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RESUMEN

El uso de compuestos moduladores de las respuesta inmune (MRI) frente
a infecciones intramamarias (IIM) en bovinos, constituye una alternativa a los
tratamientos tradicionales con antibiéticos durante la involucién mamaria. El
objetivo general fue estudiar los efectos de un extracto de Panax ginseng (PG)
como MRI y esclarecer su mecanismo de accion in vitro en cultivos de células
bovinas. Asimismo, se evalud la eficacia del compuesto, en combinacién con
cefalexina, para eliminar y prevenir nuevas IIM durante el periodo de
involuciéon mamaria y su efecto sobre la producciéon de leche en la lactancia
siguiente. En células epiteliales mamarias bovinas (MAC-T), PG estimul6 la
expresion génica y proteica de interleuquina (IL)-6 a las 12 y 24 hs post
tratamiento (pt) y de IL-4 a las 24 hs pt. En macréfagos bovinos, PG estimul6 la
expresion génica del receptor tipo toll (TLR)4 y el factor de transcripciéon
nuclear-kappa B (NF-«xB) a las 12 y 24 hs pt. Se detecté un efecto significativo
del tratamiento con PG y del tiempo de exposicion sobre IL-8, factor de necrosis
tumoral (TNF)-a e IL-1p, observandose los mayores niveles de expresion a las
12 y 24 hs pt. En MAC-T, PG redujo en forma significativa la internalizaciéon de
dos cepas de Staphylococcus aureus. En macréfagos, la capacidad fagocitica y los
niveles de especies reactivas de oxigeno y 6xido nitrico, no se vieron
influenciados por PG. Las pruebas de campo demostraron que la eficacia de PG
+ cefalexina como terapia de secado fue similar a la terapia con cefalexina, no
observandose efectos adversos aparentes con la combinacién del MRI y el
antimicrobiano. Las tasas de nuevas IIM al pos parto de los animales tratados
con PG + cefalexina fueron similares a las detectadas con cefalexina,
demostrandose un efecto preventivo similar. El tratamiento intramamario con
PG + cefalexina no tuvo efectos negativos sobre la produccién de leche y el
recuento de células somaéticas. Este trabajo aporta nuevos conocimientos acerca
de los efectos de PG como potencial MRI en glandula mamaria bovina, aunque
son necesarias pruebas de eficacia a mayor escala a los fines de promover el

desarrollo de nuevos productos y su transferencia tecnolégica al sector lacteo.
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ABSTRACT

The wuse of modulators of the immune response (MRI) against
intramammary infections (IMI) in dairy cattle is an alternative to traditional
treatments with antibiotics during mammary involution. The general objective
was to study the effects of Panax ginseng (PG) extract as MRI and to clarify its
mechanism of action in vitro in bovine cells culture. In addition, the efficacy of
the compound, in combination with cephalexin, was evaluated to eliminate and
prevent new IMI during mammary involution and its effect on milk production
in the following lactation. In bovine mammary epithelial cells (MAC-T), PG
stimulated the gene and protein expression of interleukin (IL)-6 at 12 and 24 h
post treatment (pt) and IL-4 at 24 hs pt. In bovine macrophages, PG stimulated
the gene expression of toll like receptor (TLR)4 and nuclear factor kappa B (NF-
kB) at 12 and 24 hs pt. A significant effect of the treatment with PG and the time
of exposure were detected on IL-8, tumor necrosis factor (TNF)-a and IL-1,
observing the highest levels of expression at 12 and 24 hs pt. In MAC-T, PG
reduced the internalization of two Staphylococcus aureus strains. In
macrophages, the phagocytic capacity and levels of reactive oxygen species and
nitric oxide were not influenced by PG. The results of the field trials showed
that the efficacy of the treatment with PG + cephalexin as drying therapy was
similar to the therapy with cephalexin, not observing apparent adverse effects
with the combination of the MRI and the antimicrobial. The rates of new
postpartum IMI of the animals treated with PG + cephalexin were similar to
those detected with cephalexin, demonstrating a similar preventive effect.
Intramammary treatment with PG + cephalexin had no negative effects on milk
production or somatic cell count. This work provides new knowledge about the
effects of PG as a potential MRI in bovine mammary gland, although evidence
of efficacy on a larger scale tests are needed in order to promote the

development of new products and its technological transfer to the dairy sector.
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1.1 ESTRUCTURA DE LA GLANDULA MAMARIA BOVINA

La ubre bovina estd constituida por cuatro 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 (Figura 1).

FIGURA 1. Ubre bovina. ‘

En cuanto a la histologia, la glandula mamaria (GM) bovina es una
glandula tabulo-alveolar compuesta, de origen cutdneo. Cada glandula consiste
en un epitelio secretor rodeado por un estroma de tejido conectivo subcutaneo
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
Gomez, 2008). El sistema colector consiste en conductos ramificados que
terminan en conductillos de secrecion y, cuando la gldndula 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 forman lébulos, los cuales estan limitados por tejido
conectivo interlobulillar. Cada alvéolo estd revestido por una capa de epitelio
cubico simple en el estadio no secretor o de reposo. Células mioepiteliales
contréctiles que presentan numerosas prolongaciones, rodean el epitelio de los
conductos y los alvéolos, y una membrana basal continua encierra todo el

sistema epitelial (Dellman, 1994) (Figura 2).
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El tejido conjuntivo que rodea cada lobulillo es denso y contiene conductos
interlobulillares, vasos sanguineos y linfaticos mayores. Numerosos conductos
interlobulillares drenan en un conducto galactéforo que es el tinico conducto
excretor del l6bulo. Varios conductos galactéforos drenan en la cisterna de la
glandula. Cada cisterna de la glandula esta ubicada en la base de cada pezén, y
es la encargada de almacenar leche en los intervalos entre ordefios. Desde la
cisterna de la glandula emerge un conducto ensanchado, que atraviesa
longitudinalmente al pezén, denominado seno o cisterna del pezén. Entre la
cisterna de la glandula y la del pezdén se encuentra un pliegue anular de
mucosa, que contiene un circulo venoso, denominado cominmente roseta de
Ftirstenberg, 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 2).
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FIGURA 2. Morfologia general de la glandula mamaria bovina.
Adaptado de Capuco y Ellis (2005).
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1.2 MECANISMOS DE LA RESPUESTA INMUNE EN LA
GLANDULA MAMARIA BOVINA

El sistema de defensa de la GM bovina estd mediado por factores
inmunolégicos innatos y adquiridos asociados a este tejido, que acttian en
forma coordinada, siendo la eficiencia de estos mecanismos determinante de la
resistencia a nuevas infecciones intramamarias (IIM) (Rainard y Riollet, 2006;
Shuckken y col., 2011; Sordillo, 2018).

La inmunidad innata constituye la primer linea de defensa durante las
etapas tempranas de la interaccién con el organismo, siendo el factor clave
determinante del establecimiento, progresiéon y gravedad de la infeccién, asi
como del desarrollo de la respuesta inmune adaptativa (Aitken y col., 2011).
Algunos mecanismos de defensa innatos preexisten en la GM, mientras que
otros se activan rapidamente después de la exposiciéon al organismo y sus
productos. Dependiendo de la eficiencia de estos mecanismos, los patégenos
pueden ser eliminados en cuestion de minutos u horas después de la invasion.
Si esto ocurre, no se producirdn cambios notables en la funcién de la GM o en la
calidad de la leche (Wellnitz y Bruckmaier, 2012). Los componentes del sistema
de defensa innato de la GM incluyen: barreras anatémicas como el esfinter del
pezén, barreras quimicas como la queratina del canal del pezoén, factores
solubles como la lactoferrina (Lf), lisozima, proteinas del complemento,
citoquinas y quimioquinas. Ademads, existen elementos celulares que incluyen,
macrofagos, células dendriticas (CD), mastocitos, neutrdéfilos, eosindfilos y
células asesinas naturales (NK: natural killer) (Rainard y Riollet, 2006; Sordillo,
2018).

Por otra parte, la inmunidad especifica o adaptativa se orquesta en
poblaciones celulares que reconocen antigenos particulares de los patégenos y
estd mediada por anticuerpos y otros factores solubles, linfocitos T y B. Esta
respuesta tiene la particularidad de ser mas efectiva luego de cada exposicién al
patogeno y su activacion secundaria mediada por linfocitos T y B permitiria la

eliminacién del mismo (Shuckken y col., 2011; Sordillo, 2018).
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En los altimos 15 afios, el dogma de la inmunidad innata ha cambiado su
condiciéon de inespecifica en virtud del descubrimiento de receptores de
reconocimiento de patrones que confieren cierta especificidad al reconocimiento
de microorganismos por parte de las células inmunes innatas (Medzhitov y
Janeway, 2000; Bowdish y col., 2007; Netea y col., 2017). La inmunidad innata es
capaz de generar un tipo de memoria denominada “inmunidad entrenada” y en
comparacion con la memoria inmunolégica clésica, tiene una serie de
caracteristicas particulares. En primer lugar, implica un conjunto de células
(células mieloides, células NK, células linfoides innatas) y moléculas efectoras y
de reconocimiento, diferentes de aquellas involucradas en la memoria
inmunolégica clasica. En segundo lugar, y en contraste con la memoria
inmunolégica clasica que depende de la reorganizacion genética y la
proliferacion de clones de linfocitos especificos de antigeno, la respuesta
incrementada a estimulos secundarios durante la inmunidad entrenada no es
especifica para un patogeno particular y estd mediada por sefiales que afectan
factores de transcripcion y reprogramaciéon epigenética. Finalmente, la
inmunidad entrenada se basa en un estado funcional alterado de las células
inmunes innatas que persiste durante semanas o meses, en lugar de afios,
después de la eliminacién del estimulo inicial (Netea y col., 2017).

Los avances tecnolégicos en inmunologia han provisto de nuevas
herramientas de investigaciéon que facilitan el estudio de la inmunidad de la
GM bovina y la patogénesis de enfermedades. Como consecuencia, se tiene un
mayor entendimiento del sistema de defensa de la GM bovina y su funcién en

la prevencion de las mismas (Wellnitz y Bruckmaier, 2012; Sordillo, 2018).

1.2.1 Inmunidad innata

La inmunidad innata de la GM bovina estd conformada, en primer lugar,
por barreras naturales anatémicas, fisicas y quimicas. La integridad de estas
barreras impide la penetracion de patégenos y ademads contribuyen a la

inmunidad antimicrobiana mediante la produccion de sustancias
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microbiostaticas y microbicidas. Si estas barreras son superadas, se establece un
foco infeccioso primario y a fin de hacerle frente, el sistema innato pone en
marcha tanto mecanismos celulares como humorales, produciendo una
respuesta inflamatoria local mediada principalmente por macréfagos,
neutroéfilos, células NK y citoquinas (Sordillo, 2018).

Una respuesta inmune rapida y efectiva se basa en el reconocimiento
precoz de los patégenos potenciales (Akira y col., 2006). Los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR: Pattern Recognition Receptors) especificos, en
la superficie o dentro de las células del hospedador, se unen a moléculas
particulares de los microrganismos, denominadas patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMP: Pathogen-Associated Molecular Patterns). Estos
patrones moleculares constituyen un conjunto de moléculas conservadas y
compartidas por grupos diversos de microorganismos y estdn 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).

1.2.1.1 Células de la inmunidad innata

Las células del sistema inmune innato realizan varias funciones que son
esenciales para la defensa contra los microorganismos. Algunas de estas
funciones son: barreras anatémicas, produccién de citoquinas, activaciéon de la
respuesta inmune adaptativa, entre otras. Si el microorganismo atraviesa con
éxito la barrera epitelial se encuentra con células de la inmunidad innata que
desencadenan una reaccién inflamatoria caracterizada por un incremento en las
células somaticas de la leche (revisado por Paape y Capuco, 1997 y Wellnitz y
Bruckmaier, 2012), las cuales estdn representadas principalmente por células
epiteliales exfoliadas y leucocitos inmunocompetentes como macréfagos y
neutroéfilos polimorfonucleares (Bruckmaier y Wellnitz, 2017)

Las células epiteliales mamarias (CEM) que revisten el canal del pezén, la

cisterna de la gldndula y los alvéolos constituyen en conjunto las primeras
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células que reconocen a los patégenos y participan en el desencadenamiento de
la respuesta inflamatoria. Tienen un rol clave en el reconocimiento patogénico y
en el inicio y desarrollo del proceso inflamatorio, sintetizan y secretan
citoquinas, quimioquinas y proteinas de fase aguda (Rainard y Riollet, 2006).
Las citoquinas que secretan pueden ser de tipo 1 como, interleuquina (IL)-12,
interferén (IFN)-y y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) o del tipo 2 como
IL-4, IL-13 e IL-5, dependiendo del estado de diferenciacién promovido por
hormonas lactogénicas (prolactina, dexametasona e insulina) (Khaled y col.,,
2007; Watson, 2009; Gunther y col., 2011). Ademas las CEM, tienen la capacidad
de engullir a células epiteliales apoptoéticas y contribuir a la remocion tisular de
la GM durante el periodo de involucién (Monks y col., 2005, 2008).

Los macréfagos son el tipo celular predominante en la leche de vacas sanas
(Sarikaya y col., 2006), en particular, en la fracciéon de leche de la cisterna (es
decir, cerca del punto de entrada potencial de los patoégenos). Son células con
alta capacidad fagocitica, que presentan ademds, gran capacidad
microbiostatica y microbicida (Fainboim y Geffner, 2008). Ademas de la
capacidad fagocitica, los macréfagos tienen la habilidad de secretar sustancias
que facilitan la migracioén y actividad de otros tipos celulares, la cual seria la
funcién de mayor importancia en la respuesta innata de la GM (Sordillo y
Streicher, 2002).

Asimismo, los macréfagos también juegan un rol en el desarrollo de la
respuesta inmune adquirida a través del procesamiento y presentaciéon de
antigenos en asociaciéon con el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH)
clase II (Sordillo y Streicher, 2002). Los antigenos de bacterias internalizadas son
procesados por los macréfagos y luego se localizan en su membrana celular en
asociacion a las moléculas del CMH-II (moléculas de membrana polimoérficas
requeridas por los linfocitos para el reconocimiento de antigenos externos)
(Fainboim y Geffner, 2008).

Los neutréfilos son el tipo de células predominantes durante la
inflamacién temprana en el tejido mamario. Migran desde la sangre a la GM en

respuesta a las sustancias quimiotacticas secretadas por los macréfagos. Esta
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rdpida movilizaciéon desde la sangre hacia la leche es crucial para prevenir la
proliferacion de bacterias de crecimiento rdpido (Bougarn y col., 2010; Elazar y
col., 2010).

Los fagocitos (macréfagos y neutréfilos) expresan receptores que
reconocen PAMPs y una vez dada la unién microorganismo-receptor, la
membrana plasmatica comienza a redistribuirse y extiende una prolongacion
alrededor del microorganismo, formando una vesicula llamada fagosoma, que
se fusionara con el lisosoma del fagocito dando lugar al fagolisosoma, lugar
donde se dardn los mecanismos microbicidas.

Existen tres importantes tipos de mecanismos microbicidas (Abbas y col.,
2012):

e Especies reactivas de oxigeno (ROS: reactive oxygen species): los
fagocitos activados convierten el oxigeno molecular en ROS que son
sustancias oxidantes muy reactivas que destruyen microorganismos y
otras células. Este proceso se denomina “estallido respiratorio”.

e Oxido nitrico (ON): los macréfagos producen especies reactivas
del nitrégeno, que dentro de los fagolisosomas se combinan con
peroxido o superéxido de hidrégeno, con poder microbicida.

e Enzimas proteoliticas: los fagocitos activados producen varias
enzimas proteoliticas que destruyen microorganismos, entre las mas
importantes estan: elastasa y catepsina G.

Los productos microbicidas de los fagocitos no distinguen entre tejidos
propios y microorganismos, como resultado de ello, si estos productos entran
en el ambiente extracelular, son capaces de dafar los tejidos (Abbas y col.,,
2012).

Las células NK son linfocitos de gran tamafio y de forma granular que
poseen actividades citotéxicas independientes del CMH. Las células NK se
unen a células tumorales o infectadas y al degranularse secretan perforinas que
destruyen la célula blanco por disrupcién de la membrana celular. Si bien los

neutroéfilos y macroéfagos estan muy bien preparados para encontrar y eliminar
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los patdgenos extracelulares, las células NK son criticas al momento de eliminar
patégenos intracelulares (Rainard y Riollet, 2006).

