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INTRODUCCION

La mastitis bovina es uno de los mayores factores limitantes a la rentabilidad de la
produccion lechera en el mundo. Staphylococcus aureus es el patbgeno mayor mas
frecuentemente aislado de mastitis bovina en Argentina y en el mundo. Los programas de
control de mastitis se basan principalmente en higiene durante el ordefio, terapia
antibidtica y descarte de animales infectados crénicos. Sin embargo, las particulares
caracteristicas patogénicas de S. aureus determinan que no sea efectivamente controlado
por las medidas de control tradicionales, tendiendo a producir infecciones crénicas que
ocasionan dafio permanente al tejido mamario (Aitken y col., 2011).

La glandula mamaria (GM) bovina es altamente susceptible a las nuevas infecciones
intramamarias (IIM) durante la etapa temprana del periodo de vaca secay el parto, cuando
las defensas estan deprimidas. Las IIM que se originan en el periodo no lactante pueden
reducir la produccién lactea hasta en un 35% en la lactancia subsiguiente. Durante la
involuciéon, la GM experimenta una intensa remodelacién tisular que implica la muerte
coordinada de células epiteliales y estromales, degradacion de la matriz extracelular
(MEC) y regeneracion del tejido adiposo (Norgaard y col., 2008).

Las metaloproteasas de la matriz (MMPs) son una familia de enzimas que escinden
selectivamente sustratos como los de la MEC y péptidos de quimioquinas, actuando
durante la remodelacién normal de los tejidos y durante el dafio tisular asociado a la
inflamacién. La actividad de las MMPs en el espacio extracelular esta regulada por
inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMPs). Los TIMPs presentan diversas
funciones entre las que se pueden mencionar: capacidad para inhibir las MMPs activas,
controlar la activacion de las pro-MMPs, promover el crecimiento celular, inhibir la
angiogénesis e inducir la apoptosis (Brew y col., 2000).
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Las células epiteliales mamarias, fibroblastos del tejido conjuntivo, las células
inflamatorias que infiltran el tejido y las que migran a la leche como los neutrofilos

y macrofagos son considerados el principal recurso de MMPs (Raulo y col., @ n
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2002). Rabot y col. (2007) proponen que, en forma similar a lo que ocurre en ratones, la
involucion de la GM bovina se desarrolla en dos fases: una inicial (dia 1 a 5 de la
involucién), donde la expresiébn de MMPs y sus inhibidores se encuentra regulada
negativamente, y otra fase tardia (dia 14 a 28 de la involucion) donde la expresion de
proteinasas se encuentra regulada positivamente.

Nagahata y col. (2011) caracterizaron la respuesta inflamatoria de la GM bovina
durante la infeccion cronica por S. aureus y observaron niveles elevados de MMP-2 y
MMP-9 en leche de los animales infectados. Este incremento fue asociado a la promocion
de la migracion de neutréfilos a los cuartos inflamados y al aumento en la expresién de
moléculas de adhesion como L-selectina en la superficie de macréfagos y neutrofilos de la
leche. En bovinos lecheros una remodelacion aberrante de la GM dada por la mastitis
conduce a una disfuncion de la misma y a una lactacion deficiente. Por lo tanto, investigar
el rol de las MMPs y sus inhibidores en las 1IM crénicas causadas por S. aureus, permitira
una comprensién mas completa de la patogenia de esta enfermedad.

OBJETIVO

En base a los antecedentes planteados, el objetivo general de este trabajo fue evaluar
la localizacién especifica y expresion proteica de MMP-2 y MMP-9 y sus inhibidores
(TIMP-1 y TIMP-2) en tejido mamario bovino y establecer diferencias en cuartos sanos e
infectados con S. aureus durante la involucién activa.

METODOLOGIA

Se utilizaron vacas Holando Argentino no prefiadas en la etapa final de la lactancia. El
estado de infeccion de cada cuarto mamario fue determinado seis meses antes del inicio
del experimento y confirmado 20 y 3 dias previos a la interrupcién de la lactancia o
secado. Se tomaron como unidades experimentales a los cuartos mamarios. Se utilizaron
cuartos mamarios libres de IIM (n=15) y cuartos con IIM crénicas por S. aureus (n=15).
Para identificar infecciones cronicas, se realizaron cultivos bacterioldgicos a partir de leche
cada 21 dias. Se defini6 como IIM crénica al aislamiento del mismo organismo a partir de
tres muestras consecutivas a intervalos de 21 dias. Se obtuvieron muestras de tejido
mamario a los 7, 14 y 21 dias luego del Ultimo ordefio. Muestras provenientes de cuartos
sanos (n=5) e infectados crénicos por S. aureus (n=5) fueron incluidas en cada grupo (7,
14 y 21 dias). Los tejidos fueron procesados segun técnicas histoldgicas de rutina e
incluidos en parafina.

