayores en cuartos con mastitis por S. aureus respecto a aquellos
no infectados. En relacion al estroma interlobulillar, en cuartos infectados, la media de
los porcentajes se mantuvo sin cambios a lo largo del periodo de muestreo y fue
significativamente mas baja que la observada en cuartos sanos.

En relacién a los resultados obtenidos en este apartado, se puede resumir que
en GM crénicamente infectadas con S. aureus los componentes de la subfamilia de
TGF-B se asociaron a la presencia de abundante colageno I en el tejido conjuntivo
intralobulillar durante la involucién activa Este incremento observado en los
componentes del estroma en la mastitis causada por S. aureus podria conducir a una
involucién aberrante de la GM con permanencia del tejido parenquimatoso no secretor
e incremento de tejido conjuntivo intralobulillar. La mayor expresién de las tres
isoformas de TGF-B y de los receptores tipo 1 y 3 en cuartos con infecciones crénicas
por S. aureus podria considerarse un mecanismo de respuesta esencial para limitar el

alcance de la inflamacién y la injuria al tejido mamario.
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En cuanto al Objetivo especifico Nro. 4: Caracterizar los inhibidores intramamarios de
la proliferacion celular e inductores de la apoptosis y proteinas regulatorias intracelulares,

estableciendo diferencias entre cuartos sanos e infectados con S. aureus.

6.4. Proliferacion y apoptosis

En bovinos ha sido bien documentado que el periodo no lactante previo al parto
es esencial para garantizar una 6ptima producciéon de leche en la proxima lactancia
(Sorensen y Enevoldsen, 1991). La GM sufre procesos de remodelacion, que incluyen
regresion (apoptosis), proliferacion y diferenciacién de células mamarias a fines de
prepararse para la lactancia siguiente (Capuco y col. 1997; Bachman y Schairer, 2003).

La integracion de sefiales de muerte o supervivencia determinan el destino de
un tejido o célula. El éstasis de leche luego del secado, determina la expresion de
proteinas de supervivencia y muerte dentro de la GM. La presencia de proteinas de
supervivencia durante la involucion temprana de la GM puede ser importante para
mantener la integridad de los alvéolos y la reversibilidad de la involucién durante las
primeras 24-48 hs. Sin embargo, la prevalencia de expresion de proteinas
proapoptoéticas probablemente conduce al tejido a la involucion irreversible (Capuco
y col., 2002).

La apoptosis es una forma de muerte celular ATP dependiente, caracterizada
morfolégicamente por condensacién de la cromatina, fragmentacion del ADN nuclear
y disminucion del tamafio de la célula (Granville y col., 1998; Reed, 2000). El resultado
final de la apoptosis es la fragmentacion de la célula en cuerpos apoptéticos limitados
por membrana que son rapidamente removidos por células fagociticas (Cox y col.,
1995; Sladek y Rysanek, 2000). Bioquimicamente, la apoptosis se caracteriza por
activacion de las caspasas, proteasas altamente especificas que clivan sustratos
intracelulares (Thornberry y Lazebnik, 1998). La activacién de la ola de caspasas inicia
una cascada proteolitica que lleva a la fragmentaciéon del ADN y al clivaje de proteinas
reguladoras claves que llevan a la muerte celular (Yin y col., 2000).

En investigacion celular es muy importante caracterizar la apoptosis por
maltiples métodos, considerando el hecho de que usando analisis variados se pueden

detectar diferentes procesos apoptéticos (D’haeseleer y col., 2005). En el presente
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estudio, se analizaron los efectos de la IIM crénica causada por S. aureus sobre la
inmunoexpresion de proteinas reguladoras de la apoptosis tales como Bcl-2 y Bax,
sobre la inmunoexpresion de caspasa-3 activa, sobre la apoptosis in situ mediante la
técnica de TUNEL, sobre la proliferacion celular a través de la inmunomarcacion de
Ki-67 asi como sobre el balance proliferacién/apoptosis relacionando los porcentajes
obtenidos para Ki-67 y TUNEL en GM bovina durante la involucién. Todos los
componentes evaluados se expresaron en células del parénquima y del estroma
mamario, tanto en cuartos infectados como en no infectados durante todos los
periodos de la involucién evaluados. Esos hallazgos coinciden con estudios previos en
GM bovina, en los cuales se detectaron componentes similares mediante IHQ (Dallard
y col., 2008; Dallard y col., 2011) en diferentes etapas de la involucién.

Uno de los principales reguladores de la apoptosis es la familia de proteinas Bcl-
2 (Reed, 2000; Schorr y col. 1999). Los mecanismos mediante los cuales estas proteinas,
entre las que se encuentran proteinas antiapoptéticas como Bcl-2 y proapoptéticas
como Bax, regulan la apoptosis no estan completamente definidos pero se sabe que
involucran cambios en la permeabilidad de la membrana mitocondrial (Colitti, 2012).
Patrones de expresiéon de miembros individuales de la familia Bcl-2 en la GM son
regulados durante el desarrollo ductal, la prefiez, la lactancia y la involucién
(Heermeier y col., 1996; Humphreys, 1999). Se ha demostrado que en GM de ratén,
Bcl-2 se expresa en niveles elevados durante la prefiez temprana, no asi durante el
final de la prefiez donde es regulado negativamente; asimismo, durante la lactanciay
la involucién temprana su expresién permanece baja para aumentar nuevamente al
final de la involucion (Pullan y col.,, 1996). Por su parte, Schorr y col. (1999)
demostraron que en GM de ratén los niveles de expresién génica para Bax disminuyen
hacia el final de la involucién, mientras que los de Bcl-2 se incrementan (Schorr y col.
1999a). Estos mismos autores, realizaron un estudio durante la lactancia e involucién
en ausencia de Bax, y observaron que dicha ausencia redujo la muerte celular por
apoptosis durante la involucién temprana de la GM, sugiriendo un importante rol para
esta proteina en las primeras etapas de la involucioén post destete en ratones (Schorr y
col. 1999b). Estudios en GM de cabras durante la lactancia e involucién revelaron que

la expresiéon génica de Bax fue baja en el pico de la lactancia, para incrementarse
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significativamente al final de la lactancia y permanecer elevada durante la involuciéon
(Wareski y col. 2001). Esto se condice con los estudios en GM porcina donde se observé
un incremento en la expresion de Bax durante la involucién del tejido secretor (Motyl
y col. 2001).

En un estudio realizado por Colitti y col. (1999) en GM de ovejas, la
inmunoexpresion para Bax se detect6 en las células epiteliales al dia 1 del cese de la
lactancia y se increment6 con el progreso de la involucién. En este periodo, la
marcacion para Bax fue débil y limitada a la regién apical de las células epiteliales
mientras que al dia 2 y 4 la marcacion fue intensa. A los 8 dias del cese de la lactancia
la inmunorreactividad para Bax se detect6 en el citoplasma de las células epiteliales.
Con respecto a Bcl-2, en los estudios de Colitti y col. (1999), la inumunorreactividad se
asoci6 a dominio apical de las células epiteliales mamarias observdandose marcacion
s6lo al dia 1y 8 de la involucién. Dallard y col. (2011) en un estudio realizado en GM
bovinas no infectadas tratadas con un imunomodulador a base de Panax ginseng y
placebo al final de la lactancia observaron que al dia 7 post secado, la
inmunomarcacién para Bax y Bcl-2 se asoci6 a las células del parénquima y estroma
mamario con marcacioén intensa en el citoplasma y en el ntacleo principalmente en la
zona de la membrana nuclear. En el presente estudio, en concordancia con los estudios
mencionados, la inmunomarcacion para Bax y Bcl-2 se observé en todas las secciones
de tejido provenientes de cuartos mamarios infectados y no infectados, en
intensidades diferentes, principalmente asociada a estructuras del parénquima. La
reaccion positiva se presenté en los ntcleos, particularmente alrededor de la
membrana nuclear y en el citoplasma de células epiteliales y estromales.

Los mecanismos involucrados en el dafio ocasionado al tejido durante las 1IM
no han sido totalmente esclarecidos, pero incluyen tanto apoptosis como necrosis.
Estos dos tipos de muerte celular difieren en cuanto a los cambios morfol6gicos,
bioquimicos y moleculares que producen en las células destinadas a morir (Fink y
Cookson, 2005). Estudios recientes han demostrado que tanto los factores de virulencia
de las bacterias invasoras como las reacciones inmunes del hospedador contribuyen al

dafio del tejido mamario (Zhao y Lacasse, 2008).
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En el caso de las IIM por S. aureus, la induccion de apoptosis por este patégeno
puede generar dafio en el tejido mamario, comprometer la respuesta inmune
antimicrobiana y de este modo facilitar la propagacion del microorganismo (Genestier
y col., 2005; Zhao y Lacasse, 2008). Estudios in vitro han demostrado que S. aureus
induce apoptosis en neutréfilos (Sladek y col., 2005; Genestier y col., 2005), linfocitos
(Slama y col., 2009), macréfagos (Krzyminska y col., 2012) y CEM bovinas (Bayles y
col., 1998; Hu y col., 2014).