Las células dendriticas (CD) constituyen una poblacién heterogénea de
células presentadoras de antigenos (CPA) profesionales y son potentes
estimuladores de los linfocitos T virgenes (ThO0), estos son activados mediante el
reconocimiento de un péptido o antigeno mediante el CMH II, presentado por
las CPA mediante la interaccién con el receptor de célula T. Después de la
activacion, las células comienzan a dividirse y/o dan lugar a un clon de células
efectoras, cada una especifica para el mismo antigeno presentado en el mismo
CMH II (Goldsby, 2003). Estas células efectoras son CD4+ y se pueden dividir
en cinco subtipos principales, con diferentes fenotipos de secreciéon de
citoquinas que provocan caracteristicas funcionales tnicas para cada tipo:
células tipo Th1, Th2, Th17, T regulatorias y T helper foliculares.

Existe escasa informacién disponible acerca de la distribucién de las CD en
el tejido mamario bovino, principalmente debido a la dificultad de distinguir
estas células de los macréfagos, que poseen un fenotipo similar. Usando
inmunohistofluorescencia y una combinacién de marcadores (MHC-II, CD205,
CD11c), Maxymiv y col. (2012), demostraron que en la GM bovina las CD se
localizan dentro del epitelio alveolar y en el tejido conectivo intralobular,
postulando un posible rol en la protecciéon de la GM contra patégenos causantes

de mastitis.

1.2.1.2 Receptores de la inmunidad innata

La respuesta innata se inicia cuando PRR presentes en la superficie o
dentro de las células del hospedador, reconocen PAMPs. Los PRR pueden ser
divididos en 5 subgrupos, los receptores de 4cido retinoico (RLRs: RIG-like
receptors), los receptores de tipo NOD, dominio de oligomerizacién de
nucleétidos (NLRs: NOD-like receptors), la superfamilia de los receptores
“scavenger” o basurero con dominios ricos en cisteina (SRCR: Scavenger receptor

cysteine-rich), los receptores de lectina tipo C (CLR) y los receptores tipo toll
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(TLRs: Toll-like receptors). Estos tltimos han sido los receptores mas
frecuentemente estudiados en animales de produccion (Kawai y Akira, 2010).
Los TLRs forman una gran familia de receptores transmembranosos de tipo I
que juegan un rol esencial en la inmunidad innata. En los tltimos afios, se han
descripto 10 tipos de TLRs en bovinos (Mc Guire y col., 2006; Werling y col.,
2006; Werling y col., 2017).

Los TLRs son glicoproteinas estructuralmente relacionadas que reconocen
diferentes PAMPs e inducen la produccién de factores secretados como
citoquinas (Akira y col., 2006). Estan localizados en la membrana plasmatica
celular o dentro de endosomas (Fu y col., 2013). Presentan un dominio
extracelular N-terminal y un dominio intracelular C-terminal, conocido como
dominio receptor Toll/IL-1 (TIR), que muestra homologia con el receptor de IL-
1 (Akira y col., 2006; Medzhitov, 2007; Beutler, 2009). Este dominio es requerido
para el reclutamiento de moléculas adaptadoras para la activacién de las vias de
sefializacion corriente abajo. Respecto a los ligandos de algunos de estos
receptores, el TLR2 reconoce principalmente peptidoglicanos y é&cido
lipoteicoico (LTA) de bacterias Gram positivas (Rainard y Riollet, 2006; Akira y
col., 2006). Ademas, reconoce una amplia variedad de componentes a través de
una cooperacién funcional con varias proteinas que pueden o no estar
relacionadas estructuralmente con éste. Se ha demostrado que las células
involucradas en la respuesta inflamatoria como monocitos/macréfagos,
neutréfilos, CD y mastocitos expresan TLR2 (McCurdy y col., 2003; Sabroe y
col.,, 2003; Esen y col.,, 2004). El TLR4 reconoce lipopolisacaridos (LPS) de
bacterias Gram negativas (Rainard y Riollet, 2006). El LPS es un activador
inmune muy potente que puede activar a TLR4 a muy baja concentracion
(Takeda y Akira, 2005). Proteinas extracelulares como fibrinégeno, fibronectina
y heparéan sulfato se han asociado como ligandos endégenos responsables de la
activaciéon de TLR4 (Okamura y col., 2001; Smiley y col., 2001; Termeer y col.,,
2002; Johnson y col., 2002). Otros ligandos endégenos identificados fueron las {3-
defensinas y las proteinas de choque térmico (HSPs: heat shock proteins) (Asea y

col., 2002; Dybdahl y col., 2002; Vabulas y col., 2002). Adicionalmente, los TLR4

10
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también reconocen derivados de plantas y moléculas no patogénicas (Nakaya y

col., 2004).

1.2.1.2.1 Vias de sefializacion de los receptores tipo toll

La estimulacién de los TLRs dispara la expresiéon de numerosos genes
involucrados en la respuesta inmune. La cascada de eventos que ocurre luego
de la interaccion TLRs-ligando estimula la activacién del factor de transcripcion
nuclear kappa B (NF-xB) y de proteinas quinasas activadas por mitégenos
(MAPK), conduciendo a la producciéon de importantes mediadores de la
inmunidad innata, tales como IL-6, IL-12, IL-18, IFN-a e IFN-y (Takeda y Akira,
2005).

Segun Akira y Takeda (2004), todas las vias de transduccion de sefiales de
TLRs activan finalmente la transcripcion de NF-«kB, un importante regulador de
la respuesta inflamatoria en numerosos procesos celulares (Wei y col., 2014a).
NF-«xB es un dimero constituido por proteinas de la familia Rel, los miembros
de esta familia son los encargados de activar la transcripcion de los genes
blanco de la via. En cuanto a su estructura, presentan un dominio N-terminal
comudn llamado RHD (RHD: rel homology domain), el cual es el responsable de la
dimerizacién de los distintos constituyentes de la familia, de la asociacién con el
inhibidor IxB y de la unién con los motivos kB del ADN (Hoffmann y col.,,
2006). En la mayoria de las células, NF-xB se encuentra en el citosol en forma
inactiva, formando homo-y/o heterodimeros. El heterodimero NF-xB p65/p50
es el mas abundante en las células de mamiferos (Ghosh y Karin, 2002;). En el
citoplasma, NF-kB p50 permanece en forma inactiva debido a su interaccién con
la proteina inhibidora IxB. En respuesta a un estimulo, se induce la degradacion
proteolitica de IkB, provocando la activacién y translocacion de NF-«kB p65 al
nucleo (Wei y col., 2014a), en donde se une a la regién promotora de los genes

diana regulando su transcripciéon mediante la unién de co-activadores o co-

represores (Mémet, 2006; Hayden y Ghosh, 2008; Choi y col., 2011).
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En cuanto al mecanismo de sefializacion de los TLRs, se conocen dos vias:
la via MyD88 (factor mieloide de diferenciacién 88)-dependiente, que se asocia
con la fase de respuesta temprana de NF-«xB y la via MyD 88-independiente,
que se asocia con la fase de respuesta tardia de NF-xB (Giinther col., 2011)

(Figura 3).
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FIGURA 3. Sefializacién intracelular de los TLRs. Adaptado de Kumar y col. (2009).

La proteina MyD88 posee un dominio TIR en la porcién C-terminal y un
dominio de muerte N-terminal que se asocia con el dominio TIR de los TLRs.
En la via MyD88-dependiente, el reconocimiento de ligandos por los TLRs
recluta, ademas de MyD88, a la proteina TIRAP/Mal (Toll-interleukin 1 receptor,
TIR domain-containing adaptor protein o MyD88-adaptor-like) que sirve como
molécula adaptadora entre los dominios TIR de los TLRs y MyD88. Luego se
produce el reclutamiento de una serina/treonina quinasa asociada con el
receptor de IL-1, IRAK4 (IL-1 receptor activated kinase) hacia los TLRs a través de
la interacciéon con los dominios de muerte de ambas moléculas y facilita la
fosforilacion de IRAK1 mediada por IRAK4. IRAK1 activada se asocia luego

con TRAF6 llevando a la activacion de dos vias de sefializacion diferentes. Una
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via lleva a la activacion de los factores de transcripcion APl (proteina
activadora 1) a través de la activacion de MAPK. Otra via activa el complejo
TAK1/TAB, que potencia la actividad del complejo IkxB quinasa (IKK). Una vez
activado, el complejo IKK induce fosforilacién y subsecuente degradaciéon de
IkB, lo que resulta en la translocacién hacia el ntcleo del factor de transcripcion
NF-«xB (Akira y Takeda, 2004; Akira y col., 2006) y la consecuente induccién de
los genes involucrados en la producciéon de citoquinas y mediadores
inflamatorios.

Ademads, en mamiferos, el reconocimiento por parte de los TLR promueve
la activacion de las proteinas quinasas c-jun N-terminal (JNK), quinasas
reguladoras de sefiales extracelular (ERK) y proteina quinasa activada por
mitégenos p-38 (p-38MAPK), lo que culmina en la estimulacion de la sintesis de
mediadores proinflamatorios como TNF-o, IL-1B e IL-6, que en accién
coordinada producen respuestas inflamatorias locales y sistémicas. Varios
hallazgos han demostrado que MyD88 es esencial para la respuesta
inflamatoria mediada por todos los miembros TLRs (Kawai y col.,, 1999;
Takeuchi y col., 2000; Hayashi y col, 2001, Hemmi y col., 2002). El
reclutamiento de estos adaptadores dispara distintas vias de sefalizacion que
conducen a la translocacién hacia el ntcleo de factores de transcripciéon que
inducirdn la transcripcién de citoquinas inflamatorias en respuesta a la unién
inicial de los TLRs con sus ligandos (Yamamoto y col., 2004). Se ha determinado
que la expresiéon de citoquinas durante la inflamacién de la GM bovina se
correlaciona con la activacion de NF-«xB (Yang y col., 2008; Lara-Zarate y col.,,
2011).

En forma concomitante, la sefializacion 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 CPA. La presencia de estas moléculas
coestimuladoras y la presentaciéon de los componentes antigénicos microbianos
activan las células T CD4+ requeridas para iniciar la respuesta inmune

adaptativa (Takeda y Akira, 2005).
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1.2.1.2.2 Citoquinas

Las citoquinas son un grupo heterogéneo de glucoproteinas de bajo peso
molecular (menos de 50 kDa) secretadas por células inmunes y no inmunes,
acttan como sefales de comunicacion intercelular en la hematopoyesis, el
estrés, la inflamacion, la inmunidad y la reparacién tisular (Rouveix, 1997;
Wood y Rothel, 1997; Belardelli y Ferrantini, 2002). Uno de los principales
mecanismos por el que ejercen sus efectos es a través de la activaciéon de la
transduccion de sefiales intracelulares y de la consecuente regulacion génica
(Gouwy y col., 2005; Bannerman, 2009).

En la GM, las citoquinas regulan la intensidad y la duracién de la
respuesta inmune del animal a I[IM mediante la estimulacién o inhibicién de la
proliferacion y diferenciacion de células involucradas en dicha respuesta.
Ademas pueden indirectamente influir en la severidad y duracion de la mastitis
mediante la regulacién de la respuesta migratoria de los leucocitos y la
eficiencia de la fagocitosis en los sitios de infeccion (Bannerman, 2009; Wellnitz
y Bruckmaier, 2012).

Diferentes poblaciones de células en GM secretan citoquinas, por ejemplo
las CEM vy los macréfagos, estan entre las primeras células en activarse por
toxinas bacterianas y otros factores asociados con colonizacién bacteriana, y en
secretar una variedad de citoquinas. Ciertas citoquinas derivadas de
macréfagos incluyendo TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8, regulan la magnitud y
duracion de la infiltracién leucocitaria en los tejidos infectados. Si los
neutréfilos son capaces de migrar rapidamente de la sangre a la GM vy
efectivamente eliminar la bacteria, el reclutamiento de lecucocitos disminuira y
el recuento de células somaéticas (RCS) en la leche retornard a los niveles pre-
infecciéon. Una respuesta inflamatoria eficiente de la GM generalmente debe
durar menos de una semana y no causar ningin cambio notable en la leche o
tejidos mamarios (Sordillo, 2018). Sin embargo, si la bacteria persiste, la
respuesta inflamatoria puede tornarse exagerada desencadenando un cuadro

agudo o crénico no controlado. Una prolongada o excesiva migracion de
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lecucocitos desde la sangre causa considerable dafo al parénquima mamario,
resultando en disminucién de la produccién lactea (Nickerson y Sordillo, 2017).
Por lo tanto, las respuestas inflamatorias de la GM deben tener un inicio rdpido
para neutralizar las bacterias durante las etapas iniciales de invasion tisular,

pero una resolucién oportuna para evitar la inmunopatologia (Sordillo, 2018).

1.3 INVOLUCION DE LA GLANDULA MAMARIA BOVINA

Al finalizar la lactancia, la involucién normal de la GM bovina, que
cominmente se denomina etapa de “vaca seca”, es de fundamental importancia
para asegurar una maxima produccién de leche durante la lactancia siguiente
(Sorensen y Enevoldsen, 1991). En relacion a la duracién de este periodo se han
realizado numerosos estudios, demostrando que un periodo de secado de 40 a
60 dias de duraciéon promueve la proliferacion de las células epiteliales
mamarias para maximizar la produccién y la calidad composicional de la leche
(Capuco y col., 1997; Kuhn y col., 2005; Sawa y col., 2012; Cermakova y col.,
2014).

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). 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) la fase de
involuciéon estable y 3) la fase de lactogénesis y calostrogénesis (Smith y

Todhunter, 1982) (Figura 4).
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FIGURA 4. Fases de la involuciéon de la GM. ‘

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 transiciéon 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 IIM en esta fase (Oliver y Sordillo,
1988; Kutila y col., 2003). Durante este periodo la GM sigue produciendo leche,
lo cual induce un incremento en la presion intramamaria. Al mismo tiempo, el
cese del ordefio determina que no se elimine regularmente el contenido de la
glandula y se interrumpe el proceso de arrastre que ejerce la salida de la leche
para su desinfeccion (Smith y Todhunter, 1982). Estos hechos se ven
acompafados ademds por otros cambios tanto a nivel anatémico como
fisiol6gico:

e Cambios anatomicos en el pezén: ensanchamiento y
acortamiento debido al aumento de la presiéon intramamaria, lo
que facilita la entrada de bacterias, puesto que el tapén de

queratina esté recién comenzando a constituirse.
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e Progresiva pérdida de actividad de las células alveolares
secretoras, con la consecuente reduccion de la secrecion lactea.

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

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

- Incremento en la concentraciéon de neutréfilos y
macrofagos, encargados de la remociéon 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 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 unién 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 (Rodriguez-Franco y col., 2005). En esta etapa, los
niveles de Lf se hallan disminuidos, motivo que favorece el desarrollo
bacteriano debido a su libre disponibilidad de hierro (Kutila y col.,
2003).

Seguidamente se inicia la involucién estable. Durante este periodo se sella
el canal del pezén con un tapén de queratina, el volumen de la secrecion
mamaria es mantenido a niveles de s6lo unos pocos mililitros, 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 dltima 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
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almacenar calostro. Se produce aumento del volumen de la GM, las células
alveolares se incrementan en nimero y en actividad, y el flujo sanguineo
aumenta considerablemente, lo cual puede provocar edemas mamarios. Se
modifica la relaciéon molar citrato/Lf, incrementandose alrededor de 100 veces
en los dias proximos al parto, lo cual se traduce en una pérdida de las
propiedades antimicrobianas de la Lf (Kutila y col.,, 2003). Los macroéfagos
predominan sobre otros tipos celulares, aunque su capacidad fagocitica, al igual
que la de los neutréfilos se ve disminuida. Se eleva la concentracién de grasa,
lactosa y caseina, favoreciendo el desarrollo bacteriano. El conducto del pezon
también se dilata y acorta debido a la mayor presién intramamaria, facilitando
asi el acceso de patdgenos al interior de la glandula. Por lo tanto, también en
este periodo existe una susceptibilidad aumentada para adquirir nuevas IIM
causadas por bacterias patégenas ambientales (Smith y Hogan, 1982; Oliver y
Mitchell, 1983; Dingwell y col., 2003b; Schukken y col., 2011).