Para la identificacion en tejido mamario de las enzimas MMP-2 y MMP-9 y de sus
inhibidores (TIMP-1 y TIMP-2) se realiz6 inmunohistoquimica utilizando el método
streptavidina-biotina-inmunoperoxidasa. Brevemente, las secciones de tejido fueron
desparafinadas, hidratadas y tratadas con recuperacion antigénica. La actividad de la
peroxidasa enddgena fue inactivada con 3% de H,O, y las uniones inespecificas fueron
blogueadas con suero normal de cabra al 10%. Las secciones fueron incubadas con los
anticuerpos primarios que se detallan a continuacion durante 18 hs a 4°C: anti MMP-2
(1:400), anti MMP-9 (1:50), anti TIMP-1 (1:100) y anti TIMP-2 (1:100). Luego de 2 lavados
consecutivos de 5 minutos cada uno en PBS, las secciones se incubaron durante 30
minutos a 25°C con un anticuerpo secundario universal, a excepcién de MMP-9 en el cual
se utilizé anticuerpo secundario anti-cabra. La visualizacion del antigeno se realiz6 por el
método streptavidina-peroxidasa utilizandose como cromogeno 3,3-diaminobencidina

(DAB). Por ultimo, los cortes fueron lavados en agua destilada, contracoloreados

con hematoxilina, deshidratados y montados. Como controles negativos se
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sustituyé el anticuerpo primario y el anticuerpo secundario biotinilado por suero no
inmune.

La semicuantificacion de la expresion de cada proteina se realizé mediante analisis
digital de imagenes utilizando el programa Image Pro-Plus 3.0.1®. (Media Cybernetics).
Para el analisis estadistico de los datos se utiliz6 ANOVA factorial que evalta los efectos
del tiempo (t) de la infeccién (i) y de la interaccion infeccién*tiempo (t*i), utilizando el
programa SPSS 11.0 para Windows.

RESULTADOS/CONCLUSIONES

La inmunomarcacion para MMP-2, MMP-9, TIMP-1 y TIMP-2 se presentd en todas las
secciones de tejido, tanto en los cuartos infectados crénicos con S. aureus como en
sanos, asociada al citoplasma de células epiteliales alveolares y conductos excretores del
parénquima mamario. En el estroma interalveolar y en el interior de conductos y alvéolos
se observaron células del sistema inmune como macréfagos y neutrofilos con su
citoplasma inmunoreactivo. Para el caso de MMP-9 también se observé marcacion
nuclear de las células epiteliales y estromales. Los componentes de la MEC no
reaccionaron a la inmunomarcacion con ninguno de los anticuerpos utilizado, mientras que
las células endoteliales de los vasos sanguineos mostraron reacciéon positiva. En la Figura
1 se grafican los porcentajes de inmunomarcacion para los diferentes anticuerpos.
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Figura 1: Porcentaje de area inmunomarcada para A) MMP-2, B) MMP-9, C) TIMP-1 y D) TIMP-2
en glandula mamaria 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 estandar (DE). Los asteriscos representan diferencias
significativas para cada periodo de tiempo evaluado (*p<0,05; **p<0,01).
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La expresion de MMP-2 se vio influenciada por el proceso infeccioso (p<0,001),
observandose porcentajes de inmunomarcacién mayores en los cuartos infectados con
respecto a los sanos en todos los periodos evaluados. No se observé efecto del tiempo de
la involucion (p=0,619), ni tampoco interaccion entre estado infecciosos y tiempo de
muestreo (p=0,982).

La expresion de MMP-9 se vio influenciada por el tiempo de la involucion (p=0,019) y
por el proceso infeccioso (p=0,002), observandose interaccion entre ambos factores
(p=0,022). Los porcentajes de marcacion para esta enzima fueron mayores en cuartos
infectados con respecto a cuartos sanos al dia 14 (p=0,028) y 21 (p=0,017) de la
involucién, mientras que al dia 7 no se observaron diferencias (p=0,634).

La expresion de TIMP-1 se vio influenciada por el tiempo de la involucién (p=0,004) y
por el proceso infeccioso (p=0,032), observandose interaccion entre ambos factores
(p=0,002). Los porcentajes de marcacion para esta enzima fueron mayores en cuartos
infectados con respecto a los cuartos sanos al dia 7 (p=0,004) y 14 (p=0,002) de la
involucién, mientras que al dia 21 no se observaron diferencias (p=0,275).

La expresién de TIMP-2 se vio influenciada por el tiempo de la involucién (p<0,001), por
el proceso infeccioso (p=0,028), no observandose interaccion entre ambos factores
(p=0,724).

Se puede concluir que la IIM crénica por S. aureus modifica la expresion de las MMPs y
sus inhibidores lo cual podria influir en forma directa en el proceso de remodelacion de la
GM durante la involucion conduciendo a una disfuncion de la misma.
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