Las variaciones en la expresion de proteinas pro y anti apoptéticas en la GM
bovina no ha sido completamente explorada, al igual que el rol exacto de los genes que
regulan la apoptosis durante la infeccion mamaria (Colitti, 2012). Ademas, poco se ha
reportado en relacién a los eventos de sefializacién involucrados en la apoptosis de las
células mamarias in vitro luego de la infeccién con S. aureus (Hu y col., 2014) y existe
escasa informacion sobre los mecanismos de muerte en GM infectadas crénicamente
con S. aureus durante la involucién activa. En este sentido, Dallard y col. (2008) en su
estudio realizado en GM bovinas sanas y crénicamente infectadas con S. aureus
tratadas con un inmunomodulador a base de LPS y placebo al final de la lactancia
observaron un incremento significativo en los porcentajes de inmunomarcacién para
Bax a nivel de las células del parénquima y del estroma en cuartos infectados con S.
aureus respecto a los no infectados a los 7, 14 y 21 dias de la involucién. En el presente
estudio, en concordancia a lo observado por Dallard y col. (2008) se observé un efecto
significativo de la IIM por S. aureus sobre los porcentajes de inmunomarcacién para
Bax y Bcl-2 en todos los periodos de la involucion evaluados. En el caso de Bax, no se
detect6 un efecto del tiempo de muestreo, observandose porcentajes de marcacion
significativamente superiores en cuartos infectados con respecto a sanos en todos los
tiempos de la involucién evaluados con porcentajes de marcacién similares entre
periodos de muestreo. Para Bcl-2, los porcentajes de inmunomarcaciéon fueron
significativamente mayores en cuartos infectados respecto a sanos en todos los
periodos evaluados, observandose al dia 21 la mayor expresion proteica. Los
resultados obtenidos para Bcl-2 y Bax, en asociacion con los reportados en otros
estudios, indican una sobre expresién de ambas proteinas durante la involucién

activa de la GM bovina en cuartos con infecciones crénicas por S. aureus respecto a
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cuartos no infectados, sugiriendo por un lado, un aumento de la muerte celular por
apoptosis, evaluado mediante el incremento de la proteina proapoptética Bax, asi
como una inhibicién de la apoptosis evaluado mediante el incremento progresivo de
la proteina antiapoptética Bcl-2. Este hallazgo podria indicar un intento de
contrarrestar los efectos de la reacciéon inflamatoria inducida por la [IM para mantener
la integridad del tejido afectado.

Otro de los elementos evaluados en este estudio fue el receptor Fas, también
conocido como APO-1 o CD95, el cual es miembro de la superfamilia del receptor de
TNF y es capaz de mediar la muerte celular por apoptosis en varios tipos celulares
(Kikuchi y col., 2014). En estudios previos llevados a cabo en GM sanas en ratones
(Song y col., 2000), demostraron un aumento en los niveles de expresién génica y
proteica para Fas y Fas ligando (FasL) luego del destete, lo cual coincidié con la
aparicion de células apoptéticas en ductos mamarios, sugiriendo que la interacciéon
Fas-FasL juega un rol importante en la remodelaciéon normal del tejido mamario en
ratones. En el presente estudio, la inmunomarcaciéon de Fas se visualizé a nivel
citoplasmaético en células del parénquima y en menor medida del estroma tanto en
tejidos provenientes de cuartos mamarios infectados como en no infectados. El patréon
de localizacion observado coincidié con el reportado por Song y col. (2000) en GM de
raton.

Huy col. (2014) demostraron que S. aureus induce apoptosis en pPBMEC a través
del receptor de muerte Fas-FADD y que dicha induccién se asoci6é con la activaciéon
de caspasa-3 y caspasa-8, pero no de caspasa-9. Ademas, que la apoptosis de las células
epiteliales se vio mitigada por inhibidores de caspasa-3 y caspasa-8, sugiriendo que la
apoptosis se inicia a través de la activacion de caspasa-8. Més atn, que la infeccién
por S. aureus increment6 significativamente la expresiéon génica y proteica de Fas y
FADD en las pBMEC, concluyendo que este patégeno induciria la apoptosis de las
células epiteliales via el receptor de muerte Fas-FADD disparando la sefalizacién
dependiente de caspasa-8 (Hu y col., 2014). De acuerdo con estos resultados en nuestro
estudio observamos que la expresion de Fas fue significativamente mayor en cuartos
infectados crénicamente con S. aureus respecto a cuartos no infectados en todos los

periodos de tiempo evaluados, reforzando el concepto de que durante el periodo de

176



Discusion

involucion, la presencia de la bacteria por largos periodos en la GM esta asociada a
un aumento en la apoptosis de las células epiteliales y estromales, el cual podria
favorecer la persistencia de S. aureus en la GM.

Caspasa-3 activa fue otro de los factores evaluados en el presente estudio que
interviene en los mecanismos de apoptosis. La misma pertenece a una familia muy
conservada de cisteinas proteasas, las cuales son mediadoras claves en el curso de la
muerte celular por apoptosis (Fenwick y Hurst, 2002). Caspasa-3, -6 y -7 son efectoras
de la apoptosis, mientras que caspasa-2, -8, -9 y -10 pertenecen al grupo de proteasas
iniciadoras de la apoptosis (Friedlander, 2003). Caspasa-3 puede ser activada durante
el proceso apoptético y a su vez activar endonucleasas que causan la aparicién de las
caracteristicas morfolégicas de las células apoptéticas (Van Cruchten y col., 2003). La
expresiéon y activacion de caspasa-3desencadena la apoptosis en diferentes tipos
celulares (Earnshaw y col., 1999). Ademas, se ha determinado que la activacion de la
cascada de las caspasas dispara la apoptosis en ciertos tipos de células infectadas con
bacterias (Jin y col., 2009; Krzyminska y col., 2012).

Gown y Willingham (2002) demostraron que la activaciéon de las caspasas
(clivaje de procaspasa a caspasa activa) es un sello caracteristico de casi todos los
sistemas apoptoticos. En este aspecto, caspasa-3 seria un efector central en muchas
células y mediaria el clivaje de ella misma, de otras caspasas de la cascada y de otros
sustratos de caspasas. Como se ha mencionado anteriormente Hu y col. (2014),
observaron en pPBMEC que S. aureus induce la apoptosis a través de una via mediada
por receptores que conduce a la activacién de las caspasas-3 y -8. Estos resultados
coinciden con los de un estudio previo en una linea de células epiteliales mamarias
bovinas (MAC-T), en el cual se observé que la infeccién con S. aureus indujo también
la activacién de estas caspasas (Wesson y col., 2000).

En este estudio, los porcentajes de inmunomarcacién para caspasa-3 activa
fueron mayores en cuartos infectados crénicos por S. aureus respecto a cuartos no
infectados en los tres periodos de la involucién evaluados, observdndose en cuartos
infectados la mayor expresion proteica al dia 21 de la involucién. Estos resultados
coinciden con los reportados por Dallard y col. (2008), quienes encontraron un

incremento en la inmunomarcacién de caspasa-3 activa tanto en la zona del estroma
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como del parénquima mamario en cuartos infectados crénicos con S. aureus respecto a
sanos durante la involucién activa. Estos resultados, sumados a los de estudios
previos, sugieren que tanto in vitro como in vivo, la presencia de S. aureus induce un
aumento en la expresion asi como en la activacion de caspasas, entre ellas la caspasa-
3 evaluada en este estudio, la cual participa en la cascada que conduce a la muerte
celular por apoptosis, reforzando el concepto de que la presencia de la bacteria por
largos periodos en la GM esta asociada a un aumento en la apoptosis de las células
epiteliales y estromales.

En relacion a la cuantificaciéon de las células apoptéticas por la técnica de
TUNEL, los porcentajes fueron mayores en GM infectadas crénicamente con S. aureus
respecto a no infectadas, tanto en células epiteliales como estromales, observandose
un efecto significativo del tiempo y del estado infeccioso. En células epiteliales, s6lo
se observo un incremento significativo en los porcentajes de apoptosis en cuartos
infectados respecto a no infectados al dia 21 de la involucién, mientras que en células
del estroma los porcentajes de apoptosis fueron mayores en infectados respecto a no
infectados en todos los periodos evaluados. Dallard y col. (2008) observaron resultados
similares en GM infectadas con S. aureus durante la involucién utilizando el mismo
sistema de deteccién de apoptosis in situ. Estos autores detectaron un incremento en
los porcentajes de apoptosis en cuartos infectados con respecto a no infectados a los 7
y 21 dias de la involucién en células epiteliales y a los 7, 14 y 21 dias de la involucién
en células estromales. Los resultados obtenidos aportan evidencia sobre un aumento
en la actividad apoptética en el tejido mamario en respuesta a la infeccién crénica por
S. aureus, especialmente con el avance del periodo de involucién, en coincidencia con
los demas factores evaluados en este trabajo, reforzando nuevamente la idea de que
un incremento en la apoptosis de las células epiteliales y estromales podria favorecer
la persistencia de S. aureus en la GM.