Las IIM que se originan en el periodo de involucién pueden reducir la
produccion lactea hasta en un 35% (Sordillo y Nickerson, 1988; Sordillo y col.,
1989) y comtinmente se asocian con mastitis clinicas durante el primer mes de
lactancia (Oliver y Mitchell, 1983; Pantoja y col., 2009). El origen de estas IIM
puede ser debido a bacterias que ingresan por el canal del pezén durante este
periodo o bien bacterias remanentes que ingresaron durante la lactancia (Green
y col., 2007). La probabilidad de nuevas IIM durante el secado depende del tipo
de exposicion a los microorganismos, la eficiencia de los mecanismos de
defensa de la GM y la correcta terapia antibidtica durante este periodo (Green y
col., 2007; Leelahapongsathon y col., 2016). Aproximadamente del 10% al 17%
de los cuartos mamarios desarrollan nuevas IIM durante el periodo de secado, y
la mayoria de estas infecciones son causadas por microorganismos ambientales
(Pantoja y col., 2009).

Durante la involucion de la GM numerosos leucocitos, incluidos
neutroéfilos, macréfagos y linfocitos, se infiltran en las secreciones mamarias
dentro del lumen de alvéolos y conductos (Lee y col., 1969, 1983; Lee y

Outteridge, 1981). Durante la involucioén se producen dos oleadas de migracion
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de células fagociticas hacia la GM, la primera que involucra el reclutamiento de
neutroéfilos durante los primeros 2 dias después del secado, y la segunda a los 4
dias que involucra a los macrofagos. Estas células seran las predominantes en
las secreciones mamarias hasta la involucion completa (Lee y col., 1980; Miller y
col., 1991; Sarikaya y col., 2004, 2005; Merle y col., 2007, Koess y Hamann, 2008,
Della Libera y col., 2015).

1.3.1 Terapia en el periodo de secado

La terapia de la vaca seca tradicionalmente se refiere al uso de la terapia
antibidtica intramamaria (IM) inmediatamente después del altimo ordefio de la
lactancia. Los productos aprobados aplicados por infusién IM en el proceso de
secado pueden disminuir el namero de IIM existentes, prevenir nuevas
infecciones durante las primeras semanas del periodo de secado y reducir la
incidencia de las mastitis clinicas al iniciar la siguiente lactancia (Bradley y
Green, 2004; Shephard y col., 2004; Pieper y col., 2013).

El tratamiento de secado a todo el rodeo reduce significativamente la
incidencia de IIM durante este periodo en animales libres de IIM al momento de
la interrupcién de la lactancia (Robert y col., 2006). Esto se debe a la persistencia
de las preparaciones antibioticas de liberacion lenta durante las etapas iniciales
y medias del periodo de secado y probablemente a un sellado mas rapido del
canal del pezén en los animales tratados (Robert y col., 2006; Green y col., 2008).
Como limitante a la eficacia de esta practica, se debe considerar que las
formulaciones para vacas seca se muestran mds activas durante las primeras
semanas del periodo de secado y probablemente brinden poca o ninguna
proteccion contra las IIM que se producen durante el periparto, periodo en el
cual la vaca estd mas expuesta a contaminacién con estreptococos ambientales
(Oliver y col., 1990).

El tratamiento de las IIM subclinicas al secado con antibiéticos en base de
liberacién lenta acorta la duracion de las infecciones existentes (reduciendo su

prevalencia) pero ademds disminuye efectivamente la incidencia de IIM
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durante el periodo de secado. Esto lleva a una menor prevalencia de 1IM al
parto y de mastitis clinicas durante la lactancia subsiguiente (Halasa y col.,
2009). La terapia de vaca seca reduce en un 70% el nivel de infeccién en el
periodo que va del secado al parto, siendo mas eficaz que el tratamiento
durante la lactancia y permitiendo una mejor regeneracion del tejido dafiado
(Eberhart, 1986; Robert y col., 2006).

Una alternativa al tratamiento de todo el rodeo con antibiéticos es limitar
su uso a aquellas vacas con IIM al secado (terapia selectiva) o bien reemplazar
los antibiéticos con selladores internos de pezones (Kromker y Leimbach, 2017).
Esta ultima alternativa solo serd efectiva para reducir nuevas infecciones
durante el periodo seco, ya que no se eliminardn las infecciones presentes antes
del secado (Huxley y col., 2002). Trabajos publicados han mostrado que el
efecto profilactico de los selladores internos durante el periodo de secado es
semejante al obtenido con el uso de antibiéticos (Sanford y col., 2006; Rabiee y
Lean, 2013). Algunos autores han utilizado selladores internos en forma
combinada con antibidticos para vaca seca a los efectos de mantener la
capacidad del antibidtico de eliminar IIM y obtener el efecto preventivo del
sellador durante el preparto (Whitfield y Laven, 2018).

Es probable que el uso de la terapia selectiva de vaca seca en animales con
evidencia de IIM subclinica sea crucial si se quieren cumplir los objetivos de
reducir el uso de antimicrobianos (Edmondson, 2016; Kromker y Leimbach,
2017). En los dltimos afios, la necesidad de lograr mayores tasas de curaciéon de
IIM en el secado temprano y prevenir nuevas IIM, ha motivado la basqueda de
nuevas alternativas de control dirigidas a reforzar tanto la terapia
antimicrobiana administrada al secado, como los factores protectores naturales

de la GM.
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1.4 MASTITIS BOVINA

1.4.1 Generalidades

La mastitis bovina es la inflamacién de la GM en respuesta a una agresion
local al tejido mamario que puede ser de origen infeccioso, mecanico o téxico.
Sin embargo, la gran mayoria de los casos de mastitis son debidos a IIM
causadas por microorganismos, principalmente bacterias, que invaden la GM,
se desarrollan y generan productos toxicos perjudiciales para el tejido mamario.
Se han identificado mas de 80 agentes causales de mastitis, incluyendo especies
de bacterias, hongos, micoplasmas y algas (Bogni y col., 2011, Gomes y
Henriques, 2016). Las IIM estdn acompafiadas por una gran afluencia de
leucocitos polimorfonucleares a la GM infectada con la secreciéon de mediadores
inflamatorios en la leche. Durante la inflamacién, el sistema inmune se activa
para proteger al hospedador y eliminar al patégeno (Sordillo, 2018).

Dependiendo de la presencia de signos evidentes de enfermedad, la
mastitis bovina puede clasificarse en clinica y subclinica (Castro y col., 2006;
Gomes y Henriques, 2016). La mastitis clinica se reconoce por su aparicion
repentina y por los cambios macroscépicos en la GM y/o en leche (Gasque
Goémez, 2008) mientras que la mastitis subclinica no provoca inflamacion
glandular visible, ni cambios organolépticos en leche (Castro y col., 2006).

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. Esta caracteristica
multifactorial convierte a la mastitis en un problema complejo que requiere un

abordaje multidisciplinario (Ruegg, 2017).

1.4.2 Principales causantes de mastitis

Cientos de microorganismos diferentes pueden causar mastitis y éstos

pueden proliferar en el animal o en su entorno (Philpot y Nickerson, 2000;
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Bradley, 2002). En particular, las bacterias causantes de mastitis han sido
clasificadas dependiendo de su habitat principal y de su forma de transmision,
en patégenos ambientales y contagiosos (Gomes y Henriques, 2016).

Los patogenos ambientales se encuentran en el ambiente donde vive el
animal; pasturas, cama, excremento, entre otros, (Smith y Hogan, 1993) y pasan
a la GM en los periodos entre ordefio. Al no estar adaptados a la GM, algunos
de estos patégenos producen respuestas inflamatorias importantes que se
traducen en casos de mastitis clinicas que suelen durar poco tiempo. Se incluye
un grupo heterogéneo donde se encuentran bacterias Gram positivas como
Streptococcus dysgalactine (Smith y Hogan, 1997), Streptococcus uberis y los
estafilococcus coagulasa negativos (SCN) y por otra parte, bacterias Gram
negativas representadas principalmente por coliformes (Oliver y Sordillo, 1988).
El reservorio primario de estos patégenos es el ambiente, 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 antibiética (Calvinho y col., 1998;
Rysanek y col., 2009).

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

Esta clasificacion clasica de patégenos contagiosos y ambientales es de uso
muy difundido, aunque evidencia reciente sugiere que numerosos patogenos
ambientales son mas capaces de adaptarse a la GM de lo que se creia, esta
adaptaciéon podria basarse en la capacidad de los patogenos de secuestrar

hierro, sobrevivir dentro de fagocitos y CEM (Jamali y col., 2018).
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Los patégenos también pueden clasificarse en mayores y menores
dependiendo del tipo de mastitis que provoquen, dentro de los patégenos
mayores se encuentran aquellos que causan mastitis clinicas: S. aureus, S.
agalactiae, M. bovis, S. uberis, S. dysgalactine, bacterias Gram negativas como
E. coli, Klebsiella spp. y Enterobacter spp. Los patégenos menores son aquellos
que normalmente causan mastitis subclinica y en ocasiones mastitis clinica, en
este grupo se encuentran a los SCN que se aislan comtinmente de muestras de
leche y del canal del pezén (Bogni y col., 2011). La prevalencia de la mastitis
bovina por SCN es alta durante la primera lactaciéon de las vacas pero es atn
mas comun después del parto. Corynebacterium bovis causa una mastitis clinica
leve y este microorganismo se disemina rapidamente de vaca en vaca cuando
no se aplica un sellado correcto, pero manteniendo una higiene y manejo
adecuado, la presentacion de esta bacteria es minima (Romero, 2014).

Las medidas de control tales como mejorar la higiene durante el ordefio ha
reducido la prevalencia de patdégenos mayores contagiosos como S. agalactiae
(Makovec y Ruegg, 2003; Pitkala y col., 2004). Sin embargo, otras bacterias como
estreptococos ambientales han adquirido importancia y la reduccién de mastitis
subclinicas no ha acompafado a la reduccién de mastitis clinicas (Myllys y col.,

1998; Tenhagen y col., 2006).

1.4.2.1 Mastitis causada por Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es el patégeno més frecuentemente aislado de casos
de mastitis, tanto en Argentina (Calvinho y Tirante, 2005), como en otros paises
de gran desarrollo lechero (Zecconi y col., 2006a; Tenhagen y col., 2006;
Wickstrom y col., 2009; Keane y col., 2013; Peton y Le Loir, 2014). Aunque es
caracterizado como un patégeno contagioso que se distribuye
predominantemente durante el proceso de ordefio, también se ha aislado de
terneras y vacas primiparas antes y después del parto (Roberson y col., 1998;
Edinger y col., 2000). Las infecciones por esta bacteria se asocian con mastitis

clinicas y subclinicas, ambas frecuentemente resultan en infecciones persistentes
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y recurrentes con una baja tasa de curacion después de la terapia con
antibioticos (Schukken y col., 2011).

Clasicamente, se lo ha caracterizado como un patégeno extracelular
(Finlay y Cossart, 1997), sin embargo, un namero creciente de estudios ha
demostrado la habilidad de S. aureus de invadir y sobrevivir dentro de
diferentes tipos celulares del hospedador, incluyendo células epiteliales,
neutrdfilos y macroéfagos (Almeida y col., 1996; Hebert y col., 2000; Sinha y
Fraunholz, 2010) protegiéndose asi de la respuesta inmune humoral del
hospedador y del tratamiento con antibiéticos (Hebert y col., 2000). Ademés, las
infecciones persistentes o dificiles de tratar pueden relacionarse con la
capacidad de este patégeno para formar una poblaciéon de crecimiento lento
denominada variantes de coloniales pequefas (SCV: Small Colony Variants) que
pueden sobrevivir dentro de las células fagociticas profesionales y no
profesionales y posteriormente modular las respuestas inmunitarias (Sinha y
Herrmann, 2005; Atalla y col., 2008; Tuchscherr y col., 2015).

En la infecciéon de la GM, S. aureus puede localizarse en forma de
conglomerados dentro de los alvéolos y conductos lacteos y en asociacion con el
tejido epitelial (Melchior y col., 2006). Estos conglomerados corresponden a un
crecimiento bacteriano en forma de colonias adherentes rodeadas por una
matriz compuesta por exopolisacdridos, proteinas, ADN extracelular, y otras
sustancias que se encuentran distribuidas entre las células bajo un patrén no
homogéneo, cuya estructura completa constituye el biofilm o biopelicula
(Flemming y Wingender, 2010). Este modo de crecimiento produce alteraciones
con respecto a la expresiéon génica y la producciéon de proteinas (Donlan y
Costerton, 2002; Parsek y Singh, 2003; Archer y col., 2011; Kiedrowski y
Horswill, 2011).

Se ha documentado que la formacion de biofilm es un importante factor de
virulencia de S. aureus que facilita la adherencia y colonizacién del epitelio de la
GM y que constituye un medio por el cual las bacterias evaden las defensas
inmunolégicas del animal causando IIM persistentes en los bovinos (Cucarella

y col., 2002; 2004; Melchior y col., 2006). La formacion de biofilm perjudica la
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accion tanto del sistema inmune del hospedador, como de los agentes
antimicrobianos, y por lo tanto representa uno de los mecanismos de
supervivencia mas importantes de bacterias que colonizan en forma persistente
el nicho extracelular (Melchior y col., 2006). Esta conformacioén de biopelicula
permite que cepas de S. aureus se adhieran y colonicen eficazmente el epitelio
de la GM. No obstante, esta estructura libera células plancténicas de las capas
externas permitiendo infecciones persistentes, las que generan los mayores
problemas a la hora de intentar erradicar este tipo de infecciones (Melchior,
2006). Estudios realizados in vitro con lineas celulares epiteliales mamarias
demostraron que existe una interaccién especifica entre las bacterias recubiertas
por esta capa mucoide y las células epiteliales, la cual seria un paso
fundamental en la colonizacién de la glandula (Pahissa, 2009).

Por otra parte, la formacién de biofilm contribuye a que S. aureus pueda
resistir a la terapia antibiética (Cucarella y col., 2004; Fey y Olson, 2010).
Estudios in vitro han demostrado que el crecimiento bacteriano en biofilm puede
transformar 10-1000 veces maés resistentes a las bacterias a los efectos de los
antimicrobianos cuando se comparan con bacterias de la misma cepa crecidas
en forma plancténica (Conley y col., 2003). La resistencia antimicrobiana es a
menudo transferida horizontalmente entre bacterias relacionadas y esto ocurre
con notable facilidad dentro de un biofilm (Melchior y col., 2006). El locus blaZ
que codifica la resistencia a penicilina (Sidhu y col.,, 2001), asi como la
formacién de biofilm, esta asociado con fallas de la terapia antibiética y conduce
a un mayor riesgo de presentacion de IIM persistentes (Haveri y col., 2007). En
los altimos afios, se agregd un nuevo agravante al problema de la resistencia,
con la aparicion de reportes de casos de mastitis bovina producidos por
S. aureus resistente a la meticilina (MRSA) (Moon y col., 2007; Turutoglu y col.,
2009; van Duijkeren y col.,, 2014; Paterson y col.,, 2014). Sumado a que la
presencia de los genes mecA y mecC en aislamientos MRSA provenientes de
bovinos con mastitis puede representar un riego de potencial zoonético para los
humanos, ya que estudios utilizando epidemiologia tradicional y secuenciacion

genémica han identificado posible transmisién entre bovinos y humanos
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(Petersen y col., 2013; Harrison y col., 2013). Sin embargo, cabe destacar que si
bien la deteccion de MRSA es un evento frecuente en aislamientos de S. aureus
de seres humanos en Argentina (Bermejo y col., 2012), hasta el momento no se
ha informado la deteccion de MRSA en aislados de S. aureus provenientes de

mastitis bovina en nuestro pais.

1.4.2.1.1 Internalizacion de Staphylococcus aureus a las células eucariotas

La capacidad de S. aureus de invadir y sobrevivir dentro de las células
epiteliales, le confiere proteccién contra el sistema inmune del hospedador y el
tratamiento con antibiéticos, por lo que se considera como uno de los factores
mas importantes que contribuyen a la persistencia de este patégeno en la GM
(Almeida y Oliver, 2001; Buzzola y col., 2007; Oviedo-Boyso y col., 2008). Esta
dindmica de internalizar y persistir dentro de la célula, conduce a que S. aureus
provoque IIM crénicas caracteristicas de esta especie (Kerro Dego y Van Dijk,
2002).

Existe evidencia de que varias cepas de S. aureus tienen la habilidad de
invadir y persistir dentro de células fagociticas no profesionales, tales como las
epiteliales (Almeida y col., 1996; Wang y col., 2013), endoteliales (Peacock y col.,
1999; Sinha y Herrmann, 2005), osteoblastos (Ellington y col., 1999; Trouillet y
col., 2011), fibroblastos (Usui y col., 1992; Haggar y col., 2003) y células renales
(Murai y col., 1992; Sinha y col., 1999). Las bacterias inicialmente se adhieren a
la membrana celular y a los sustratos de la matriz extracelular a través de las
proteinas de superficie (adhesinas) (Foster y Hook 1998). Este paso en la
adherencia e invasién de células eucariotas es el mdas importante en la
patogénesis bacteriana (Pizarro-Cerda y Cossart, 2006). Las bacterias se
adhieren a diferentes componentes de la matriz extracelular (coldgeno,
vitronectina, fibrin6geno y especialmente Fn (fibronectina)) a través de
interacciones proteina-proteina mediadas por una variedad de proteinas de
superficie denominadas MSCRAMMs (MSCRAMMs: Microbial Surface

Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules). Ademas, las adhesinas
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bacterianas reconocen elementos de la superficie de la célula hospedadora, tales
como integrinas, cadherinas y selectinas (Pizarro-Cerdd y Cossart, 2006). La
adhesion de patogenos se produce de dos maneras: las adhesinas se acoplan
directamente al receptor de la superficie de la célula huésped, como Listeria spp.
(Pizarro- Cerda y col., 2012), Yersinia spp. (Isberg y Leong, 1990; Nagele y col.,
2011), y Neisseria gonorrhoeae (Nagele y col., 2011; Van Putten y col., 1998), o bien
las conexiones bacterianas se forman indirectamente con el receptor del
huésped a través del reclutamiento de proteinas de matriz extracelular como en
el caso de S. aureus (Sinha y col., 1999; Hoffman y col., 2011; Alva- Murillo y
col., 2014a).

En células fagociticas no profesionales como las células epiteliales el
receptor de integrina a5B1, los chaperones, y el receptor scavenger CD36 son
los principales receptores involucrados durante la internalizacién de S. aureus
(Alva- Murillo y col., 2014b).

Una vez que S. aureus ingresa al citoplasma, el factor de transcripcién NF-
kB estarfa vinculado con la sefalizacién intracelular (Oviedo-Boyso y col,
2008). NF-«kB es un factor de transcripcién importante y critico en la regulacion
de muchos procesos celulares (Oviedo-Boyso y col., 2008; Hart y col., 1998;
Perkins 2007) y la internalizacion de S. aureus en las células epiteliales puede

reducirse al inhibir la activacién de NF-xB (Wei y col., 2018).

1.4.3 Tratamiento de la enfermedad

En Argentina, los programas actuales de control de mastitis bovina fueron
desarrollados en la década del 60 (Booth, 1975; Calvinho, 2007) e incluyen por
un lado, pautas adecuadas de manejo de los animales e higiene durante el
ordefio y por el otro, la administracion de antibiéticos y/o farmacos
antiinflamatorios no esteroideos, como asi también el descarte de la leche
obtenida de los cuartos infectados, la eliminacién de la GM infectada o incluso

el sacrificio del animal.
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La mastitis es una de las principales causas del uso de antibiéticos en vacas
lecheras (Mitchell y col.,, 1998; DANMAP, 2003; Tenhagen y col., 2006). Sin
embargo, este tratamiento no es completamente efectivo contra los patégenos
ambientales (Leitner y col.,, 2013) y sobre las bacterias capaces de residir
intracelularmente dentro de la GM y de formar abscesos, las cuales son las mas
dificiles de combatir debido a la restriccién de su contacto con el antimicrobiano
(Zhao y Lacasse, 2008). En el caso de S. aureus, el tratamiento de mastitis clinica
en vacas que estan infectadas cronicamente, las tasas de curaciéon son
generalmente menores al 35% y en la mayoria de los casos, cuando los sintomas
clinicos desaparecen, la infeccion se ha pasado simplemente a un estado
subclinico (Ruegg, 2010). Bannerman y Wall (2005) concluyeron que las terapias
disponibles para el tratamiento de la mastitis causada por S. aureus permanecen
sub6ptimas y por lo tanto ineficaces. Por otra parte, la formacién de biofilm se
ha visto como uno de los principales factores que contribuyen a la resistencia a
los antibioticos y a la presencia de mastitis recurrentes (Gomes y Henriques,
2016; Gomes y col., 2016).

La resistencia a agentes antimicrobianos tiene dos aspectos relevantes, el
primero es una reduccién en las tasas de curacién después del tratamiento de
los casos clinicos (Owens y col., 1997; Sol y col., 2000) y el segundo es el impacto
potencial de la transmisién de antibiéticos a través de la cadena alimentaria
provocando resistencia en humanos (Capita y Calleja, 2013; Bull World Health
Organ, 2015; Papadopoulos y col., 2018). Ademas, el uso de antibi6ticos tiene
otras desventajas sobre la salud publica, la presencia de ellos en la leche puede
provocar reacciones alérgicas en individuos hipersensibles (Dewdney y col.,
1991; Dayan, 1993), e inducir alteracién de la flora intestinal, desarrollo de
microorganismos patdgenos y reduccién de la sintesis de vitaminas (Adaska y
col.,, 2006; Khachatryan y col., 2006).

Estudios realizados durante el periodo no lactante de los animales
determinaron que la glandula completamente involucionada es marcadamente
resistente a las IIM (Oliver y Sordillo, 1988; Nickerson, 1989). Estas

observaciones condujeron a la hipétesis de que acelerando el proceso de
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involucién mamaria e incrementando los factores defensivos naturales es
posible favorecer la prevenciéon de nuevas infecciones (Oliver y Smith, 1982).
Dentro de las posibles alternativas para aumentar la resistencia a las
infecciones, se ha contemplado la estimulacién de las respuesta inmune de la
GM por medio del uso de inmunomoduladores o moduladores de la respuesta
inmune (MRI). Estos agentes se han utilizado individualmente para potenciar
regimenes de terapia antibidtica o de inmunizacién especifica (vacunas), y
pueden convertirse en una alternativa eficaz a los métodos tradicionales de
control de las mastitis (Tzianabos, 2000; Bradley, 2002; Trevisi y col., 2014
Sankar, 2016).

1.4.4 Importancia econdmica

Las IIM por S. aureus provocan un importante impacto en la produccion y
calidad de la leche, convirtiendo a la mastitis bovina en la enfermedad mas
costosa del ganado lechero (Zecconi y col., 2006a; Halasa y col., 2007; Roussel y
col., 2015).

El dafio econdémico esté relacionado con pérdidas directas e indirectas. Las
pérdidas directas incluyen el costo por tratamiento, el descarte de leche,
servicio veterinario y labor del empleado, muertes de los animales y costo
asociado con casos de repeticion de mastitis. Las indirectas incluye la
disminucién en la produccién y calidad de la leche, pérdidas de premios
econémicos, secado de vacas anticipadamente, bajas condiciones de bienestar
animal, y predisposicién a otras enfermedades (Petrovski y col., 2006; Halasa y
col., 2007). Ademas, provoca problemas relacionados con la salud publica, a
causa del riesgo de la presencia de residuos en leche por el inadecuado uso de
antimicrobianos para el tratamiento de casos clinicos y a la potencial
emergencia de bacterias resistentes (De Vliegher y col., 2012).

En Estados Unidos los principales costos han sido atribuidos al
tratamiento de los casos de mastitis clinicas causados por bacterias Gram-

positivas, Gram-negativas u otros organismos tales como Mycoplasma spp y han
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sido estimados en US$ 133,73, US$ 211,03, y US$ 95,31 respectivamente (Cha y
col., 2011).

En Argentina no se dispone de estadisticas actualizadas acerca de las
pérdidas econdémicas causadas por la mastitis y los datos disponibles son
parciales ya que no incluyen a las principales cuencas lecheras del pais. Vissio y
col. (2015), estimaron los costos diarios directos de la mastitis y las erogaciones
derivadas de su control y prevencién en la cuenca de Villa Maria, Cérdoba. El
costo total diario, representado por la sumatoria de las pérdidas productivas
por mastitis subclinica, elevado RCS, mastitis clinica y gastos de control,

expresado por cada vaca en ordefio fue de US$ 1,0/ vaca/dia.

1.5 MODULACION DE LA RESPUESTA INMUNE

1.5.1 Moduladores de la respuesta inmune (MRI)

El término inmunoterapia se aplica a cualquier tratamiento dirigido a
“modular” el sistema inmune de un organismo para tratar o prevenir una
enfermedad (Steinman y Mellman, 2004).

La capacidad inmunolégica de las células inflamatorias puede ser activada
por compuestos MRI o inmunomoduladores (Zecconi y col., 1999; Takahashi y
col., 2005; Dallard y col., 2010; De y Mukherjee, 2013). Estos compuestos son
capaces de interactuar con el sistema inmune regulando la respuesta del
hospedador (Tzianabos, 2000).

La inmunomodulacién implica la regulacion, supresion o intensificacion
de la respuesta inmune (Hu, 2001). En funcién al estado que se desea evaluar, el
efecto inmunomodulatorio se puede lograr a través del uso de sustancias de
origen biolégico o quimico para producir una respuesta inmune adecuada. Asi,
en algunos casos, se buscard intensificar la respuesta (estrés, vacunacién,
infecciones) mientras que en otros, se tratard de reducirla (enfermedades

autoinmunes, trasplantes, alergias, hipersensibilidad).
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Con respecto a los MRI intensificadores se pueden dividir ampliamente en
dos grupos diferentes: inmunoestimulantes (saponinas, agonistas de receptores
Toll, citoquinas) y agentes “delivery” (emulsiones, microparticulas, sales
minerales) (Cox y Coulter 1997, O’Hagan, 2015). Los inmunoestimulantes
estimulan las CPA y promueven la secreciéon de varias citoquinas, mientras que
los agentes “delivery” ayudan a preservar la conformaciéon de los antigenos
(Ag) para una presentacion adecuada a las CPA y de esa manera proporcionar
una estimulacion inmune lenta y continuada (Burakova y col., 2017).

Numerosos inmunomoduladores se basan en el uso de agentes
microbianos, o sus productos (Zecconi y col., 1999; Inchaisri y col., 2000; Dallard
y col., 2008, 2010). El tipo de actividad de estos compuestos depende de su
mecanismo de accién, sitio de accién, dosis y tiempo de administracion
(Tzianabos, 2000). Por lo tanto el uso de inmunoestimulantes en bovinos puede
convertirse en una alternativa eficaz a los métodos tradicionales de control de

las IIM (Campos y col., 1993).

1.5.2 Mecanismo de accion de los moduladores de la respuesta inmune

Los dltimos avances en inmunologia han permitido identificar
mecanismos celulares y moleculares, que participan directa o indirectamente en
la respuesta inmune normal y en estados de enfermedad. Debido a esto, son
diversos los blancos potenciales a los que van dirigidos los MRI, estos incluyen
moléculas especificas de activacion presentes sobre diferentes células del
sistema inmune, primordialmente en la superficie de linfocitos T y B;
mediadores inflamatorios solubles tales como citoquinas, quimioquinas,
factores de crecimiento, enzimas e inmunoglobulinas, asi como los receptores
de superficie para dichos mediadores inmunolégicos (Lee y col.,, 2010). Las
alteraciones que producen se basan en cambios en la expresion genética, en el
transporte intracelular de proteinas, o en la secreciéon y expresion de proteinas

en la superficie celular, lo cual induce cambios celulares que pueden influir en
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el inicio, consecucion y regulacién de la respuesta inmune (Quinn, 1990; Pell,
1995).
En seres humanos y animales, los inmunomoduladores pueden actuar de

forma especifica o inespecifica:

1.5.2.1 Inmunomoduladores de accion inespecifica

Son agentes que logran una estimulaciéon o supresion de la respuesta
inmune sin que la actividad de las células estimuladas vaya dirigida hacia un
antigeno determinado. Se diferencian en tres tipos segin su accién (Stites y col.,
1985; Takx-Kohlen, 1992), los que acttan sobre el sistema inmune normal (Tipo
I); los que acttian sobre el sistema inmune inmunodeprimido (Tipo II); los que
actian sobre el sistema inmune funcionalmente normal o inmunodeprimido

(Tipo III).

1.5.2.2 Inmunomoduladores de accion especifica

Logran su accién sobre células del sistema inmune, por la presencia de un
antigeno o inmunégeno dado, por lo que hay especificidad selectiva en la
accion de estas células para producir una respuesta inmune. La
inmunomodulacién es selectiva cuando hay estimulacién y su resultado
significa una inmunorreaccion hacia un antigeno o varios, como es el caso de
los adyuvantes inmunolégicos o las vacunas terapéuticas (Stites y col., 1985;

Takx-Kohlen, 1992; Gupta y col., 1995).

1.5.3 Caracteristicas de los moduladores de la respuesta inmune

Un inmunomodulador ideal, segin Quinn (1990), debe poseer las

siguientes caracteristicas:
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e No debe ser toxico, ni pirogénico, atin en dosis elevadas, ni poseer
actividad mutagénica, carcinogénica o tener algtn efecto adverso a largo
plazo.

e Debe tener caracteristicas de adyuvante e incrementar la respuesta
inmune (para su uso en vacunas).

e Debe estimular los mecanismos de la inmunidad innata y
adaptativa frente a patégenos.

e Debe ser inactivo o biodegradado en el medio ambiente.

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

e Debe ser compatible con otros farmacos, incluidos antibitticos y

antiparasitarios.

1.5.4 Inmunomoduladores en glandula mamaria bovina

Existen numerosos estudios basados en la aplicacion de MRI para
potenciar los mecanismos de la respuesta inmune contra patégenos causantes
de mastitis bovina e incrementar asi la resistencia frente a IIM (Takahashi y col.,
2004; Ahn y col., 2006a; 2006b; Baravalle y col., 2010; Dallard y col., 2010; Fu y
col., 2013; Leitner y col, 2013; Trevisi y col., 2014; Nayeli y col., 2014; Diaz-
Murillo, 2016). Por lo que, el uso de MRI podria convertirse en una alternativa
eficaz a los métodos tradicionales de control de las IIM al momento de la
involucién (Zecconi y col., 1999).

Numerosos compuestos han sido utilizados como potenciales MRI en la
GM bovina. Entre ellos:

-Componentes del sistema inmune: inmunoglobulinas como IgY (Zhen y
col., 2009), moléculas del complemento (Sordillo y Streicher, 2002), citoquinas
(Alluwaimi, 2004) como IL-2 recombinante bovina (Wedlock y col., 2000),
interferon-y (IFN-y) (Riollet y col.,, 2000a; Wedlock y col.,, 2000), factor
estimulante de colonias de granulocitos (Boulanger y col., 2003).

-Virus: Parapox ovis (Zecconi y col., 1999).
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-Componentes provenientes de hongos, insectos y crustaceos:  1,3-glucan
(Inchaisri y col., 2000), quitosano (Se-Young y col., 2015; Lanctot y col., 2017;
Breser y col., 2018).

-Componentes bacterianos: LPS de Escherichia coli (Vandeputte-Van
Messom y col., 1995; Dallard y col., 2008, 2009, 2010), muramil dipéptido (MDP)
de Nocardia sp. (De y Mukherjee, 2013).

-Complejos vitaminicos (Wei y col., 2014a; Nayeli y col., 2014).

-Plantas medicinales o parte de sus componentes: Azadirachta indica (De y
Mukherjee, 2009), p-defensinas de Capsicum chinense (Diaz- Murillo y col., 2016)
e isoflavonas de Radix puerariae (Wu 'y col., 2016).

Los ensayos in vitro con MRI en células de la GM bovina son alentadores
pero los estudios de eficacia in vivo contintian siendo criticos y necesarios para
determinar la verdadera efectividad de los mismos cuando se los utiliza para la

prevencion o tratamiento de las IIM (Gomes y Henriques, 2016).

1.5.5 Panax ginseng como modulador de la respuesta inmune

Panax ginseng (PG) C.A. Meyer, cuyo nombre completo se debe a su
descubridor Carl Anton von Meyer, se conoce normalmente por la medicina
china como “Renshen”. Ren significa humano (por el parecido de la raiz con la
figura humana) y Shen significa hierba en la antigua China (Gao, 2000). Esta
especie ha sido utilizada medicinalmente por miles de afios en Corea, China y
Japon (Radad y col. 2006; Lee y col., 2012) y es utilizada ampliamente en
preparaciones herbales occidentales como adaptégeno (Duke, 2000; Blumenthal,
2003; Lee y col., 2012). La produccién global de la raiz se ha incrementado desde
3500 toneladas en 2004 a 6000 toneladas en 2010, lo que representa la segunda
mayor venta de hierbas en los Estados Unidos y Europa (Jia y Zhao, 2009; Ding,
2010;) (Figura 5).
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FIGURA 5. Planta de Panax ginseng.