Durante la remodelaciéon de la GM ocurre un equilibrio dindmico entre procesos
de mitosis y apoptosis. Estudios previos han cuantificado la renovacién celular en GM
no infectadas durante la involucién (Capuco y col.,, 2002; Sorensen y col., 2006;
Norgaard y col., 2008; Dallard y col., 2011) y en GM infectadas con S. aureus, utilizando

diferentes marcadores (Dallard y col., 2007; 2008) de proliferacion celular in situ.
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En el presente estudio, la evaluacion de la proliferaciéon celular se realizé a
través de la inmunomarcacién de dos antigenos nucleares de proliferacién celular,
PCNA y Ki-67 observandose discrepancia en los resultados entre los dos marcadores.
Para PCNA, los porcentajes de células inmunopositivas fueron mayores en
parénquima de cuartos infectados crénicos en los tres tiempos evaluados con un
maéximo al dia 21, existiendo un efecto significativo del estado infeccioso y del tiempo.
Por otro lado, en el estroma no existi6 efecto significativo ni de la infecciéon ni del
tiempo de muestreo. Para, Ki-67, los porcentajes de células del estroma y parénquima
mamario inmunopositivas fueron mayores en cuartos infectados crénicos con
respecto a no infectados en todos los periodos de la involucién evaluados, con un
efecto significativo del estado infeccioso, pero no del tiempo de muestreo. En cuartos
infectados crénicos, los mayores porcentajes de proliferacion en células del
parénquima se observaron al dia 14, mientras que en células del estroma los mayores
porcentajes se registraron al dia 7, disminuyendo gradualmente hacia el final de la
involucién. Las diferencias observadas con ambos marcadores podrian relacionarse
con el tiempo de vida media de ambos antigenos de proliferacion. PCNA al estar
asociado a los mecanismos de reparacién del dafio del ADN presenta una vida media
muy prolongada, mayor a 20 hs, por lo cual células que estdn en reposo pueden
marcarse induciendo a mayor probabilidad de error en la interpretaciéon de la marca
(Lorh y col., 1997). En cambio Ki-67 se expresa 24-36 hs después de iniciada la Gi del
ciclo celular, durante la interfase y adquiere su maxima expresiéon durante la mitosis
(du Manoir et al. 1991), presentando una vida media corta (<1 hora), lo que hace que
la marcacién con anti Ki-67 so6lo identifique células en proliferacién y no en reposo. En
concordancia con los resultados obtenidos en este estudio, Dallard y col. (2007, 2008),
demostraron que la proliferaciéon celular, determinada por la inmunomarcacién de
PCNA y Ki-67, se vio incrementada en células epiteliales y estromales en cuartos
infectados crénicamente con S. aureus, comparados con cuartos no infectados, durante
la involuciéon temprana de la GM bovina. En este estudio, en asociacién con los
incrementos en la proliferacion celular, también se observ6 un aumento significativo
en la expresién proteica de los componentes de la familia de TGF-p en cuartos con

infeccion croénica por S. aureus. Estos hallazgos, en su conjunto, podrian representar un
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mecanismo para contrarrestar y disminuir el dafio tisular ocasionado por la reaccion
inflamatoria y contribuir a la reparacién celular.

Con el propésito de evaluar el efecto de la IIM por S. aureus sobre el balance
proliferaciéon/apoptosis, en este estudio, se evalu6 la relaciéon Ki-67/TUNEL tanto en
células del parénquima como del estroma en los diferentes tiempos de la involucién
estudiados. Si bien no se observé un efecto significativo de la IIM sobre el balance
proliferacion/apoptosis, tanto en células del parénquima como del estroma, este
balance fue significativamente mayor en cuartos infectados por S. aureus respecto a
sanos al dia 14 de involucién, no observandose diferencias en los demés periodos
evaluados. Estos resultados muestran que si bien ambos procesos, tanto proliferacion
como apoptosis, se vieron incrementados durante la involucién de la GM en presencia
de una infeccién crénica por S. aureus, al dia 14 de la involucion los porcentajes de
proliferacién fueron significativamente superiores en cuartos infectados lo que sugiere
una intenso recambio celular en un intento de subsanar el dafo tisular ocasionado por
la infeccion crénica. Ademads, esta etapa (14 dias post secado) coincide con el periodo
de méxima remodelacién observada en el parénquima y estroma mamarios, tal como
se report6 en estudios previos en GM sanas (Holst y col., 1987; Sordillo y Nickerson,
1988; Capuco y col., 1997) y en GM infectadas por S. aureus (Dallard y col., 2008). En
los estudios de Dallard y col. (2008) estos autores evaluaron la relacién inversa, es decir
apoptosis/proliferaciéon, en GM infectadas con S. aureus y no infectadas durante la
involucién, observando que en células del parénquima la relaciéon
apoptosis/ proliferacién fue mayor en cuartos sanos con respecto a infectados alos 7 y
14 dias de la involucién, mientras que en células del parénquima la relaciéon
apoptosis/proliferacién fue superior en cuartos sanos respecto a infectados durante
toda la involucién. Estos resultados, al igual que los observados en el presente trabajo,
demuestran el intenso recambio celular en GM crénicamente infectadas con S. aureus

durante la involucion.
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Objetivo especifico Nro. 5: “Investigar in vitro los cambios en la capacidad fagocitica de
macrofagos colectados a partir de secreciones mamarias provenientes de cuartos sanos y de

cuartos con infecciones cronicas por S. aureus en diferentes estadios de la involucion”.

6.5. Capacidad fagocitica de macréfagos

A los fines de evaluar variaciones en la capacidad fagocitica de macréfagos de
leche proveniente de GM infectadas crénicamente con S. aureus en comparaciéon con
la capacidad fagocitica de macréfagos provenientes de GM sanas durante la
involuciéon, se realizaron ensayos in vitro enfrentando dichas células con una
suspension de S. aureus (cepa Reynolds) marcada con FITC, posterior tincién con
bromuro de etidio y andlisis por citometria de flujo del porcentaje de macréfagos
capaces de fagocitar al menos una bacteria.

Estudios previos han evaluado la capacidad fagocitica de neutréfilos y
macréfagos provenientes de leche de GM con mastitis y de leche de GM sanas en
diferentes periodos de la lactancia y la involucién, intentando dilucidar si la misma se
ve afectada tanto por la infeccién como por el estado fisiol6gico de la GM (Fox y col.,
1988; Niemialtowski y col., 1988; Paape y Miller, 1992; Mehrzad y col., 2009; Swain y
col., 2014). Sin embargo, no se han reportado estudios que evalten y comparen la
capacidad fagocitica de macréfagos provenientes de secreciones mamarias de cuartos
infectados con S. aureus con la de macréfagos provenientes de cuartos no infectados
durante la involucién activa de la GM bovina.

Los primeros estudios que se registran en la bibliografia sobre capacidad
fagocitica de los leucocitos de leche de bovinos con mastitis, demostraron que la pre
incubacién de leucocitos obtenidos en la mitad de la lactancia a partir de leche normal
con suero de leche proveniente de cuartos mamarios créonicamente infectados con S.
aureus resulté en una disminucién de la capacidad fagocitica de los leucocitos
(Niemialtowski y col. 1988). Estos autores concluyeron que durante las mastitis
crénicas por S. aureus, receptores Fc (FcR) de los leucocitos de la leche podrian ser
bloqueados por complejos inmunes presentes en la fracciéon del suero de la leche

mastitica asociados a un dafio en la funcién fagocitica. Por su parte, Fox y McDonald
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(1988) estudiaron a partir de leche de cuartos mamarios infectados con S. aureus y de
cuartos libres de IIM en diferentes periodos de la lactancia, el porcentaje de neutréfilos
que fagocitaron bacterias, el nimero de S. aureus en el interior de los neutréfilos y el
namero de S. aureus viable en el interior de los fagocitos. Estos autores no observaron
diferencias entre los neutréfilos de leche proveniente de cuartos infectados con
respecto a no infectados para ninguno de los parametros evaluados, lo que podria
indicar que las funciones de estas células son similares en las dos condiciones
estudiadas.

Trabajos mas recientes como el de Swain y col. (2014) evaluaron la capacidad
fagocitica de neutréfilos provenientes de leche de cuartos mamarios con I1IM clinicas,
subclinicas y libres de IIM en diferentes periodos de la lactancia. Estos autores
observaron que la actividad fagocitica fue mayor en neutréfilos de leche con mastitis
subclinica y clinica comparada con la de los neutréfilos de cuartos libres de infeccion.
Se ha demostrado que durante la invasién bacteriana en la GM, los neutréfilos de la
leche muestran mayor actividad fagocitica en comparacion con los neutréfilos de la
sangre dado por la liberacién de citoquinas inducidas por el patogeno en el sitio de
infeccion (Alluwaimi, 2004), lo cual podria explicar las diferencias observadas en la
actividad fagocitica de los neutréfilos entre GM con mastitis subclinica y clinica y
controles en el estudio de Swain y col. (2014)

Si bien los resultados obtenidos por Swain y col. (2014) corresponden a otro tipo
de fagocito presente en la leche en alto ntimero en las IIM por S. aureus, los mismos se
condicen con los obtenidos en el presente estudio a partir de macréfagos de secrecion
mamaria. La eleccion de los macrofagos para la realizacion de los ensayos de
fagocitosis en este trabajo, se bas6 en que estas células constituyen el tipo celular
predominante en leche y secrecién de secado, y son las primeras células inmunes que
interaccionan con las bacterias invasoras (Rainard y Riollet, 2006); ademéas expresan
receptores para IgGl e IgG2, son fagocitos activos y estan involucrados en la
presentacion de antigenos en asociacién con moléculas clase I y II del CMH (Sordillo
y Streicher, 2002; Rainard y Riollet, 2006). En relacién a los resultados de los ensayos
de fagocitosis, en el presente trabajo, se registr6 un aumento significativo en los

porcentajes de macréfagos positivos para FITC y en el nimero de bacterias fagocitadas
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por célula (evaluado por el parametro de IFM) en secreciones mamarias provenientes
de cuartos infectados con S. aureus en comparacién con los no infectados. El IFM
evaluado en el presente estudio, es un estimador indirecto de la capacidad fagocitica,
indicando que la misma estd aumentada en los macréfagos provenientes de cuartos
infectados con respecto a no infectados. Si bien los resultados son relevantes ya que no
existen antecedentes en la bibliografia sobre ensayos de fagocitosis a partir de
macrofagos de secrecion de secado en GM con IIM crénicas por S. aureus, se necesitan
futuros estudios que evaltien si estos macréfagos con actividad fagocitica aumentada,
presentan capacidad de desarrollar una actividad microbicida éptima que les permita
eliminar al patégeno.

Al dia 7 de la involucidn, si bien los porcentajes de macréfagos positivos fueron
similares entre infectados y no infectados, la capacidad fagocitica de estas células fue
significativamente mayor en infectados. Al dia 14 ambos parametros evaluados
(porcentajes de macréfagos positivos y capacidad fagocitica) se vieron
significativamente aumentados en macréfagos provenientes de cuartos infectados en
relacion a no infectados, lo que indica una mayor capacidad para ingerir bacterias y
un mayor estado de activacion de los fagocitos en este periodo de la involucion.
Asimismo, en relacién a este resultado, en tejido mamario se observé una disminucion
en el niimero de monocitos-macroéfagos en cuartos infectados en comparacién con no
infectados al dia 14 de la involucién, lo que podria sugerir una migracién y
extravasacion de macréfagos hacia la secrecién mamaria en este periodo donde esta
célula mostré su mayor capacidad fagocitica. Més atin, la disminucién observada en el
nimero de macréfagos tisulares en cuartos infectados en este periodo, estuvo
acompafiada por elevados porcentajes de marcaciéon en los tejidos y elevadas
concentraciones en secrecion mamaria de citoquinas pro inflamatorias como TNF-a,
IL-1a, IL-B e IL-6, lo que indica un microambiente 6ptimo para la estimulacioén de las
células fagocitcas. Por otra parte, al dia 21 la menor capacidad fagocitica observada en
macréfagos de cuartos infectados con respecto a no infectados fue compensada por los
mayores porcentajes de macréfagos positivos provenientes de cuartos infectados. En
resumen, si bien se observaron variaciones en cada periodo de estudio, se pude afirmar

que durante todo el proceso de involucion, el nimero de macréfagos positivos asi
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como la capacidad fagocitica fueron mayores en fagocitos aislados de secreciones de
cuartos infectados en relaciéon a no infectados. Estos resultados sugieren que la
persistencia de S. aureus en la GM durante el periodo de involucién, podria
relacionarse con la sobrevida del organismo en los macréfagos de la leche y la potencial
replicacion en estas células, aunque se necesitarian estudios complementarios que
evaltien la habilidad de multiplicaciéon de la bacteria en el fagocito asi como la
capacidad bactericida de los macréfagos infectados.

Denis y col. (2006) compararon la capacidad de macréfagos obtenidos a partir de
leche en la lactancia media y de secrecion mamaria en la mitad del secado para
fagocitar y destruir S. wuberis. Estos autores observaron que los macréfagos
provenientes de secreciones de secado mostraron mayor actividad bactericida que los
obtenidos de leche, destacando la importancia de los diferentes estadios del ciclo de
lactacién en la funcionalidad de los macréfagos en las secreciones mamarias. Por otra
parte, Fox y col. (1988), demostraron un incremento en la fagocitosis de S. aureus por
parte de macrofagos provenientes de secreciones mamarias de animales no infectados
al dia 14 de la involucién con respecto al dia 7. En nuestro estudio, en macréfagos
provenientes de secreciones mamarias de cuartos no infectados, si bien se observé un
incremento en los porcentajes de macréfagos positivos con el progreso de la
involucion, no se observaron diferencias significativas entre los tres periodos
evaluados. Sin embargo, si se observé un aumento significativo en la capacidad
fagocitica de los macréfagos provenientes de secreciones de cuartos no infectados al
dia 14 y 21 en relacion al dia 7 de la involucién, lo cual avala lo observado por Fox y
col. (1988).

Por otra parte, Tatarczuch y col. (2002) en un ensayo con ovejas, evaluaron la
capacidad fagocitica de leucocitos provenientes de secreciones mamarias obtenidas en
diferentes tiempos post destete. Estos autores observaron que la actividad fagocitica
de los macréfagos, evaluada mediante ensayos de fagocitosis in vitro basados en la
ingesta de perlas de latex, fue mas efectiva en los macréfagos obtenidos a partir de
secreciones de GM con involuciéon avanzada (60 dias) en comparacion con los
obtenidos a partir de secreciones en estadios mds tempranos de la involucién (7 a 15

dias). Asimismo, observaron que la capacidad fagocitica se vio influenciada por la
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presencia dentro de los fagocitos de constituyentes de la leche, observando que los
macréfagos obtenidos de GM con involucién avanzada fueron mds efectivos
fagocitando, en comparaciéon con los macréfagos de estadios mas tempranos. Si bien
en el presente estudio los ensayos de fagocitosis se realizaron con S. aureus, se condicen
con los resultados obtenidos en otra especie por Tatarczuch y col. (2002) en secreciones

mamarias libres de infeccion.
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Conclusion

En el presente trabajo se evaluaron diferentes componentes de la respuesta
inmune innata y adaptativa, asi como pardmetros relacionados con la remodelacion
del tejido en cuartos mamarios con infecciones crénicas por S. aureus y en cuartos no
infectados después del cese del ordefio, durante la involucién activa, etapa que se
caracteriza por cambios profundos en la estructura y funcién de la GM bovina.

Todos los componentes de la respuesta inmune evaluados (citoquinas pro y
anti-inflamatorias, células, factores solubles) asi como los parametros relacionados con
la remodelacién del tejido mamario (componentes de la subfamilia TGF-p, colageno I,
proteinas relacionadas con la apoptosis, antigenos nucleares relacionados con la
proliferacion celular) fueron detectados y cuantificados tanto en tejidos mamarios de
cuartos sanos como en tejidos de cuartos infectados con S. aureus durante toda la
involucién, lo que sugiere que estos componentes del sistema inmune tienen una
participacion preponderante en esta etapa, en la cual se producen cambios profundos
en la arquitectura histolégica y en la funcién de la GM bovina. En cuartos mamarios
con infecciones crénicas por S. aureus los componentes de la respuesta inmune innata
y adaptativa evaluados, en general, se vieron significativamente aumentados en
relacién a lo observado en cuartos mamarios no infectados, detectandose variaciones
en los diferentes periodos de la involuciéon analizados. En cuanto a los componentes
relacionados con los procesos de remodelacién de la GM, se observé una mayor
expresion de los miembros de la subfamilia de TGF-f3 y de colageno I en cuartos
mamarios infectados con respecto a no infectados. En lo referido a los mecanismos de
proliferacién y apoptosis involucrados en la remodelacién, en general, se observé un
incremento de ambos mecanismos en los cuartos infectados por S. aureus respecto a los
cuartos libres de infeccién.

Todos estos resultados en su conjunto sugieren una respuesta exacerbada y
sostenida del sistema inmune del hospedador frente a la presencia por largos periodos
de la bacteria, asi como una intensa remodelacién del tejido en respuesta al dafio
ocasionado por la reaccién inflamatoria que intenta limitar la infeccién y trae como
consecuencia una remodelacion aberrante de la GM con incremento del area estromal

y fibrosis que irremediablemente lleva a una disminucion del tejido secretor. Como
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consecuencia, S. aureus logra evadir los mecanismos de defensa del hospedador y
persistir en la GM durante todo el proceso de involucién activa.

Finalmente, el presente trabajo ha sido de utilidad para conocer mds acerca de
los mecanismos implicados en la respuesta inmune de la GM sana e infectada
cronicamente por S. aureus, lo cual conduce a un mejor entendimiento acerca de los
factores que regulan el reclutamiento, retencion y eliminacion de las células del
sistema inmune en la GM durante la involucién activa, aportando nueva informacién
sobre los mecanismos asociados al mantenimiento de la cronicidad del proceso

infeccioso durante la involucién mamaria.
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The objectives of this study were to determine whether Staphylococcus aureus chronic intramammary
infection (IMI) influences protein expression of TGF-B subfamily components and collagen I and to exam-
ine the histomorphometric changes that occur in mammary stroma and parenchyma during active mam-
mary gland involution. Twenty-one Holstein non-pregnant cows in late lactation either uninfected or
with chronic natural S. aureus IMI were included in this study. Cows were slaughtered at 7, 14 and
21 d after cessation of milking and samples for immunohistochemical and morphometric analysis were
taken. Protein expression of TGF-B1, TGF-B2 and TGF-B3 was significantly higher in chronically infected
quarters than in uninfected controls at the three involution stages studied. Immunostaining of TGF-BR1
and TGF-BR3 and collagen I was significantly higher in S. aureus-infected quarters than in uninfected con-
trols at every involution time evaluated. The percentages of tissue area composed of parenchyma and
intralobular stroma were significantly higher in S. aureus-infected than in uninfected quarters. Chronic
S. aureus mastitis modifies protein expression of the three TGF-B isoforms and type 1 and 3 receptors,
which was associated with changes directed to limit the scope of inflammation and injury to the host.
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1. Introduction

The nonlactating interval in dairy cows, commonly referred to
as the “dry period”, is an important determinant of milk produc-
tion in the subsequent lactation (Remond et al., 1997; Capuco
and Akers, 1999). During the dry period the mammary gland of
dairy cows undergoes extensive remodeling both at early involu-
tion and mammogenesis phases (Capuco and Akers, 1999). Signif-
icant renewal and replacement of senescent epithelial cells, as well
as changes in intralobular stromal composition, take place particu-
larly during mammogenesis (Capuco et al., 1997; Sorensen et al.,
2006; Annen et al., 2007; De Vries et al., 2010). The early dry period
is a critical stage, since changes that lead to increased concentra-
tion of protective factors, compared with lactating mammary
glands, occur gradually over several days (Oliver and Sordillo,
1989). Increased susceptibility to intramammary infections (IMI)
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during early involution has been related to changes during the
involution process that may facilitate bacterial penetration of the
streak canal, interfere with natural defense mechanisms, and en-
hance bacterial growth (Oliver and Sordillo, 1989). In addition,
some IMI present at drying off can persist through the dry period
despite the use of antibiotic therapy, leading to increased milk loss
in the subsequent lactation (Eberhart, 1986).