1.5.5.1 Propiedades de Panax ginseng

La raiz de PG contiene diversos componentes farmacolégicos, incluyendo
una serie de saponinas triterpenoides tetraciclicos, poliacetilenos, compuestos
polifendlicos y polisacaridos acidos (Kim y col., 2005; Kang y Min, 2012) que
tienen diferentes efectos sobre el metabolismo de lipidos y carbohidratos, asi
como, sobre la funcién neuroenddcrina, inmune, cardiovascular y del sistema
nervioso central en seres humanos (Gillis, 1997; Attele y col., 1999). Las
saponinas, también denominadas ginsenésidos, son consideradas su principal
componente activo (Wang y col., 1979). Pueden ser hidrolizadas en dos partes:
azucares y sapogeninas (Chen y Zhang, 2001). Hasta el momento, se han
identificado mas de 40 ginsenésidos, siendo uno de los més abundantes el
ginsenoésido Rgl, el cual conforma el 0,37-0,5% del extracto de PG (Wang y col.,
2005; Lee y col., 2012). Los ginsendsidos pueden ejercer una amplia gama de
actividades biologicas, incluyendo efectos antiinflamatorios, antioxidantes,
antitumorales, entre otros (Song y Hu, 2009). Ademas, estudios recientes han
revelado que el ginsendsido Rgl extraido de la raiz de PG fue la saponina que
gener6 mayor actividad adyuvante en ratones (Qu y col., 2011; Su y col., 2012;

2015).

1.5.5.2 Mecanismo de accion de las saponinas

Las saponinas son compuestos anfipaticos conformados por uno o mas

restos de glucésidos hidréfilos unidos a un derivado triterpeno lipofilico
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(Burakova y col., 2017). El mecanismo de accién de la funcién adyuvante de los
dos tipos de saponinas existentes (saponinas esteroidales y saponinas
triterpénicas) es desconocido, aunque podria estar relacionado con su
capacidad para unirse al colesterol de las membranas celulares (Bomford y
Court, 1989). Algunos autores postulan que las saponinas utilizan la via de los
receptores tipo toll para generar la inmunomodulacion (Pannacci y col. 2006; Su
y col., 2012; Zhao y col., 2014; Yuan y col., 2016), mientras que otros postulan
que Nalp3 y otros componentes del inflamasoma estarian involucrados (Wilson
y col., 2011; Morelli y col., 2012). De todos modos, el tipo de respuesta inmune
que se genera después de la inmunizacién de una vacuna con adyuvante de
saponina depende no sélo del propio adyuvante, sino también de factores tales
como el antigeno, la via de administraciéon y el programa de inmunizacion

(Song y Hu, 2009).

1.5.5.3 Antecedentes de Panax ginseng como inmunomodulador

Numerosos estudios in vivo e in vitro han demostrado las habilidades
inmunomodulatorias y efectos adjuvantes de PG en la GM bovina (Hu y col.,
2001, 2003; Sun y col., 2007; 2009; Baravalle y col., 2010; 2011; 2015). En mayor
parte, sus efectos inmunomodulatorios son debidos al efecto regulatorio en la
produccién de citoquinas y en la actividad fagocitica de macréfagos y células
dendriticas, asi como en la activacion de linfocitos T y B (Ho y col., 2004; Tan y
Vanitha, 2004).

En investigaciones realizadas por Hu y col. (1995) y Concha y col. (1996) se
ha observado que el extracto de PG estimula significantemente la actividad
fagocitica y oxidativa de los neutréfilos asi como también de linfocitos de
sangre periférica y leche bovina in vitro. Sin embargo, los efectos del PG in vivo
no son claros. Avanzando en esta hipétesis, estudios in vivo realizados por Hu y
col. (2001), mostraron que la inyeccién subcutdnea de PG en vacas en lactancia
con mastitis subclinicas por S. aureus incremento significativamente la actividad

fagocitica y oxidativa de los neutroéfilos sanguineos. Ademas, el ntimero de
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monocitos y linfocitos se incrementé en animales tratados con extractos de PG
comparado con animales controles y disminuy6 el crecimiento bacteriano y el
RCS en leche en cuartos infectados con S. aureus. Estos hallazgos sugieren un
incremento en la resistencia a la infeccion por S. aureus en GM luego del
tratamiento con PG.

En relacion al mecanismo de accion de PG, Pannacci y col. (2006)
demostraron un incremento significativo en la producciéon de citoquinas
proinflamatorias y en la expresiéon de ARN mensajero (ARNm) de TLR4 por
parte de macréfagos provenientes de ratones sometidos a estrés que
previamente fueron tratados por via oral con PG. Por otro lado, Nakaya y col.
(2004) demostraron que el tratamiento con extracto de raiz de PG estimula la
producciéon de TNF-a e IFN-y por parte de los esplenocitos y macroéfagos
peritoneales provenientes de ratones C3H/HeN, no asi en ratones C3H/HeJ
deficientes en el gen que codifica para TLR4.

En relacién al reconocimiento de PG o sus componentes por parte de los
receptores toll existe escasa informacién disponible. En este sentido Su y col.
(2015), colocalizaron mediante microscopia confocal al LPS junto a TLR4 en
macrofagos murinos (RAW 264.7) pretatratados con distintas concentraciones
de Rgl y Re, principales ginsenésidos de la raiz de PG, y estimulados con LPS.
Los resultados mostraron que la intensidad de marcacion del LPS disminuy6
cuando las concentraciones de Rgl y Re se incrementaron, indicando que Rgl y
Re, competirian con el LPS por la unién a TLR4. Este trabajo aporta evidencias
acerca del reconocimiento directo de los principales componentes de PG por
este receptor.

Si  bien, numerosos estudios han evaluado las propiedades
inmunomoduladoras de PG la mayoria de ellos se han limitado a caracterizar
los cambios fenotipicos a nivel celular, mientras que un namero reducido de
estudios han analizado sus efectos a nivel molecular (Kang y Min, 2012). Los
criterios comunes que se han utilizado para evaluar las propiedades
inmunorregulatorias de PG han abarcado estudios sobre secreciéon de

citoquinas, produccién de anticuerpos, expresiéon de marcadores de superficie,
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fagocitosis y citotoxicidad, existiendo escasa informacién sobre los

componentes implicados en la via de sefializacién (Kang y Min, 2012).

1.5.5.3.1 Efecto inmunoprotector de Panax ginseng en un modelo murino de

infeccién intramamaria

En un estudio reciente realizado in vivo en ratones, Silvestrini y col. (2017),
demostraron un efecto inmunoprotector del extracto de PG frente a IIM
experimentales por S. aureus. La inoculaciéon IM de 50 mg/ml de PG y posterior
infeccién con S. aureus en ratones, indujo una disminucion en el nimero de
bacterias recuperadas de las GM infectadas. Ademads, se demostré un aumento
en los niveles de expresion génica de los receptores TLR2 y TLR4 en las GM
tratadas con PG vy posteriormente infectadas con S. aureus, lo que
consecuentemente se vio reflejado en un incremento en la expresién proteica y
translocacion al nacleo de NF-kB, conduciendo al aumento en la expresion
génica de las citoquinas IL-la y TNF-a. Sumado a esto, se observé un
incremento en el nimero de monocitos-macréfagos detectados en las GM de
ratones tratados con PG y desafiadas con S. aureus en relacion a las GM tratadas

con PG no infectadas.

1.5.5.3.2 Antecedentes de la inoculaciéon intramamaria de Panax ginseng en

bovinos

Trabajos previos han demostrado que la inoculacién IM de 3 mg/ml de
extracto de PG al momento de la interrupcién de la lactancia, estimul6é de
manera significativa la expresion de citoquinas proinflamatorias en leche y en
tejido mamario durante la primera semana de la involucion, junto a un
aumento en el RCS en leche, comportandose como un estimulante de las
defensas innatas (Baravalle y col., 2010; 2011a). Sumado a sus propiedades
como potenciador de la respuesta inmune innata en la GM bovina, se ha

demostrado que la aplicacion IM de PG, estimul6 la remodelacion del tejido
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mamario, aumentando en forma significativa la apoptosis de las células
epiteliales y estromales (Dallard y col., 2011) y modificando la expresién génica
y proteica de componentes de la familia del factor de crecimiento anédlogo a
insulina (IGF) (Dallard y col.,, 2011; 2013) lo cual contribuiria a acelerar el
proceso de involucién de la GM bovina. El mecanismo exacto por el cual PG
estimula la inmunidad innata es desconocido. Sin embargo, en trabajos previos
se demostr6 que las células epiteliales y estromales mamarias bovinas
responden a los componentes de PG, aumentando la expresion génica de los
receptores tipo toll (TLR2 y TLR4) y la expresion de proteinas. Ademas, se
observ6 la activacion del factor de diferenciacion mieloide (MyD88) y la
activacion de NF-«xB en el tejido mamario tratado con PG (Baravalle y col.,,
2015). Estos resultados proporcionan una alternativa de los posibles
mecanismos mediante los cuales PG estimula la inmunidad innata durante la
involucién de la GM bovina. Sin embargo, se necesitan mas estudios para
evaluar el efecto del extracto PG en la reduccién de nuevas IIM en la GM

bovina o controlar las infecciones existentes durante el periodo de secado.
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2.1 HIPOTESIS GENERAL

Los ginsenodsidos u otros componentes de la raiz de PG inoculados por via
intramamaria al momento de la interrupcién de la lactancia, estimulan la
respuesta inmune innata por parte del hospedador mediante su reconocimiento
por receptores tipo toll, generando activacién celular y posterior secrecion de
citoquinas, lo cual tendria influencia sobre la prevenciéon de IIM durante el

periodo de involucion.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos de un extracto de PG como MRI y esclarecer su
mecanismo de acciéon in vitro en cultivos de células bovinas. Asimismo, se
propone evaluar la eficacia del compuesto, en combinacién con antibiéticos,
para eliminar y prevenir nuevas IIM durante el periodo de involuciéon mamaria

y su efecto sobre la produccion de leche en la lactancia siguiente.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Caracterizar la respuesta inmune inducida, la expresion de receptores
de reconocimiento tipo foll (TLR2/TLR4) y proteinas intervinientes en la
cascada de sefializacion intracelular, en cultivos de macréfagos provenientes de
secrecion mamaria y células epiteliales mamarias bovinas (MAC-T), luego del
tratamiento con extracto de PG.

B) Evaluar in vitro el estado de activacion de macréfagos y células
epiteliales mamarias bovinas luego del tratamiento con PG y determinar si
TLR2 y/o TLR4 intervienen en la activacion mediante ensayos de inhibicién de
los mismos.

C) Evaluar si el extracto de PG modifica la adherencia e internalizacién de

cepas de Staphylococcus aureus en MAC-T.
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D) Evaluar el efecto de PG sobre la capacidad fagocitica y activaciéon de
macréfagos obtenidos de secrecién mamaria bovina.

E) Evaluar mediante la realizaciéon de pruebas de campo con bovinos en
produccion, la eficacia del extracto de PG como un agente auxiliar de la terapia
de vaca seca, administrado en combinacién con un antimicrobiano, para
eliminar IIM presentes al momento del inicio del periodo de secado y prevenir
nuevas I[IM durante esta etapa. Asimismo, evaluar el efecto sobre la producciéon

de leche en la lactancia siguiente.
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3.1 PREPARACION DE Panax ginseng

Se utilizé un extracto seco de PG, conteniendo saponinas equivalentes a
27% expresados como ginsendsido Rgl (lote N° 27988/2, Indena SPA, Milan,
Italia). La solucién stock fue preparada disolviendo el extracto en soluciéon
salina (0,89%) para llegar a una concentracién final de 50 mg de extracto de
PG/ml. Esta solucién fue esterilizada por filtracion (0,22 pM), controlada
microbiolégicamente y diluida de acuerdo a las concentraciones de trabajo
requeridas para cada ensayo.

Para descartar la posibilidad de contaminacion con endotoxinas
bacterianas todas las soluciones fueron testeadas con un kit comercial de lisado

de amebocitos de Limulus (Associates of Cape Cod Inc., MA, EEUU).

3.2 CULTIVOS CELULARES

3.2.1 Células epiteliales

Se utiliz6 la linea célular MAC-T (Transformed mammary epithelial cells)
proveniente de células epiteliales alveolares mamarias bovinas transfectadas
con SV-40 (Hyunh y col., 1991). Las MAC-T se cultivaron en frascos de cultivo
de 175 cm? con medio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco BRL,
Grand Island, NY) suplementado con suero fetal bovino inactivado por calor al
10% (Gibco BRL), insulina (5 pg/ml), hidrocortisona (1 pg/ml), penicilina (100
U/ml) y sulfato de estreptomicina (100 pg/ml) (Sigma-Aldrich, Misuri, EEUU).
Las células se mantuvieron a 37°C en atmosfera humeda de COz al 5% y el
medio de cultivo se renové cada 48 hs. Cuando las MAC-T alcanzaron el 80-
90% de confluencia, fueron cultivadas en placas de 96 pocillos
(2x10% cél./pocillo) y 24 pocillos (2 x 10> cél./pocillo) dependiendo del ensayo
a realizar y mantenidas a 37°C, 5% COz por 24 hs hasta el tratamiento con

diferentes concentraciones de PG. Los ensayos con estas células se realizaron
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siguiendo protocolos empleados en trabajos previos por miembros del grupo

(Calvinho y col., 1996; Renna y col., 2014).

3.2.2 Macroéfagos

Los macréfagos se aislaron de secreciones mamarias provenientes de
vacas Holstein con 10-14 dias de involucién mamaria y cuartos mamarios libres
de infeccion de los establecimientos experimentales “Escuela de Agricultura,
Ganaderia y Granja (EAGG)-UNL” de Esperanza, Santa Fe y de la Estacién
Experimental Agropecuaria Rafaela (E.E.A Rafaela, INTA). Aproximadamente
25 ml de secrecién mamaria se diluyeron 1:2 con PBS 1X (Anexo I) y se
centrifugaron a 400 g durante 10 minutos a 4°C usando una centrifuga de alta
capacidad (RC6 plus, Sorvall, Thermo Fisher Scientificc MA, EEUU), luego la
grasa fue cuidadosamente eliminada y el sedimento se lavé dos veces con PBS
1X y se centrifugé a 400 g durante 10 minutos. Se determino la viabilidad de las
células aisladas con azul de tripan y se resuspendio6 el contenido celular en una
concentracion de 1x106 células viables/ml con medio RPMI completo
(AnexoI). Posteriormente fueron cultivados en placas de 96 pocillos
(5 x 105 cél./pocillo) y 24 pocillos (2 x 100 cél. / pocillo) segtn el requerimiento de
cada ensayo. A las 2 hs se realizé un lavado con PBS 1X con el fin de retirar
restos de grasa y células no adheridas y luego fueron mantenidos a 37°C, 5%

COz por 24 hs, hasta el tratamiento con diferentes concentraciones de PG.

3.3 ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR

Con el objetivo de evaluar si el extracto PG generaba algin efecto
citotoxico sobre MAC-T y macréfagos aislados de secrecion mamaria, se
realizaron ensayos de viabilidad celular utilizando un kit XTT comercial (Cell
Proliferation Kit II- XTT, Roche, Basilea, Suiza). El XTT es un derivado de sales
de tetrazolio que mide la viabilidad celular basada en la actividad de las
enzimas mitocondriales en células vivas que reducen el XTT y se inactivan poco
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después de la muerte celular. El XTT se reduce facilmente a un producto de
color naranja altamente soluble en agua el cual es proporcional al ntimero de
células vivas en la muestra y se puede cuantificar midiendo su absorbancia.

Células MACT (2x10% cél./pocillo) y macrofagos (5x10° cél./pocillo)
fueron expuestos a 3 concentraciones de PG (0,5, 1 y 3 mg/ml). Luego de las 2, 8
y 24 hs pt en el caso de MAC-T y 24 hs pt en el caso de macréfagos (tiempo
seleccionado luego de exponer las MAC-T durante 24 hs a PG y no evidenciar
efecto citotoxico), los cultivos se trataron con la combinacién de XTT Labeling
Reagent y Electron Coupling Reagent para luego de 2 hs leer la absorbancia a una
longitud de onda de 450 nm en espectrofotometro (Microplate Reader,
SPECTROstarNaro, BGM/LABTECH, Ortemberg, Alemania). Paralelamente se
mantuvieron células sin exposicién al PG como control (sin PG=0 mg/ml).
Cada condicién se realizé por triplicado y se llevaron a cabo tres ensayos en
forma independiente.