Staphylococcus aureus is an opportunistic, contagious pathogen
and the most common cause of mastitis in dairy cattle (Zecconi
et al., 2006). Although infection can result in obvious clinical mas-
titis, S. aureus often evades the immune response resulting in a
subclinical chronic infection that can persist for the life of the ani-
mal (Zecconi et al., 2006). The chronic nature of S. aureus mastitis
in dairy cows and the ability of the bacterium to withstand inflam-
matory responses have been associated with a decreased immune
response (Nagahata et al., 2011; Schukken et al., 2011; Wellnitz
and Bruckmaier, 2012). Bannerman et al. (2004) suggested that
the limited early cytokine response to S. aureus in experimentally
induced mastitis may contribute to the organism ability to estab-
lish chronic IMI. However, few studies have evaluated innate
immune responses in cows with naturally occurring chronic
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S. aureus mastitis during lactation (Riollet et al., 2001; Nagahata
et al.,, 2011) and natural involution (Dallard et al., 2009). Recently,
studies of serum proteomics in cows with clinical and subclinical
mastitis were carried out to determine differential inflammatory
proteins expression that can contribute to a better understanding
of the pathophysiology of mastitis (Turk et al., 2012).

Transforming growth factor-p (TGF-B) are the founding mem-
bers of a large superfamily consisting of over 40 ligands, including
activins, inhibins, nodals, bone morphogenetic proteins (BMPs),
and growth and differentiation factors (Kingsley, 1994). There is
evidence of expression of several of these superfamily members
in various stages of mammary gland development (Phippard
et al.,, 1996; Jeruss et al., 2003; Manickam et al., 2008); however,
the TGF-B are the only members that have been studied exten-
sively in the involution process (Plath et al., 1997; Plaut et al.,
2003; Zarzynska et al., 2007; Flanders and Wakefield, 2009; De
Vries et al., 2010, 2011).

Mammals express three highly homologous isoforms of TGF-B
(TGF-p1, TGF-B2, and TGF-B3) which share 70% sequence identity
in the biologically active C-terminal region, all bind to the same
receptor complex and activate the same downstream signaling
pathways. Most cell types express one or more of the three iso-
forms of TGF-B; being TGF-B1 the most abundant and intensively
studied isoform. Effects of TGF-B are mediated by binding to spe-
cific cell surface receptors (type 1, 2, or 3 receptors) present on
most cell types. The type 1 and 2 receptors are directly involved
in signal transduction, whereas the type 3 receptor is thought to
enhance binding of TGF-B to one of the other receptor subtypes
(Flanders and Wakefield, 2009).

Transforming growth factor-g is a pleiotropic cytokine that reg-
ulates cell growth and differentiation, as well as inflammatory re-
sponses (Letterio and Roberts, 1998; Bonewald, 1999). In the
mammary gland, TGF-B regulates ductal growth and alveolar
development via its inhibitory effect on epithelial cell growth
and its stimulatory effect on fibroblasts and other stromal cells
(Daniel et al,, 2001). In addition to its role in mammary gland
development, TGF- has been shown to suppress immune and
inflammatory responses, although some pro-inflammatory proper-
ties have been ascribed to this cytokine (Letterio and Roberts,
1998; Ashcroft, 1999; Flanders and Wakefield, 2009). Whether
TGF-B functions as an activator or suppressor of inflammation de-
pends on the location and activation state of the cells that TGF-8
stimulates, as well as the environmental milieu of other cyto-
kines/immunoregulatory factors present. Several studies have de-
picted the expression of the classic pro-inflammatory cytokines
interleukin-1 beta (IL-1B), IL-8, and tumor necrosis factor-alpha
(TNF-at) during S. aureus mastitis (Riollet et al., 2001; Bannerman
et al, 2004; Bannerman, 2009; Dallard et al., 2009; Schukken
et al., 2011); however, little is known about changes in the expres-
sion of other cytokines, including TGF-B subfamily components,
during IMI by this microorganism.

The objectives of this study were to determine whether
S. aureus chronic IMI influences the protein expression of TGF-B
subfamily components during active involution and to examine
the histomorphometric changes that occur in mammary stroma
and parenchyma and collagen I protein expression in chronic
S. aureus infection.

2. Materials and methods
2.1. Animals
Twenty-one Holstein non-pregnant cows in late lactation

(weeks 31-36) from the Rafaela Experiment Station of INTA herd
were included in the study. Cows were from parity 3 to 5, milked

twice daily and produced an average of 12 kg milk/d before inter-
ruption of lactation. Cows with similar lactation number were in-
cluded in each group. All procedures used in this study were
approved by the Ethics and Security Committee of the Facultad
de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Litoral and con-
sistent with the Guide for the Care and Use of Agricultural Animals
in Agricultural Research and Teaching, Federation of Animal
Sciences Societies (FASS, 1999).

2.2. Experimental design

The infection status of mammary quarters was determined
within 6 months before initiation of the experiment and confirmed
20d and 3 d before cessation of milking. Infections were naturally
acquired either in the previous dry period or during the first
2 months of the lactation preceding initiation of the study. Cows
with S. aureus mastitis were selected based on results of monthly
somatic cell counts (SCC> 250 x 103 cells/ml) and subsequent
testing by bacteriological analysis of quarter milk. A quarter was
considered to be infected if S. aureus was isolated from two consec-
utive samples. Infected quarters were randomly selected from
cows showing at least two quarters infected with S. aureus. Only
animals with subclinical IMI at the time of milking interruption
were included. Uninfected quarters were selected from cows free
of infection at the time of sampling with negative results of bacte-
riological analysis of quarters and SCC less than 250 x 103 cells/ml.

Cows were slaughtered at 7, 14 and 21 d after cessation of milk-
ing at a local abattoir and samples for histological analysis were ta-
ken. The experimental unit of study was the mammary quarter.
Uninfected (n = 8) and S. aureus infected (n = 8) mammary quarters
were included in each group (7, 14 and 21 d). Mammary secretion
samples were aseptically collected for bacteriological analysis
using standard procedures (Oliver et al., 2004) 3 d before cessation
of milking, immediately before the last milking and every 48 h
after cessation of milking. Before sampling, the first 3-4 streams
of milk were discarded, and teat ends were disinfected with cotton
swabs soaked in 70% alcohol. Two to 3 ml of quarter milk were
aseptically collected into a 10 ml sterile plastic tube for bacterio-
logical analysis. According to the eligibility criterion used, from
24 cows initially available, 21 were finally included in the study
(12 cows with at least two quarters infected with S. aureus and 9
uninfected cows).

2.3. Bacteriological examination

Mammary secretion samples (10 pul) were streaked onto blood
agar plates supplemented with 5% bovine blood and incubated
for 48 h aerobically at 37 °C. Plates were examined for bacterial
growth at 24 h and 48 h. S. aureus was identified based on the
hemolytic pattern on blood agar, catalase and coagulase tests and
differentiated from other coagulase-positive Staphylococci, by acet-
oin production and selective growth on P agar with 7 pg/ml acrifla-
vine (Roberson et al., 1992; Oliver et al., 2004). Other mastitis
pathogens were identified based on standard methodology (Oliver
et al., 2004). The presence of one colony of S. aureus on blood agar
was considered as a positive identification; therefore, detection
limit was 100 CFU/ml.

2.4. Tissue sample preparation

Immediately after cows were slaughtered, three tissue samples
were taken from randomly selected mammary quarters from three
regions: upper limit of the gland cistern, approximately midway
between the upper limit of the gland cistern and the dorsal bound-
ary of the mammary gland at a depth of 4 cm (lobulo-alveolar
zone), following previous descriptions (Rinaldi et al., 2010; Dallard
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et al., 2010). Tissue samples of approximately 1 cm® were fixed in
4% neutral buffered formalin, for 8 h at 4 °C and then washed in
phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.4; 0.01 M). For light micros-
copy, fixed tissues were dehydrated and embedded in paraffin wax.
Sections (5 pm) were mounted on slides previously treated with 3-
aminopropyltriethoxysilane (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA)
and assigned for staining with haematoxylin and eosin (HE) for
mammary gland structures preliminary observation or for use in
immunohistochemistry (IHC) procedures. Additional sections of
mammary tissues were transferred into a freezing vial, weighed
and placed in liquid nitrogen for western blot assays.

2.5. Immunohistochemistry

For immunohistochemistry, the streptavidin-biotin immunop-
eroxidase method was performed as described by Dallard et al.
(2013). Briefly, sections were dewaxed, hydrated and subjected
to microwave pretreatment in citrate buffer (pH 6.0) for antigen re-
trieval. Endogenous peroxidase activity was blocked with 1% H,0,
in methanol and non-specific binding was blocked with 10% nor-
mal goat serum (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO). Tissue sec-
tions were incubated with the primary antibodies (Table 1) for
18 h at 4 °C. Slides were washed with PBS and incubated at room
temperature for 30 min with a biotin-conjugated anti-rabbit IgG
antibody (Table 1) as a secondary reagent. Detection was by a
streptavidin-peroxidase solution (BioGenex, San Ramon, CA), with
3.3-diaminobenzidine (DAB; Dako, Carpinteria, CA) as chromogen.
The sections were then counterstained with Mayer hematoxylin,
dehydrated, and mounted. Negative control sections were included
in which the primary antibody was replaced by non-immune rab-
bit serum (Dallard et al., 2009). To exclude the possibility that
endogenous peroxidase activity was unsuccessfully blocked, some
sections were incubated with DAB reagent alone. Serial sections of
bovine mammary tissue similarly processed and with known reac-
tivity for the antigen were used as positive controls in each assay to
normalize the image analysis.

2.6. Antigen/antibody specificity

The homology between the target peptide of each antibody and
the correspondent bovine protein was tested using Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST software; http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/BLAST) to determine the peptide locations and to confirm
antigen specificity. To test specificity of the primary antibodies
used in this study (Table 1), bovine mammary tissue extracts were
separated in SDS-polyacrylamide gels (15% resolving gel for TGF-
B1, TGF-B2, TGF-B3 and TGF-BR1, and 8% resolving gel for TGF-
BR3 and collagen I), as previously described (Baravalle et al.,
2011). Proteins were transferred onto nitrocellulose membranes

(Amersham, Buckinghamshire, UK), blocked for 1 h 30 min in 5%
nonfat milk in TBS containing 0.05% Tween-20 (Sigma-Aldrich
Corp., St. Louis, MO) and then incubated overnight at 4 °C with
specific primary antibodies (Table 1). Following washing,
membranes were treated for 1 h 30 min with secondary peroxi-
dase-conjugated antibody (Table 1). Immunopositive bands were
visualized with a chemiluminescent detection kit (ECL-Plus;
GE-Amersham, Buckinghamshire, UK).

2.7. Image analysis

Image analysis was performed using the Image Pro-Plus 3.0.1
system (Media Cybernetics, Silver Spring, MA). Images were digi-
tized with an Olympus C5060 digital camera mounted on a con-
ventional light microscope (Olympus BH-2; Olympus Co., Tokyo,
Japan) using objective magnification of 40x. Image resolution
was set to 1200 x 1600 pixels. Each pixel of the image corre-
sponded to 0.13 um? at the respective magnification and each field
represented a tissue area of 0.031 mm?. The system captured each
image and automatically corrected for background. This prevented
differential readings due to different lighting conditions. No further
image processing was done. Details of image analysis as a valid
method for quantifying expression levels and the methodological
details were previously described (Dallard et al., 2008; Baravalle
et al,, 2011; Dallard et al., 2013). Briefly, the immunohistochemical
stained area (IHCSA) for each antibody reaction was calculated as a
percentage of total area evaluated through the color segmentation
analysis that extracts objects by locating all objects of the specific
color (brown stain). The brown stain was selected with a sensitiv-
ity of 4 (maximum 5) and a mask was next applied to make sepa-
ration of colours permanent. The IHCSA (% of black area) was
calculated from at least 50 images in each one of the following
structures: alveoli, ducts and interstitial tissue. Expression of
TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, TGF-BR1, TGF-BR3 and collagen I was
evaluated by positive IHCSA.

2.8. Morphometric studies

Quantitative analysis was used to determine percentage of
mammary tissue area composed of intralobular and interlobular
stroma and parenchyma. Twenty images were taken per slide at
20x magnification, avoiding areas close to tissue section edges.
At the used magnification, each field in the monitor represented
a tissue area of 0.28 mm?. The percentages of intra and interlobular
stroma and parenchyma were obtained using the manual measure-
ment tool in Image Pro-Plus 3.0.1 system. First, the area composed
by parenchyma was calculated and then the area composed by
intralobular stroma. The interlobular stromal area was calculated

Table 1
Antibodies including clone, source and dilution used for immunohistochemistry (IHC) and western blot (WB) analysis of transforming growth factor-g family proteins and
collagen L.
Antigen Clone and source Dilution IHC Dilution WB
Primary antibodies
TGF-p1 Polyclonal (sc-146, Santa Cruz Biotechnology) 1:25 1:15
TGF-p2 Polyclonal (sc-90, Santa Cruz Biotechnology) 1:200 1:75
TGF-B3 Polyclonal (sc-83, Santa Cruz Biotechnology) 1:200 1:100
TGF-pR1 Polyclonal (ab31013, Abcam) 1:25 1:15
TGF-BR3 Polyclonal (ab28366, Abcam) 1:50 1:25
Collagen 1 Polyclonal (2150-0510, AbD Serotec) 1:350 1:200
Secondary antibodies
Biotinylated anti-rabbit IgG Polyclonal (Zymed) 1:100 -
Anti-rabbit IgG peroxidase Polyclonal (Amersham) - 1:2000
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as the difference between the total tissue area and the sum of the
area composed by intralobular stroma and parenchyma.

2.9. Statistical analysis
A statistical software package (SPSS 11.0 for Windows; SPSS,

Inc., Chicago, IL) was used to perform statistical analysis. Data were
analyzed using the general linear model (GLM) procedure. The

model tested for main effects of infection status (chronic S. aureus
mastitis or uninfected control), time (7, 14 and 21 d of involution)
and the infection status x time interaction. When the infection sta-
tus x time interaction was significant, t-tests were used to make
comparisons between individual means. Differences of P < 0.01
were considered significant. Data are presented as means of three
tissue samples obtained from the same mammary quarter + SEM
(standard error of the mean).

TGF-B1

e TP BT Y

‘.: 1 -"~.
Tt

TGF-BR1

TGF-BR3

Fig. 1. Representative images of TGF-1, TGF-2, TGF-B3, TGF-BR1 and TGF-BR3 immunostaining in S. aureus-infected quarters (SA) and uninfected controls (UC) at 14 d of
involution are shown in the right panels. Verification of antibody specificity by western blot analysis of mammary tissue homogenates and negative controls for
immunostaining are shown in the left two panels, respectively. Magnification is the same for all panels (400x) and is indicated by 25 pm bars.
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Fig. 2. Relative expression (measured as% of immunopositive area) of (A) TGF-B1, (B) TGF-B2, (C) TGF-B3, (D) TGF-BR1 and (E) TGF-BR3 in S. aureus-infected quarters (SA) and
uninfected controls (UC) at 7, 14 and 21 d of involution. Values represent the mean + standard error of the mean (SEM). Means (a-b) for each time period without a common

letter differ (P < 0.01).

3. Results
3.1. Antibody specificity

Western blot recognition of proteins of the TGF- subfamily
members and collagen [ in mammary homogenates from quarters
infected with S. aureus and uninfected quarters are summarized in
Figs. 1 and 3. Western blot analysis revealed positive bands of
appropriate sizes for each of the proteins studied. The TGF-1
and TGF-B2 antibodies detected a single band at 25 kDa corre-
sponding to the active homodimer (Fig. 1). The TGF-p3 antibody
detected a single band at 12.5 kDa corresponding to the mature
form (Fig. 1); TGF-BR1 a single band at 56 kDa (Fig. 1); TGF-BR3 a
single band at 93 kDa (Fig. 1) and collagen I antibody detected a
single band at 95 kDa (Fig. 3).

3.2. Immunohistochemistry of TGF-p subfamily members

Representative patterns of immunostaining of TGF-f subfamily
members in S. aureus-infected and uninfected quarters are shown
in Fig. 1, and a quantitative analysis of the expression of these pro-
teins from immunohistochemical analysis is shown in Fig. 2.

Transforming growth factor-p subfamily proteins were ex-
pressed in stromal and epithelial cells in tissue sections from all
analyzed groups (Fig. 1). The patterns of localization for TGF-B1,
TGF-p2 and TGF-B3 in mammary tissue were similar in both
S. aureus-infected than uninfected quarters. Positive reaction was
observed in the cytoplasm of epithelial cells in alveoli and ducts.
Cytoplasm of myoepithelial cells lining the ducts and alveoli
showed moderate staining for all three isoforms. Stromal cells
(fibroblast and endothelial cells), extracellular matrix components
(collagen fibers) and immune cells (monocytes-macrophages,
lymphocytes and plasma cells) showed intense staining.

Protein expression of TGF-1 in mammary tissue was higher in
S. aureus-infected than uninfected control quarters (P < 0.001) and
was affected by time of sampling (P < 0.001). There was a signifi-
cant interaction between infectious status and time of sampling
(P<0.001), being percentages of IHCSA for TGF-B1 higher in
S. aureus-infected than in uninfected control quarters at 7, 14
and 21 d of involution (P < 0.001). The highest protein expression
in infected quarters was observed at 14 d of involution.

Protein expression of TGF-B2 in mammary tissue was higher in
S. aureus-infected than uninfected control quarters (P < 0.001) and
was not affected by time of sampling (P = 0.587). There was no inter-
action between infectious status and time of sampling (P = 0.128).