Las diferencias entre los grupos se evaluaron mediante andlisis de
varianza de una via (ANOVA), seguido del Test de Duncan como prueba de
comparacion madaltiple. Los supuestos del ANOVA, como normalidad de la
distribuciéon y homogeneidad de varianzas se comprobaron por los Test de
Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente. Valores de p<0,05 fueron

considerados estadisticamente significativos.

3.4 CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA INMUNE
INDUCIDA POR Panax ginseng

3.4.1 Disefio experimental

Para la caracterizacion de la respuesta inmune inducida en células bovinas
tratadas con PG se utiliz6 placa de 24 pocillos, en ellas las MAC-T
(2x 10> cél./pocillo) fueron cultivadas con medio de cultivo suplementado con

diferentes concentraciones de PG (0,5, 1 y 3 mg/ml), mientras que los
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macréfagos (2x 106 cél./pocillo) fueron cultivados con 3 mg/ml de PG
(concentracién seleccionada luego de evidenciar la respuesta generada en
MAC-T y considerando los resultados previos obtenidos por el grupo de trabajo
donde utilizaron esta concentraciéon). En ambos casos, células cultivadas sin PG
se mantuvieron como grupo control. A las 2, 6, 12 y 24 hs luego del tratamiento
con PG se recolectaron los sobrenadantes para analizar la produccién de
citoquinas por inmunoensayo enzimatico y las células fueron tratadas con
Trizol para extraer el ARN total, y luego realizar la Reaccién en cadena de la

Polimerasa (PCR) en tiempo real.

3.4.2 Determinaciéon de los niveles de expresiéon génica de receptores de
reconocimiento (TLR2 y TLR4), factor de transcripcion (NF-xB), y citoquinas
(IL-6, IL-8, TNF-a e IL-1p) por PCR en tiempo real.

3.4.2.1 Extraccion de ARN total de células eucariotas

La extraccion de ARN total, en MAC-T y macréfagos tratados con
diferentes concentraciones de PG se realiz6 mediante la metodologia de
Trizol ®LS Reagent (Invitrogen ™, Thermo Fisher Scientific) a partir de 3
pocillos conteniendo las células de cada condicién (placa de 24 pocillos) y
siguiendo la metodologia propuesta por el proveedor. Para favorecer la
precipitacion del ARN total se utiliz6 Glyco Blue ™ Coprecipitant (Invitrogen
™, Thermo Fisher Scientific). Previa evaluacién de la integridad, pureza y
concentraciéon de ARN mediante espectrofotometria (SPECTROstarNaro, BGM/
LABTECH), las muestras se conservaron a -80°C hasta la realizaciéon de la

transcripcion reversa.
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3.4.2.2 Obtencién del ADNcopia (ADNc) mediante transcripcion reversa (RT)

El ARN fue tratado con desoxirribonucleasa (DNasa) a los efectos de
eliminar posibles contaminaciones con ADN genémico y se llevé a cabo la
retrotranscripcion del mismo a ADNc mediante la técnica de RT.

Para el tratamiento con DNasa, la composiciéon final del medio de
reaccion fue: ARN (cantidad constante de 2 ug), buffer de la enzima DNasa I
(2 ul), enzima DNasa I (2 pl) (PBL Productos Bio-Logicos, Bs As, Argentina) y
agua DEPC (0,1%) (cantidad suficiente para completar un volumen final de
reacciéon de 20 pl). Dicha reaccion se llevé a cabo incubando a 20°C durante 15
min, luego se inactivé la enzima con EDTA 25 mM y se incub6 15 min a 65°C.

Para la RT, las reacciones se llevaron a cabo agregando cantidades
constantes de ARN (previamente tratado con DNasa) a la mezcla de reaccion
conteniendo cebadores hexanucleé6tidos con secuencia al azar (1 pg/ul), dNTPs
(25 mM), buffer de reaccion para la enzima MMLV (5X First Strand Buffer),
DTT (100 mM), inhibidor de ribonucleasas (40 U/pl) (RNase Out) y la enzima
MMLV Reverse Transcriptase (200 U/pl). Los reactivos empleados fueron
provistos por Invitrogen™. Las reacciones se realizaron en un termociclador de
punto final (TECHNE TC-312, Stone, Reino Unido) utilizando un volumen final
de 40 pl. Las condiciones aplicadas para la RT fueron 10 min a 25°C para la
hibridacién, 50 min a 37°C para la sintesis del ADNc y 15 min a 70°C para la
inactivacion de la enzima.

Los ADNCc obtenidos se conservaron a -20°C hasta su posterior utilizacion,
y la cuantificacion de los mismos se realiz6 por espectrofotometria

(SPECTROstarNano, BGM/LABTECH).

3.4.2.3 Diseno de cebadores bovinos

Para evaluar los niveles de expresion de ARNm de receptores de la
inmunidad innata y de citoquinas se disefiaron cebadores especificos para los

genes que codifican para dichas proteinas.
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Los cebadores fueron disefiados on-line empleando la pagina Integrated
DNA Technologies [http:/www.idtdna.com/site y la herramienta para dicho
disefio propuesta en Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), Primer Designing
Tool [http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/]. Para su disefio, se
tuvo en cuenta el tamafio del amplicon, la ubicaciéon de cada cebador en la
hebra molde, la secuencia, la temperatura de hibridacién (o temperatura de
annealing, Ta), el porcentaje CG y la formacion de heterodimeros,

homodimeros y hairpins. Los cebadores utilizados se muestran en la tabla 1.

Temperatura de

Cebador Secuencia cebador 5' a 3' N°acceso NCBI | Tamafio amplicén (pb) | . .

hibridacién (°C)
TLR2 S: CGATGACTACCGCTGTGACTC NM. 174197.2 o4 58
AS: CCTTCCTGGGCTTCCTCTT

TLR4 S: AGCTTCAACCGTATCATGGCCTCT AY634630 213 53
AS: ACTAAGCACTGGCATGTCCTCCAT

NE-<B S: GCTGAGTTGAGAGAGAGTAACC NMO01076409 1 111 6
AS: CTTTCTGTTGTCACTGCTGC

L6 S: GATGCAGTCTTCAAACGAGTGGGT X57317 163 56
AS: AGGTTTCTGACCAGAGGAGGGAAT

1.8 S: ACACATTCCACACCTTTCC AF232704.1 184 60
AS: CTTGCTTCTCAGCTCTCTTC

TNF-q S: GCTTTACCTCATCTACTCACAG EU276079 1 133 6
AS: CTTGATGGCAGACAGGATG

IL-1p S: AGTCTGTCCTGTACCCTAAC NM._174093.1 113 61
AS: GAGAGGGTTTCCATTCTGAAG

B-actina 5: CCCAACCGCTCATTGEC BT030480.1 290 60
AS: ACCCACACTGTGCCCATCTA

S: sentido, AS: antisentido, pb: pares de bases.

TABLA 1. Cebadores utilizados para determinar niveles de expresién génica de receptores, factor de

transcripcién y citoquinas de la inmunidad innata.

3.4.2.4 Reaccion en cadena de la Polimerasa de punto final (PCR)

En primera instancia, tanto como para evaluar la obtencién de ADNC,
como para verificar la capacidad de hibridacién para cada par de cebadores
disefiados, se realiz6 una PCR de punto final. Brevemente, cada PCR se llevo a
cabo resuspendiendo el ADNc en una mezcla de reacciéon conteniendo buffer
Taq 10X (50 mM KCI; 20 mM Tris-HCL, pH 8,4), ChbMg (1,5 mM), dNTPs (25
mM), cebador sentido (20 pM), cebador antisentido (20 pM), Taq polimerasa (5
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U/pl) y agua DEPC (0,1%) hasta completar un volumen final de 25 pl. Los
reactivos empleados fueron provistos por Invitrogen™. Los protocolos finales
utilizados fueron:
e Desnaturalizacién inicial a 94 °C durante 3 min.
e 35 ciclos de desnaturalizacién 94°C por 45 seg, hibridacién: 58°C
(TLR2), 58°C (TLR4), 62°C (NF-xB), 56°C (IL-6), 60°C (IL-8), 62°C
(TNF-a), 61°C (IL-1p) y 60°C (B-actina) durante 30 seg, y extensiéon

a 72°C durante 1 min 30 seg.
e Extension final 72°C por 10 min.

Todas las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador TECHNE TC-
312. Al mismo tiempo, se amplific6 un control positivo (formado por ADNc
proveniente de un pool de muestras de ganglio bovino provenientes de
frigorifico) para evaluar la efectividad de la técnica y un control negativo (agua
DEPC) para chequear el funcionamiento de los reactivos empleados. Los
productos obtenidos de las PCR fueron sembrados y visualizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% conteniendo solucién tamponada TAE 1X
(Anexo I) y colorante de acidos nucleicos Gel Red 1X (Biotium, CA, EEUU).
Paralelamente a las muestras, se sembré 1 pl del marcador de pares de bases
(Ladder 100 pb, PBL Productos Bio-Légicos) con el objetivo de determinar la
correspondencia del producto amplificado con el tamafio molecular (Tabla 1).
Las bandas obtenidas se visualizaron en el gel bajo luz UV de un

transiluminador (Labnet, Edison, EEUU).

3.4.2.5 Reaccion en cadena de la Polimerasa en tiempo real (Real time)

Se realiz6 PCR en tiempo real utilizando SYBR Green I (Invitrogen™)
(Ptaffl, 2001) en el termociclador de tiempo real StepOne Applied Biosystems
(Life Technology, California, EEUU). Los genes evaluados en MAC-T fueron
TLR4, NF-«B, IL-6 y TNF-a, IL-1f3. Con respecto a TLR2 e IL-8 en estas células,
no se logré optimizar las condiciones de PCR en tiempo real al momento de

presentar el manuscrito de tesis para su evaluacion. Los genes evaluados en
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macréfagos fueron TLR2, TLR4, NF-«B, IL-6, IL-8, TNF-a e IL-1p. Para evaluar
la eficiencia (E) de reaccién, se realizaron las curvas estdndares
correspondientes a cada uno de los genes a analizar. Se realizaron diluciones
seriadas del ADNc, por duplicado, las cuales fueron corridas en el
termociclador de tiempo real StepOne. Al mismo tiempo, se amplificé un
control negativo, también por duplicado, en el cual se reemplazé el ADNc por
agua DEPC estéril. Una vez finalizada la reaccion, se confeccioné una recta con
los valores obtenidos para cada dilucién, cuya pendiente indica la eficiencia (E)
de la reacciéon. También se determind el valor umbral (threshold), el rango
dindmico y la concentracién de ADNc mas apropiada para llevar a cabo la
cuantificacion posterior de las muestras.
Los protocolos finales utilizados fueron:

e Desnaturalizacién inicial 98°C por 3 min.

e 40 ciclos de desnaturalizacién a 98°C por 5 seg, hibridacién a 58°C
por 20 seg (TLR2), 58°C por 15 seg (TLR4), 62°C por 30 seg (NF-kB),
56°C por 15 seg (IL-6), 60°C por 25 seg (IL-8), 62°C por 25 seg (TNF-
a), 61°C por 30 seg (IL-1P) y 60°C por 15 seg (p-actina), extensién a
72°C por 20 seg.

e Lectura de fluorescencia a 70°C.

Cada reaccion de PCR se llevé a cabo en un volumen final de 20 pl
conteniendo 4 pl de ADNc y 16 pl de una mezcla de reaccion: buffer Phire 5X,
MgClI2 (50 mM), dNTPs (25 mM), cebador sentido (20 pM), cebador antisentido
(20 pM), SYBR Green I y ADN Polimerasa Phire Hot Start II, llevando a
volumen con agua DEPC. Los reactivos empleados fueron provistos por
Invitrogen™. Todas las muestras se corrieron por duplicado y paralelamente se
corri6 una muestra control correspondiente a una de las diluciones realizadas
para cada una de las curvas estandares con el objetivo de verificar la eficiencia
de cada corrida y un control negativo. La cuantificacién de las muestras se
realiz6 utilizando el método Ct comparativo (2-244Ct) usando PB-actina como gen

de referencia o normalizador (Livak y Schmittgen, 2001).
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Se aplic6 el Modelo Lineal General para el anélisis estadistico. A través de
este modelo se evaluaron los efectos principales del tratamiento, del tiempo de
muestreo y de la interaccién entre ambos factores (tratamiento*tiempo).
Cuando la interaccion fue significativa se realiz6 el Test de Duncan para
comparar medias individuales. Valores de p<0,05 fueron considerados

estadisticamente significativos.

3.4.3 Cuantificaciéon de citoquinas (IL-1f, IL-6 e IL-4) por inmunoensayo

enzimatico (ELISA)

Las concentraciones de IL-1p, IL-6 e IL-4 en los sobrenadantes de MAC-T
tratadas con diferentes concentraciones de PG para los distintos tiempos de
incubacioén se cuantificaron utilizando kits de ELISA comerciales (IL-1p bovina,
IL-6 bovina, IL-4 bovina, Thermo Scientific Inc., Rockford, EEUU) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

La placa se sensibilizé durante la noche con el anticuerpo de captura y se
bloqued con solucién de bloqueo (Anexo I). En los pocillos correspondientes se
colocaron las muestras de sobrenadantes por duplicado y se incubaron a
temperatura ambiente (TA) durante una hora (IL-1P e IL-6) o una hora y media
(IL-4). Para realizar la cuantificacion, se realiz6é una curva estandar a partir de
una concentracion conocida de cada citoquina (IL-1B: 4000 pg/ml, IL-6: 5000
pg/ml, IL-4: 1000 pg/ml). Luego de sucesivos lavados con buffer de lavado
(Anexo I), se incub6 con el anticuerpo de deteccion durante 1 h a TA.
Posteriormente, se realizaron sucesivos lavados y se incub6é con peroxidasa-
estreptavidina durante 30 min a TA. La reaccién fue evidenciada mediante la
incubacién con el cromégeno (TMB) durante 20 minutos, y luego detenida con
TMB solucién de frenado. Las lecturas se realizaron a 450 nm en un lector de
ELISA (SPECTROstarNaro, BGM/LABTECH).

Para el analisis estadistico de los resultados se aplic6 el Modelo Lineal
General, seguido del Test de Duncan como prueba de comparacién madaltiple.

Valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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3.4.4 Determinacidn intracelular de IL-4 por citometria de flujo

Considerando los resultados obtenidos por la técnica de ELISA, y que no
existen en la bibliografia estudios previos que constaten que las células
epiteliales mamarias bovinas sintetizan IL-4, la produccién intracelular de esta
citoquina en MAC-T fue evaluada por citometria de flujo.

Las células fueron incubadas en placas de 24 pocillos (2 x 10> cél./pocillo)
por 24 hs a 37°C, 5% COz con PG (3 mg/ml) y sin PG (control-basal). El control
positivo de la producciéon de citoquinas se realizé colocando a determinados
pocillos 50 ng/ml forbol-12-miristato-13-acetato (PMA, Sigma-Aldrich) mas 1
pg/ml de ionomicina (lo, Sigma-Aldrich), aplicindose este estimulo en las
tltimas 6 horas del cultivo. A su vez, un inhibidor del transporte de proteinas
que contiene monensina (BD GolgiStop™, BD Biosciences, Franklin Lakes, New
Jersey, EEUU) se aplic6 a todas las condiciones con el objetivo de acumular la
producciéon de citoquina dentro de la célula.

Las MAC-T fueron tratadas con 0,25% de tripsina, 0,1% EDTA vy
recolectadas en tubos de 1,5 ml. Previamente a la marcacion las células fueron
tijadas y permeabilizadas con LEUCOPERM™ (Bio-Rad Laboratories,
California, EEUU) y marcadas por 1 h con un anticuerpo monoclonal anti-IL-4
conjugado con FITC (8 png/ml) o con el control de isotipo (Bio-Rad Laboratories)
sobre hielo y en la oscuridad. Finalmente las células fueron lavadas con FACS
(Anexo I) y resuspendidas en fluido de enfoque (Attune®, Life Technology)
para adquirir por citoémetro de flujo (Attune NxT, Life Technology). Se analiz6
el porcentaje de MAC-T IL-4+ mediante el software Flow]Jo (Tree Star, Ashland,
OR, EEUU).