Protein expression of TGF-3 in mammary tissue was higher in
S. aureus-infected than uninfected control quarters (P < 0.001) and
was affected by time of sampling (P = 0.004). There was a signifi-
cant interaction between infectious status and time of sampling
(P=0.015). Percentages of IHCSA for TGF-p3 were higher in
S. aureus-infected than in uninfected control quarters at 7, 14
and 21 d of involution (P < 0.001). The highest protein expression
in infected quarters was observed at 14 d of involution.

Transforming growth factor-g type 1 and 3 receptors were
abundantly expressed and localized along the ductal and alveolar
epithelium (Fig. 1). Light staining of TGF-BR1 and TGF-BR3 in the
intralobular and interlobular stroma was observed. Stromal cells
like fibroblasts showed moderate perinuclear cytoplasm staining.
Immune cells (monocytes-macrophages, lymphocytes and plasma
cells) showed intense staining. There was intense immunostaining
for TGF-BR3 and weak staining for TGF-BR1 in the cytoplasm of
myoepithelial cells.

Protein expression of TGF-BR1 and TGF-BR3 was affected by
S. aureus infection (P < 0.001) and by time of sampling (P < 0.001).
The interaction between infectious status and time of sampling
for both receptors was significant (P <0.001). At 7, 14 and 21 d of
involution the percentages of IHCSA for TGF-BR1 and TGF-BR3 were
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S. aureus-infected quarters

Western blot

SA UC

Collagen |

Fig. 3. Representative images of bovine collagen I immunostaining in S. aureus-infected quarters (SA) and uninfected controls (UC) at 14 d of involution are shown in the top
panel. Verification of antibody specificity by western blot analysis of mammary tissue homogenates and negative control for immunostaining are shown in the inferior panel,

respectively. The magnification used is indicated by scale bars.

higher in S. aureus-infected than in uninfected control quarters
(P<0.001). For both receptors the highest protein expression in
infected quarters was observed at 14 d of involution (Fig. 2).

3.3. Immunohistochemistry of collagen I

Collagen I staining was present in all tissue sections at all
involution stages evaluated and was associated with the intra
and interlobular stroma components. Representative images of
immunohistochemistry for collagen I are shown in Fig. 3 and a
quantitative analysis of the expression of this protein from
immunohistochemical analysis is shown in Fig. 4.

In infected quarters, alveoli and large ducts were surrounded by
a continuous collagen structure in the zone adjacent to the epithe-
lium, and intense collagen staining within intralobular stroma was
observed. Moreover, the interlobular stroma exhibited intensely
stained and tightly packed collagen fibers (Fig. 3). In uninfected
quarters, the intralobular stroma collagen staining was diffuse

and less intense than in infected quarters. Alveoli and large con-
ducts were surrounded by loosely arranged collagen fibers. As in
infected quarters, the interlobular stroma exhibited intensely
stained and tightly packed collagen fibers (Fig. 3).

Protein expression of collagen I in mammary tissue was higher
in S. aureus-infected than in uninfected control quarters (P < 0.001)
and was affected by time of sampling (P < 0.001). There was a sig-
nificant interaction between infection status and time of sampling
(P=0.001). Percentages of IHCSA for collagen I were higher in S.
aureus-infected than in uninfected control quarters at 7, 14 and
21d of involution (P <0.001). The highest protein expression in
infected quarters was observed at 21 d of involution (Fig. 4).

3.4. Parenchymal and stromal area

3.4.1. Parenchyma
The parenchymal percentages in quarters from cows with
S. aureus IMI were higher than for uninfected cows (P <0.001)
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Fig. 4. Relative expression (measured as% of immunopositive area) of collagen I in
S. aureus-infected quarters (SA) and uninfected controls (UC) at 7, 14 and 21 d of
involution. Values represent the mean + standard error of the mean (SEM). Means
(a-b) for each time period without a common letter differ (P < 0.01).

and were affected by time of sampling (P < 0.001; Fig. 5). The inter-
action between infectious status and time of sampling was signif-
icant (P < 0.001). At 7 d of involution, the percentages of tissue area
composed of secretory epithelium were lower in infected quarters
compared with uninfected quarters (P=0.018). At 14 and 21 d of
involution the percentages of parenchyma in quarters from cows
with S. aureus IMI were higher than for uninfected cows (P < 0.001).

3.4.2. Intralobular stroma

There was a significant effect of S. aureus infection on the per-
centage of intralobular stroma (P < 0.001) with higher percentages
in infected compared with uninfected quarters at every time of
sampling (Fig. 5). The intralobular stromal area was affected by
time of sampling (P < 0.001) and the interaction between infection
status and time of sampling was significant (P < 0.001). At 7, 14 and
21d of involution the percentages of intralobular stroma in
quarters from the cows with S. aureus IMI were higher than for
uninfected cows (P < 0.001).

3.4.3. Interlobular stroma

There was a significant effect of S. aureus infection on the per-
centage of interlobular stroma (P < 0.001), with lower percentages
in infected compared with uninfected quarters at every time of
sampling (Fig. 5). The interlobular stromal area was affected by
time of sampling (P < 0.001) and the interaction between infection
status and time of sampling was significant (P < 0.001). At 7, 14 and
21 d of involution the percentages of interlobular stroma in quar-
ters from cows with S. aureus IMI were lower than for uninfected
cows (P<0.001). In infected quarters the mean of percentages of
interlobular stromal area remained unchanged throughout the
sampling period (Fig. 5).

4. Discussion

In the present study, the effect of chronic S. aureus IMI on pro-
tein expression of TGF-B subfamily components during mammary
gland involution was assessed. In addition, we determined the
influence of chronic infection on collagen I expression and the his-
tomorphometric changes that occur in mammary stroma and
parenchyma during active involution. All TGF-B subfamily compo-
nents evaluated were expressed in mammary parenchyma and
stroma structures in both infected and uninfected quarters during
active involution. These findings are consistent with previous stud-
ies in cows where TGF-B components were detected in mammary
parenchyma and stroma by immunohistochemistry (Plaut et al.,
2003; De Vries et al., 2010).

The contribution of TGF-B to the pathophysiological processes
that are operative in the gland during S. aureus IMI is ill-defined.
In the present study, protein expression of three isoforms of TGF-
B was significantly higher in chronically infected quarters than in
uninfected controls. It has been shown that TGF-B suppresses
inflammation by down-regulating the production of proinflamma-
tory chemokines and cytokines (Fargeas et al., 1992; Flanders and
Wakefield, 2009) and by enhancing macrophage clearance of bac-
terial debris, inflammatory cells, and injured parenchymal cells
(Letterio and Roberts, 1998; Ashcroft, 1999; Flanders and Wake-
field, 2009). In a previous study, we observed an increased number
of monocytes-macrophages staining with CD14 antibody in mam-
mary quarters chronically infected with S. aureus at 7, 14 and 21 d
of involution, indicating the involvement of cells bearing this
receptor in the local immune reaction of mammary gland against
this organism (Dallard et al., 2009). The increased protein expres-
sion of TGF-B observed in the present study, in association with
previous findings (Dallard et al., 2009), suggests that these cyto-
kines can be involved in repair of injured mammary parenchymal
cells in chronic S. aureus infection during mammary involution.

A recent ex vivo study on bovine mammary gland explants
(Zarzynska et al., 2007) revealed that an increase in the extent of
apoptosis measured by expression of CPP-32 and the 89 kDa
fragment of poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) (a product of cas-
pase-3 activity) during the dry period was accompanied by highly
significant increases in TGF-B1 and its receptor’s (TGF-BR2) expres-
sion. These results may indicate a causal relationship between
expression of this cytokine and induction of apoptosis in vivo, as
it has been reported earlier using bovine MEC cultures exposed to
exogenous TGF-B1 (Kolek et al., 2003; Gajewska and Motyl, 2004;
Gajewska et al., 2005; Zarzynska and Motyl, 2005). In a previous
study, we observed an increase of epithelial and stromal cells
apoptosis assessed using a terminal deoxynucleotidyl transferase
(TdT)-mediated X-dUTP nick end labeling (TUNEL) assay and active
caspase-3 expression in chronically S. aureus-infected quarters
compared with uninfected controls during the first 3 weeks of invo-
lution (Dallard et al., 2008). In the present study, percentages of
[HCSA for TGF-B1 were significantly higher in S. aureus-infected
than in uninfected control quarters at the three involution stages
studied, with the highest protein expression at 14 d of involution.
Taken together, these results point out that this cytokine may
be involved in the regulation of apoptosis in chronically
S. aureus-infected quarters.

Musters et al. (2004) demonstrated that TGF-B1 selectively acts
on the stromal compartment of the bovine mammary gland by
increasing cell proliferation and gene expression of the extracellu-
lar matrix protein fibronectin. In a previous study, we observed a
significant increase in stromal cells proliferation in chronically S.
aureus-infected quarters compared with uninfected controls at 7,
14 and 21 d of involution and a lower apoptosis/proliferation ratio
in stromal cells in S. aureus-infected quarters compared with unin-
fected controls, indicating increased stromal cell proliferation dur-
ing the first three weeks of involution (Dallard et al., 2008). The
increase in protein expression of TGF-B1 observed in cows with
chronic S. aureus mastitis in the present study may serve as a
mechanism to ameliorate tissue damage or contribute to cellular
repair mechanisms or both.