Se aplico el ANOVA, seguido del Test de Duncan como prueba de
comparacion mdultiple. Los supuestos del ANOVA, como normalidad de la
distribuciéon y homogeneidad de varianzas se comprobaron por los Test de
Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente. Valores de p<0,05 fueron

considerados estadisticamente significativos.
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3.5 SILENCIAMIENTO GENICO DE TLR2 y TLR4

Uno de los avances mds importantes en biologia ha sido el descubrimiento
de los pequefios ARN de interferencia (siARN), capaces de regular la expresion
de los genes mediante un fenémeno conocido como ARNi (ARN de
interferencia). El silenciamiento génico se da por la interacciéon de complejos
enzimadticos en el citoplasma con pequefias moléculas de siRNA, las cuales,
acttian sobre el ARNm endégeno impidiendo que sea traducido a proteina (Fire
y col. 1998, Carthew y Sontheimer, 2009).

Con la finalidad de determinar si TLR2 y/o TLR4 intervienen en la
activacion de macréfagos luego del tratamiento con PG se comenzé con la
puesta a punto de la metodologia de silenciamiento génico mediante siARN
para ambos receptores. Se realizaron numerosos ensayos preliminares para
evaluar la viabilidad de los macréfagos en presencia de siARN, las
concentraciones de siARNs adecuadas, los correspondientes controles de
técnica a utilizar y los tiempos en contacto de las células con siARNs que

generaren el mayor silenciamiento de los receptores evaluados.
3.5.1 Cultivos celulares

Macrofagos provenientes de secreciones mamarias de 10-14 dias de
involucion, obtenidos como se detalla previamente en el punto 3.2.2, fueron
cultivados a 37°C, 5% COz por 2 hs en placa de 24 y 96 pocillos (segun el

ensayo) en medio RPMI suplementado con gentamicina 200 ug/ml.

3.5.2 Ensayos de viabilidad celular

Con el objetivo de evaluar si los siARNs generaban citotoxicidad sobre los
macrofagos, se realizaron ensayos de viabilidad celular utilizando un kit de

XTT comercial (Cell Proliferation Kit 1I- XTT, Roche).
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Para ello, cuando los cultivos de macréfagos dispuestos en placas de 96
pocillos (5 x 105cél./pocillo) lograron la adherencia a la placa (2 hs), se
incubaron con las mezclas de siARN mas lipofectamina (Lipofectamine®
RNAIMAX, Invitrogen ™, Thermo Fisher Scientific) (segtin especificaciones
técnicas del proveedor) y se mantuvieron en contacto durante 48 horas.
Transcurrido este periodo, las células fueron tratadas con la combinacién de
XTT Labeling Reagent y Electron Coupling Reagent. Luego de 2 hs se ley¢ la
absorbancia a una longitud de onda de 450 nm en espectrofotémetro
(SPECTROstarNano, BGM/LABTECH). Las condiciones que se evaluaron
fueron: 75 nM siARN TLR2, 75 nM siARN TLR4, 75 nM siControl negativo (1),
75 nM siControl negativo (2) y células sin tratamiento (basales). El detalle de los
siARNs utilizados se muestra en la tabla2. Cada condicién se realizé por
triplicado y se llevaron a cabo tres ensayos en forma independiente.

Las diferencias entre los grupos se evaluaron mediante ANOVA, los
supuestos de normalidad de la distribuciéon y homogeneidad de varianzas se
comprobaron por los test de Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente.
Posteriormente, se realiz6 el test de Duncan para identificar cuales grupos

diferian entre si en forma significativa. El nivel de significancia se fijé en p<0,05.

siARN Secuencia cebador 5' a 3' Proveedor

S: GGACAGAAUUAGACACCUAUU
siARN TLR2 Thermo Fisher Scientific
AS: UAGGUGUCUAAUUCUGUCCUU

S: GAGUAUAUCUUUAGGAAGUUU
siARN TLR4 Thermo Fisher Scientific
AS: ACUUCCUAAAGAUAUACUCUU

siControl Ambion® (Th Fish
. Silencer™ Negative Control No. 1 siRNA mbton ( <::‘r'mo 1sher
negativo (1) Scientific).
siControl ) ) o
AllStars Negative Control siRNA Qiagen™ (Tecnolab)

negativo (2)

S: sentido, AS: antisentido

TABLA 2. siARNSs y siControl negativo (1 y 2) utilizados en los ensayos de silenciamiento génico de
receptores tipo Toll.
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3.5.3 Ensayos para la puesta a punto de la metodologia de silenciamiento

génico en macrofagos bovinos mediante siARN

Todos los ensayos y sus variables se realizaron siguiendo la metodologia
general que se describe a continuaciéon. Brevemente, una vez que las células
(2 x 106 macréfagos/pocillo) en medio de cultivo RPMI y libre de antibiético
lograron adherirse a la placa (2 hs), fueron tratadas con una mezcla de
lipofectamina (Invitrogen TM), mas siARNs (TLR2 y TLR4) o con los siControl
negativo (1 y 2) (Tabla 2) en medio de cultivo Opti-MEM® (Gibco BRL),
siguiendo las indicaciones del proveedor. Las células cultivadas sin siARN se
comportaron como grupo control (basales). Luego de transcurridas 24/48 hs las
células fueron tratadas con Trizol para extraer el ARN total siguiendo la

metodologia descripta en el punto 3.4.2.1 de esta seccion.

3.5.3.1 Retrotranscripcién y Reaccién en Cadena de la Polimerasa

La puesta a punto del silenciamiento de TLR2 y TLR4 se llev6é a cabo
mediante la evaluacién de los niveles transcripcionales de sus genes. Para ello, a
partir de los ARNSs extraidos se realizé RT-PCR en tiempo real para TLR2, TLR4
y B-actina como gen normalizador (Tabla 1). Las metodologias utilizadas fueron
las descriptas anteriormente en el punto 3.4.2.2 (RT) y 3.4.2.5 (PCR en tiempo
real) de esta seccion.

La cuantificacion de las muestras se realizé utilizando el método Ct
comparativo (2-2A¢t). El porcentaje de silenciamiento y las comparaciones con
los siControl negativo (1 y 2) se realizaron en base a las siguientes relaciones:

*células silenciadas/células sin tratar (basales)

*células tratadas con siControl negativo/células sin tratar (basales)

A continuacion se detallan tres ensayos realizados para determinar las
condiciones 6ptimas de silenciamiento para TLR2 y TLR4. En todos los ensayos

se mantuvieron células sin tratamiento como grupo basal.
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3.5.3.1.1 Determinacion de la concentracion adecuada de siARN

En una primera instancia, se probaron diferentes concentraciones de
siARN: 50, 75, 100 nM, para los siARNs TLR2, TLR4 y siControl negativo (1). El
silenciamiento se realiz6 durante 48 hs siguiendo la metodologia general

descripta en el punto 3.5.3 de esta seccion.

3.5.3.1.2 Evaluacién del siControl negativo adecuado y el tiempo de

silenciamiento

En una segunda instancia y considerando los resultados del ensayo 1, en el
ensayo 2, se evalu6 la concentraciéon de 75 nM para ambos siARNs (TLR2 y
TLR4) y se compararon los siControl negativo (1 y 2) (Tabla 2). Por otro lado,
como el objetivo del silenciamiento en este trabajo fue analizar el efecto de PG
en células silenciadas, y teniendo en cuenta que las células debian estar en
contacto con PG por 24 hs, se modifico el tiempo de silenciamiento de 48 hs a

24 hs.

3.5.3.1.3 Silenciamiento génico y tratamiento con Panax ginseng

En este ensayo, para ambos genes (TLR2 y TLR4), se emple6 la
concentraciéon de siARN de 75 nM, el siControl negativo (1) y el silenciamiento
se realiz6 por 24 hs. Transcurrido este tiempo, se retir6 el medio de cultivo con
los siARNSs y las células se incubaron con 3 mg/ml de PG en medio de cultivo
RPMI completo (Anexo I) durante 24 hs. Para evaluar si el silenciamiento
permanecia activo luego de 24 hs de retirar los siARNSs, pocillos sin PG se
mantuvieron durante esas 24 hs y se trataron de la misma manera que los

pocillos con PG.

Cabe aclarar que de los ensayos para la puesta a punto de la metodologia

de silenciamiento génico no se ha realizado el andlisis estadistico
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correspondiente por contar con valores de un ensayo hasta el momento de

presentar el manuscrito para su evaluacion.

3.6 EFECTO DE Panax ginseng SOBRE LA INTERNALIZACION
DE Staphylococcus aureus A MAC-T

3.6.1 Preparacion de los indculos

En forma previa a las curvas de crecimiento y los ensayos de
internalizacion se realiz6 la puesta a punto y recuento en placa de las unidades
formadoras de colonia (UFC) de las dos cepas bacterianas a emplear; la cepa de
referencia Newbould 305 (ATCC 29740) la cual induce experimentalmente y de
forma reproducible mastitis crénicas con sintomas leves (Hensen y col, 2000;
Bannerman y col., 2004; Bouchard y col., 2012) y la cepa 5011, esta tltima
aislada de una vaca con mastitis subclinica persistente, con alta adaptacion a la
GM bovina y con alta capacidad para invadir las CEM utilizada en ensayos
previos por miembros del grupo (Pereyra y col., 2016).

Para realizar esta determinacion las cepas de S. aureus conservadas a -80°C
fueron reactivadas mediante el sembrado de estria en medio agar base (Anexo
I) durante 24 hs. Al dia siguiente, se tomaron con el ansa estéril tres colonias y
se descargaron en 60 pl de TSC (Tripteina Soya Caldo) (Anexo I), luego se
tomaron 20 pl de esa suspension y se sembraron en otros 5 ml de caldo TSC, el
cual se incub6 a 37°C en agitacién constante de 150 rpm. Transcurridas 16 hs, se
tomaron 50 pl de la suspensién y se sembraron en 4950 pl de TSC, que se incub6
durante 2 hs a 37°C en agitaciéon constante de 150 rpm. Posteriormente se
realizaron diluciones seriadas en base 10 y se tomaron 20 pl de las tltimas
cuatro diluciones que fueron sembradas por duplicado en placas de agar
manitol salado (Anexo I) e incubadas en estufa a 37°C por 24 hs. Los recuentos

de las UFC se realizaron en las diluciones donde fue posible contar entre 30 y 40
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colonias. Se realizaron triplicados de cada dilucién y el ensayo se repitié 3

veces.

3.6.2 Curvas de crecimiento bacteriano

Para analizar si el extracto de PG modificaba la internalizaciéon de las
cepas de S. aureus en MAC-T, se comenzé por determinar si diferentes
concentraciones de PG adicionadas al medio de cultivo modificaban el
crecimiento bacteriano. Estos ensayos se llevaron a cabo mediante la realizacion
de curvas de crecimiento durante 24 hs de las dos cepas de S. aureus. Los
ensayos se realizaron en placas de microtitulacién de 96 pocillos y de acuerdo a
un patrén de distribucién de 2 grupos (uno por cada cepa) se colocaron en los
pocillos diferentes concentraciones de PG (0,5, 1y 3 mg/ml) diluidas en caldo
Mueller-Hinton (M-H) pH normal (7,2 - 7,4) y pH modificado (6,7, similar al de
la leche bovina) ajustado con HCl 1N (Anexo I). Los pocillos se inocularon en
una diluciéon 1/100 con las cepas de S. aureus a ensayar y a su vez, se dejaron
pocillos sin PG como control y pocillos blanco solo con caldo. Las lecturas de
densidades 6pticas (DO) a 630 nm se realizaron cada una hora en el equipo
Multi-Mode Microplate Reader Synergy TM HT (Biotek®, Vermont, EEUU)
durante 24 hs a una temperatura de 37°C. Cada condicién se hizo por duplicado
y se realizaron tres ensayos individuales.

El andlisis estadistico se llevé a cabo utilizando ANOVA factorial de
medidas repetidas, valores de p<0,001 fueron considerados estadisticamente
significativos. El Test de Duncan se utiliz6 como prueba de comparacion
multiple, en este, valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente

significativos.
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3.6.3 Ensayos de internalizacion

Se evalu6 el efecto de PG sobre la internalizacion de las cepas Newbould
305 (ATCC 29740) y cepa 5011 de S. aureus a las MAC-T. Los ensayos se
realizaron siguiendo la metodologia de Pereyra y col. (2016) con
modificaciones.

Previo a la infeccion con las cepas de S. aureus, las MAC-T fueron
cultivadas en placas de 24 pocillos (2x 105 cél./pocillo) con PG (0,5, 1y 3
mg/ml) en medio completo (Anexo I) por 24 hs, a su vez se dejaron células sin
PG como grupo control. Transcurridas las 24 hs del tratamiento, se extrajo el
medio con PG y se realiz6 el co-cultivo con las bacterias para lo cual se utiliz6
una Multiplicidad de Infeccion (MOI) de 100:1 bacterias por célula. La seleccion
de la MOI se realiz6 teniendo en cuenta resultados previos del grupo (Pereyra
y col., 2016). Luego de 2 hs de contacto de MAC-T con las bacterias en
condiciones de 37°C, 5% CO», las células fueron lavadas y tratadas con
300 ng/ml de gentamicina (Laboratorios Over SRL, Santa Fe, Argentina) en
medio de cultivo DMEM/RPMI 50/50 (Anexo I) por 2 hs, transcurrido este
lapso los sobrenadantes fueron recolectados y sembrados en agar manitol
salado para verificar la muerte de las bacterias no internalizadas. Luego de
sucesivos lavados con PBS 1X las células fueron lisadas con triton X-100
(Amersham, Arlington Heights, IL, EEUU) con el objetivo de liberar las
bacterias intracelulares. Al lisado de MAC-T conteniendo las bacterias se le
realiz6 diluciones seriadas en base 10 las cuales se sembraron en agar manitol
salado e incubaron a 37°C durante toda la noche para luego realizar el recuento
de UFC totales de bacterias segtin el método de recuento de colonias estdndar
(Miles y col. 1938). Las distintas condiciones de ensayo se realizaron por
triplicado y el experimento fue repetido tres veces. Los resultados se expresaron
como logio de UFC/ml de bacterias intracelulares recuperadas de MAC-T.

El efecto de PG sobre la internalizacion de S. aureus fue analizado
mediante  ANOVA. Los supuestos de normalidad de la distribuciéon y

homogeneidad de varianzas se comprobaron por los Test de Kolmogorov-
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Smirnov y Levene, respectivamente. Como prueba de comparaciones multiples
se utilizé el Test de Duncan. Valores de p<0,05 fueron considerados

estadisticamente significativos.

3.7 EFECTO DE Panax ginseng SOBRE LA CAPACIDAD
FAGOCITICA Y ACTIVACION DE MACROFAGOS

3.7.1 Ensayos de fagocitosis

Para evaluar el potencial efecto de PG sobre la actividad fagocitica en
macréfagos bovinos se realizaron ensayos de fagocitosis mediante citometria de
flujo usando dos cepas de S. aureus Newbould 305 y cepa 5011 (utilizada en los
ensayos de internalizacién) marcadas con isotiocianato de fluoresceina (FITC:
Fluorescein IsoTioCyanate).

La marcaciéon de las bacterias se realizé incubando durante 1 hora a
temperatura ambiente y ligera agitaciéon, 1 ml de PBS 1X conteniendo FITC (10
mg/ml en dimetilsulféxido) y 1x10° UFC/ml de ambas cepas bacterianas
(Renna y col., 2014). Luego de sucesivos lavados, las bacterias fueron
resuspendidas a volumen inicial con PBS 1X.

Los macréfagos aislados de secrecion mamaria detallado en el apartado
3.2.2 fueron colocados en tubos tipos eppendorf (1 x106cél./tubo) y luego
tratados con 3 mg/ml de PG en medio RPMI completo (Anexo I) o con medio
de cultivo solo (grupo control) por 2 hs en agitacion suave a 37°C. Luego del
tratamiento se extrajo el medio con PG y los macréfagos fueron incubados con
las cepas Newbould 305 o 5011 marcadas previamente con FITC en una MOI de
100:1 bacterias por célula a 37°C por 30 minutos. La fagocitosis se freno
adicionando CINa 0,85% /EDTA 0,04 %. Las células fueron centrifugadas a 400
g por 5 minutos, los sobrenadantes obtenidos fueron utilizados para la
determinacién de ON (6xido nitrico) y los pellets se resuspendieron en fluido
de enfoque (Attune®, Life Technology) para su adquisicion en el citémetro de

flujo Attune NxT Acoustic Focusing Cytometer A24860 (Life Technology).
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3.7.1.1 Seleccion de la poblacién de macréfagos y analisis de la fagocitosis

Previo al andlisis de los ensayos de fagocitosis y con el objetivo de
identificar la poblacién de macréfagos, un grupo de células fueron marcadas
con anti-CD14 (APC anti-human CD14, Clone M5E2, BioLegend®, CA, EEUU,
12 ug/ml) por 30 minutos en hielo y al abrigo de la luz. Luego de centrifugar y
resuspender el pellet en fluido de enfoque (Attune®, Life Technology) se
realiz6 la adquisicién por citometria de flujo (Attune NxT, Life Technology).