Previous studies have demonstrated that the host immune re-
sponse will vary in accordance with the S. aureus strain (Atalla
et al,, 2009; Kim et al., 2011). Kim et al. (2011) observed a notable
increase in serum TGF-B1 concentrations during the chronic phase
of experimental infection with small colony variant (SCV) Heba
3231 strain of S. aureus (isolated from a cow with history of chronic
mastitis) compared with Parent 3231 strain and Newbould 305
strain. Although molecular characterization of S. aureus isolates
causing chronic IMI was beyond the scope of the present study,
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Fig. 5. Morphometric studies in S. aureus-infected mammary quarters (SA) and
uninfected controls (UC). (A) Percentages of parenchyma, (B) intralobular stroma
and (C) interlobular stroma at 7, 14 and 21 d after cessation of milking. Values
represent the mean + standard error of the mean (SEM). Means (a-b) for each time
period without a common letter differ (P < 0.01).

we observed a significant increase in protein expression of TGF-1
in mammary tissue of chronically-infected quarters compared with
uninfected controls.

Both TGF-B2 and TGF-B3 mimic the effect of TGF-p1 on the
mammary gland (Robinson et al., 1991). While both TGF-B1 and
TGF-B2 have been detected in bovine milk (Jin et al., 1991; Ginjala
and Pakkanen, 1998), TGF-B2 is the predominant form in milk (Jin
et al, 1991; Chockalingam et al., 2005). Bannerman et al. (2006)
demonstrated that S. aureus IMI during mid lactation evoked in-
creased production of both TGF-p1 and TGF-B2 in milk. The three
variants of TGF-B stimulate connective tissue formation and are
chemotactic for fibroblasts (Akers, 2006). In the present study pro-
tein expression of TGF-B2 was observed within the parenchymal
and stromal components of the mammary tissue and was signifi-
cantly higher in S. aureus infected than uninfected control quarters
at every involution time evaluated. Moreover, percentages of IHC-
SA for TGF-B3 were significantly higher in S. aureus-infected quar-
ters than in uninfected controls at the three sampling times
studied. Similar to TGF-B1, the highest protein expression of TGF-
B3 in infected quarters was observed at 14 d of involution, period
in which major morphological changes occur in mammary

parenchyma and stroma as reported in previous studies carried
out both in healthy (Holst et al., 1987; Sordillo and Nickerson,
1988; Capuco et al., 1997) and S. aureus-infected mammary glands
(Dallard et al., 2008).

Transforming growth factor-f mediates its biological effects
through three high-affinity cell surface receptors, the TGF-B type
1, type 2, and type 3 receptors (also known as betaglycan), and
the Smad family of transcription factors (Schmierer et al., 2007;
Daly et al., 2008). The type 3 receptor has been shown to enhance
both TGF-B binding to the type 2 receptor and TGF-B signaling
(Plaut et al., 2003). Muniain and Plaut (1996) demonstrated that
all three receptor types were present in mouse mammary tissue
at different developmental stages; being type 3 receptor the most
abundant. Blobe et al. (2001) defined that expression of the type 3
receptor is regulated at the protein level and established that in-
creased level of type 3 receptor expression is sufficient to enhance
TGF-B signaling. Consistent with previous reports (Plaut et al.,
2003), we detected that the type 1 and 3 receptors were abun-
dantly expressed and localized along the ductal epithelium and
around alveoli. De Vries et al. (2010) observed stronger intensity
for TGF-BR2 in the epithelial rather than in the stromal compart-
ment in bovine mammary tissue. In this study, we observed dif-
fuse, light staining of TGF-pR1 and TGF-BR3 in the intralobular
and interlobular stroma. Stromal cells like fibroblasts showed
moderate perinuclear cytoplasm staining consistent with those re-
ported by Plaut et al. (2003). Moreover, we observed positive reac-
tion in the cytoplasm of myoepithelial cells and immune cells
(monocytes-macrophages, lymphocytes and plasma cells), which
agrees with immunoreactivity observed for the different isoforms
of TGF-B detected in the present study.

Protein expression of TGF-BR1 and TGF-BR3 was significantly
affected by S. aureus infection and by time of sampling. At 7, 14
and 21 d of involution the percentages of IHCSA for TGF-BR1 and
TGF-BR3 were significantly higher in S. aureus-infected quarters
than in uninfected controls. The highest protein expression for
TGF-B1 and TGF-B3 was observed at 14 d of involution in infected
quarters, suggesting that these receptors could play a role in mod-
ulating the activity of TGF-1 and TGF-B3 in chronically S. aureus-
infected mammary glands during active involution. The increase in
protein expression of TGF-B subfamily components observed in
quarters infected with S. aureus relative to uninfected quarters
throughout active involution are indicative of a sustained immune
response. However, how this response contributes to eliminate the
pathogen from the mammary gland is not clear, since IMI tend to
persist during involution (Sordillo et al., 1989).

De Vries et al. (2011) demonstrated in vivo that short-term TGF-
B1 treatment of bovine mammary tissue increased the number of
activated fibroblasts and increased the proliferation index of epi-
thelial and fibroblast cells. In the present study, in S. aureus-in-
fected quarters, alveoli and large ducts were surrounded by a
continuous collagen structure in the zone adjacent to the epithe-
lium, and an intense collagen staining within intralobular stroma
was detected. The IHCSA percentages for collagen I were signifi-
cantly higher in S. aureus-infected quarters than in uninfected
quarters at every time of involution evaluated, with the highest
expression at 21 d. This increase in collagen expression in infected
quarters was coincident with a progressive increase in the percent-
ages of intralobular stromal area. Capuco et al. (1997) found that
hydroxyproline, a marker of collagen synthesis, increased parallel
to increases in stromal area during mammary involution in dairy
cows, suggesting that changes in stromal area during the dry per-
iod are a direct result of an increase in extracellular matrix synthe-
sis rather than a change in stromal area by compression or
variations in elasticity (Capuco et al., 1997). In accord with this
hypothesis, in the present study, the increase in intralobular
stromal area in chronically S. aureus-infected quarters during
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involution was likely a result of the increased production of stro-
mal proteins, since the protein expression of collagen I in the stro-
ma augmented across the sampling period, paralleling the
intralobular stromal area increase.

Histomorphometric studies have been carried out in mammary
tissue from lactating and dry cows (Heald, 1979; Nickerson and
Heald, 1981; Sordillo and Nickerson, 1988; Akers and Nickerson,
2011). Percentage of bovine mammary tissue area composed of
epithelium and lumen decreases during gland involution while
percentages of stromal area increases, reaching a peak between
14 and 25d after milking ceases (Sordillo and Nickerson, 1988;
Capuco et al,, 1997). Changes in percentages of parenchymal and
stromal area observed in this study in uninfected quarters were
in accord with those described in naturally involuting mammary
glands 7-21 d after drying off (Holst et al., 1987). The mammary
tissue response to either natural or experimental S. aureus IMI in
dairy cows has been quantified using histological and cytological
techniques. In general, quarters with natural infections show re-
duced ability of secretory tissue to synthesize and secrete milk;
namely, decreased percentages of tissue areas occupied by alveolar
epithelium and lumina, and increased interalveolar stromal areas
(Akers and Nickerson, 2011). Heald (1979) observed that mam-
mary tissues from lactating cows inoculated with S. aureus exhib-
ited less milk synthetic and secretory activity as evidenced by
more interalveolar stroma, involuting alveolar epithelium and less
alveolar luminal space compared with uninfected contralateral
controls. Moreover, these changes were associated with replace-
ment of secretory tissue by nonsecretory tissue (Nickerson and
Heald, 1981). Trinidad et al. (1990) observed that tissues from
quarters infected with S. aureus were less developed, exhibiting
less alveolar epithelial and luminal areas and more interalveolar
stroma compared with tissues from uninfected quarters. In the
present study, the percentages of tissue area composed of paren-
chyma were significantly higher in infected quarters compared
with healthy quarters; being this feature more pronounced at 14
and 21 d of involution. The increase in parenchyma percentages
observed in S. aureus-infected quarters could be most likely related
to the presence of alveoli with large and distended lumina due to
secretory products stasis, luminal areas with large epithelial-like
cells, hyaline-like material, as well as numerous neutrophils (data
not shown). Thus, the increase in parenchyma percentages ob-
served in the present study does not indicate greater secretory
activity. In agreement with previous reports (Sordillo et al.,
1989), the percentages of intralobular stroma were significantly
higher in quarters with S. aureus mastitis than in uninfected quar-
ters. In infected quarters the mean of percentages of interlobular
stromal area remained unchanged throughout the sampling period
and were significantly lower than those observed in healthy
quarters.

5. Conclusions

Components of TGF-B subfamily were associated with the pres-
ence of abundant collagen I in intralobular connective tissue in
mammary glands chronically infected with S. aureus during active
involution. This increase in the stromal components in S. aureus
mastitis could induce aberrant involution with increase in the
intralobular stromal area and permanence of nonsecretory paren-
chymal tissue. The higher protein expression of three isoforms of
TGF-B and type 1 and 3 receptors in chronic S. aureus mastitis ap-
pears to be an essential response for limiting the scope of inflam-
mation and injury to the host. Increased protein expression of
the TGF-B subfamily components in quarters infected with S. aur-
eus compared with uninfected quarters were indicative of a sus-
tained response of host immune system during active involution.

Further studies are granted to define S. aureus components in-
volved in evasion of these host responses to favour persistence
within mammary tissue during this period.
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