La poblaciéon de macréfagos se definié segtun los pardmetros de tamafo
(side scatter) y complejidad citoplasmatica (fordward scatter) como Region 1 (R1),
dentro de esta region se identificé la poblacion positiva para CD14 (R2) en la
cual se evalué el porcentaje de fagocitosis de macréfagos con bacterias
asociadas (adheridas y/o internalizadas) y el pardmetro de Intensidad de
Fluorescencia Media (IFM), este ultimo utilizado como una estimacion del
namero de bacterias asociadas por célula positiva (Zetterlund y col., 1998).

El anélisis de fagocitosis se realizé utilizando el software FlowJo (Tree
Star), y para el analisis estadistico se aplicé prueba t de Student para cada
bacteria por separado. Valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente

significativos.

3.7.2 Produccién de especies reactivas de oxigeno intracelular (ROS)

Como parametro de activacion de macréfagos frente a PG se evalud la
produccion de ROS intracelular mediante citometria de flujo usando
hidroetidina (HE) (Yang y Shen, 2007). Una vez completado el ensayo de
tagocitosis, los macréfagos destinados a este fin, se incubaron con HE (1 pM)
(Molecular Probes, Invitrogen ™) en PBS 1X durante 15 min a 37°C al abrigo de
la luz. La HE es una sonda no fluorescente, permeable a las células, que se
convierte en etidio por ROS (principalmente por el anidon superdxido) de una

manera dependiente de la concentracién, dando como resultado la emisiéon de
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fluorescencia, la cual se detecté por citometria de flujo (Attune NxT, Life
Technology) en el canal BL3 usando un filtro de paso de banda de 695/40 nm.
El analisis del porcentaje de macréfagos que producen ROS y la IFM (que
estima la cantidad de ROS producida por célula) se realiz6 mediante el
programa FlowJo (Tree Star). Para el anélisis estadistico de los datos se utilizé
la prueba t de Student y valores de p<0,05 fueron considerados

estadisticamente significativos.

3.7.3 Produccién de 6xido nitrico (ON)

Otro parametro indicador de activacion de macréfagos frente a PG que se
evalu6 fue la produccién de ON. Para ello, los sobrenadantes obtenidos de los
ensayos de fagocitosis fueron utilizados para determinar la concentraciéon de
ON. Las condiciones de tratamiento fueron las siguientes: macréfagos tratados
con 3 mg/ml de PG (Basal + PG); macréfagos sin tratamiento (Basal);
macrofagos tratados con 3 mg/ml de PG + cepas de S. aureus Newbould 305 o
5011 (Newbould 305 + PG o 5011 + PG); macroéfagos co-cultivados con las cepas
Newbould 305 o 5011 (Newbould 305 o 5011). Los sobrenadantes fueron
filtrados a través de una membrana 0,22 pM para luego evaluar la
concentracién de nitritos (NO.-) mediante la reaccion de Griess (Thermo Fisher
Scientific) tal como lo describen Denis y col. (2006) y Gutiérrez-Barrosoa y col.
(2008). El reactivo de Griess fue preparado antes de la mediciéon mezclando
iguales volimenes de la solucion A (10% sulfanilamida, 40% &cido fosférico) y
de la solucién B (1% N-(1-naftilo) dihidrocloruro de etilendiamina). Los niveles
de nitrito, indicativos de la produccién de ON, fueron evaluados con la lectura
de densidades opticas de cada muestra a 550 nm en un espectrofotémetro y
posterior comparacién con una curva estdndar de nitrito de sodio realizada en
forma conjunta con las muestras evaluadas (0,78-100 pM).

El analisis estadistico se llevo cabo utilizando ANOVA, seguido del Test
de Duncan como prueba de comparaciéon multiple. Los supuestos del ANOVA,

como normalidad de la distribucion y homogeneidad de varianzas se
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comprobaron por los Test de Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente.

Valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

3.8 EVALUACION DE LA EFICACIA DE Panax ginseng
MEDIANTE PRUEBAS DE CAMPO

Previo a las pruebas de campo en bovinos se realizaron ensayos de
microdilucion en placa para determinar el efecto de diferentes concentraciones
de PG sobre la concentracién inhibitoria minima (CIM) y concentraciéon
bactericida minima (CBM) de cefalexina. Este antibi6tico fue seleccionado para
la preparacion de las formulaciones de aplicacién IM que se administraron a
animales en producciéon al momento del secado porque es una cefalosporina de
primera generacién recomendada para el tratamiento de mastitis por cocos
gram positivos en general y esta indicada para el tratamiento de S. aureus que

pueden ser penicilino-resistentes (Pyorala S, 2009).

3.8.1 Ensayos de microdilucién en caldo

3.8.1.1 Preparacion del indculo

Para los ensayos de microdilucién en caldo se emplearon dos cepas de S.
aureus, una de referencia ATCC 29213 y otra de campo (cepa 17) aislada de
mastitis bovina. Las bacterias conservadas a -80°C fueron reactivadas mediante
el sembrado en estria en medio agar base y posterior incubacién durante 24 hs
en estufa a 37°C. Transcurrido ese tiempo se tomé con el ansa una colonia y se
descargd por las paredes de un tubo de vidrio conteniendo agua ultrapura
estéril, de esa manera se realizaron lecturas con un densitometro hasta obtener
una turbidez equivalente a una escala de 0,5 Mc Farland (concentracion
establecida de 1 x 108 UFC/ml). Se realizé una dilucién 1/10 (450 pl de agua
ultrapura con 50 pl de las suspension al 0,5 Mc Farland). Posteriormente a cada
pocillo se le inoculé 5 pl de la suspension bacteriana obteniendo una
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concentraciéon final de 5x 105 UFC/ml por pocillo. Para corroborar dicha
concentracién, se tomaron alicuotas de 10 pl de cada pocillo control y se
realizaron diluciones seriadas en base 10 que se sembraron por duplicado (20
pl) en placas de agar base. Tras la incubacion durante 24 hs se procedi6 a la
lectura de UFC totales de bacterias segtin el método de recuento de colonias

estandar de Miles y col. (1938).

3.8.1.2 Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de la cefalexina

Se evalu6 el efecto de PG sobre la CIM de la cefalexina utilizando la cepa
de referencia de S. aureus ATCC 29213 y la cepa 17 (aislada de mastitis bovina).
El ensayo se realiz6 en placas de fondo en U de 96 pocillos (12 columnas
numeradas del 1 al 12 x 8 filas con letras desde la A a la H). En cada una de las
dos primeras filas A y B se realizaron 11 diluciones seriadas en base 2 de la
cefalexina (Allignani Hermanos SRL, Santa Fe, Argentina) en caldo M-H sin PG
y un pocillo control (columna 12) de caldo sin antibi6tico. Con este esquema de
diluciones en la columna 1 se ubicé la concentracién mas alta del antibiético (64
png/ml) y en la columna 11 la més baja (0,0625 pg/ml). En las filas C y D se
adicion¢ al caldo PG en una concentraciéon de 0,5 mg/ml. Por otra parte, en las
tilas E y F, se adicion6 PG en una concentracién de 3 mg/ml. El volumen final
del caldo en cada pocillo fue de 100 ul.

La concentracion final del inéculo fue de 5x10° UFC/ml (Apartado
3.8.1.1). Ademds de los pocillos de control de crecimiento (pocillos sin
antibiotico), se prepararon controles negativos (caldo sin inocular). Tras la
incubacion de 24 hs se procedi6 a la lectura de los resultados visualmente y
mediante determinacién de DO por espectrofotometria en una longitud de
onda de 600 nm (Microplate Reader, SPECTROstarNaro, BGM / LABTECH). Se
determiné como CIM de la cefalexina a la menor concentracién del antibiético
en la cual no se observd crecimiento bacteriano a simple vista (botén de
crecimiento) luego de las 24 hs, a su vez dichos pocillos coincidian con valores

de DO menores a 1.
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El andlisis estadistico y las tablas que se muestran en resultados se
realizaron con los valores de DO. El efecto de PG sobre la CIM de la cefalexina
fue analizado mediante ANOVA, y posteriormente se realiz6 un Test de
Duncan para identificar cuales concentraciones diferian entre si en forma
significativa. Los supuestos del ANOVA, como normalidad de la distribucién y
homogeneidad de varianzas se comprobaron por los Test de Kolmogorov-
Smirnov y Levene, respectivamente. Valores de p<0,05 fueron considerados

estadisticamente significativos.

3.8.1.3 Concentracion Bactericida Minima (CBM) de la cefalexina

Se evalu6 el efecto de PG sobre la CBM de la cefalexina utilizando la cepa
de referencia de S. aureus ATCC 29213. Se cultivaron en agar base 20 ul de los
pocillos considerados CIM y aquellos sucesivos desde CIM hasta la fila 1
(pocillos con mayor concentracidon de antibiético), transcurridas 24 hs se realizé
la lectura visual de las UFC.

Se determin6é como CBM de la cefalexina a la menor concentracion del
antibidtico en la cual no se observoé crecimiento bacteriano luego de las 24 hs, en
otras palabras, la menor concentracién de antibidtico capaz de producir la
muerte de més del 99,9% de los organismos viables. La CBM se expresé en

ng/ml. Cada condicién se realizé por duplicado y los ensayos por triplicado.

3.8.2 Ensayos de eficacia de Panax ginseng mediante pruebas de campo

3.8.2.1 Animales

Se empled un total de 102 vacas Holstein en produccién pertenecientes al
rodeo experimental de la Escuela de Agricultura, Ganaderia y Granja (EAGG -
UNL) de Esperanza, Santa Fe y al rodeo experimental de la Estacion
Experimental Agropecuaria de Rafaela (INTA), mantenidas bajo un régimen de

pastoreo de alfalfa, recibiendo concentrados en la sala de ordefio (6 kg
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divididos en los dos ordefios diarios). Las lactancias fueron interrumpidas entre
45y 60 dias antes de la fecha probable de parto, en dicho periodo de secado, los
animales fueron alojados en potreros destinados a tal categoria, para luego ser
alojados en corrales de pre-parto. Luego de 12 hs del parto las vacas fueron

incorporadas al rodeo general.

3.8.2.2 Disefio experimental

El total de los animales (n=102) fueron divididos al azar en dos grupos
experimentales. La unidad experimental fue el cuarto mamario (n=432). A cada
grupo se le asigné un tratamiento diferente al momento de la interrupcion de la
lactancia (secado):

e Grupo 1: vacas tratadas en los cuatro cuartos con una preparacion
antibidtica de aplicacion IM conteniendo cefalexina (100 mg por
jeringa de 10 ml en un vehiculo oleoso de liberacion lenta).

e Grupo 2: vacas tratadas en los cuatro cuartos con una preparaciéon
de aplicacién IM conteniendo 3 mg/ml de PG en un vehiculo
hidrosoluble de liberacién rapida (volumen final 10 ml), mas la
preparacion antibiética de aplicacion IM conteniendo cefalexina
igual al grupo 1.

La concentraciéon de 3 mg/ml de PG fue elegida teniendo en cuenta
trabajos previos realizados por el grupo (Baravalle y col. 2010, 2011, 2015).

Las formulaciones de aplicacion IM fueron elaboradas bajo estrictas

normas de calidad y provistas por el Laboratorio Allignani Hermanos S.R.L.

3.8.2.2.1 Toma y procesamiento de muestras

Se tomaron muestras de secrecién mamaria para cultivos bacteriologicos
el daltimo dia del ordefio previo a la administracion del tratamiento (muestra
pre secado), y al pos parto temprano (dentro de las 24 hs posteriores al parto).

Para la toma de muestra los pezones fueron desinfectados adecuadamente con
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un algodén embebido en alcohol 70° se descartaron los primeros chorros y se
colectaron aproximadamente 5 ml de secrecion mamaria en tubos estériles

(Figura 6.1). Las muestras fueron refrigeradas hasta su traslado al laboratorio.

3.8.2.2.2 Procedimiento de aplicacion intramamaria

Luego del altimo ordefio de la tarde se procedié a la desinfeccion de la
punta del pezén con un algodén embebido en alcohol 70° y posteriormente se
realiz6 la aplicaciéon IM de la formulacién introduciendo en el canal del pezén el
extremo de la canula de la jeringa aplicadora (Figura 6.2). En las vacas del
grupo 2, se utilizaron dos jeringas diferentes que se aplicaron de manera
sucesiva, la primera conteniendo la formulacion de PG y la segunda
conteniendo la formulacién antibiética. Entre cada aplicacién, antes de
introducir la cdnula en el canal del pezén, se tom6 la precaucion de desinfectar
cuidadosamente la punta del pezén con alcohol 70°.

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo a las normas vigentes
sobre experimentacion animal (Guide for the Care and Use of Agricultural Animals
in Research and Teaching. Federation of Animal Science Societies, Third edition, 2010)
y sometidos a la aprobacién del comité de Etica y Seguridad de la FCV-UNL.

FIGURA 6. Obtencion de muestra de leche previo al tratamiento (1).
Aplicacion IM del tratamiento (2).
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3.8.2.3 Aislamiento e identificacion de microorganismos

El diagnéstico de IIM se realiz6 mediante el aislamiento de organismos
patégenos en placas de agar sangre (Anexo I) luego del sembrado por estria e
incubacion durante 24 hs en estufa a 37°C.

La identificaciéon de los organismos se realizé en base a la morfologia de
las colonias y a la presencia o ausencia de hemolisis. En el caso del género
Staphylococcus el diagnoéstico definitivo se realizé a partir de la coloraciéon de
Gram, prueba de coagulasa y catalasa. Para el género Streptococcus el
diagnéstico definitivo se realiz6 a partir de la coloracion de Gram, prueba de
catalasa, CAMP test, hidrolisis de la esculina, del hipurato, y el crecimiento en
caldo CINa 6,5%. En cuanto a bacterias Gram negativas la diferenciacion
presuntiva se realiz6 en medio Triple Aztcar Hierro (TSI) y medio Sulfhidrico
Indol Motilidad (SIM). Las técnicas de aislamiento e identificacion de especies

bacterianas se encuentran detalladas en el Anexo II.

3.8.2.4 Diagnéstico de infecciones intramamarias y analisis estadistico

El diagnéstico de IIM y curas bacteriol6gicas se determiné de la siguiente
manera (Figura 7):

* Se consider6 IIM de un cuarto cuando se aislé un organismo patégeno de una
de las muestras tomadas en cada periodo.

* Se definié como cuartos curados al pos parto a aquellos que mostraron IIM al
secado y ausencia de infeccién al pos parto.

* Se definieron nuevas IIM al pos parto a aquellos cuartos libres de IIM al
secado y con IIM al pos parto.

A su vez se analiz6 el efecto de los diferentes tratamientos sobre cada
especie bacteriana, y sobre las categorias; patogenos mayores/menores,
ambientales y contagiosos.

El anélisis estadistico de los datos se realiz6 mediante el Software InfoStat

(version 2011). Se utiliz6 un modelo lineal generalizado (general lineal model-
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GLM) mixto (efectos fijos y aleatorios) con funcién de enlace logistica binaria. Se
tomaron como efectos fijos el tratamiento y el nimero de lactancia de todos los
animales. El rodeo y las vacas dentro de los rodeos se consideraron como
aleatorios. Valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente

significativos.

Cuarto curado al

Ausencia de IIM
pos parto
Nuevas IIM al Ausencia de IIM
pos parto

FIGURA 7. Representacion grafica del diagnoéstico de IIM y curas bacterioldgicas.

3.8.3.5 Recolecciéon de datos de producciéon de leche individual y recuento de

células somaticas durante la lactancia siguiente al tratamiento

Con la finalidad de evaluar el efecto de los tratamientos aplicados sobre la
produccién de leche y el RCS en la lactancia siguiente, del total de vacas en
produccién que fueron incluidas en las pruebas de campo (n=102), 97 vacas
fueron consideradas para evaluar estos pardmetros ya que cinco vacas fueron
excluidas por que no lograron finalizar la lactancia durante el periodo de
muestreo (10 meses consecutivos). De estas 97 vacas, 45 habian sido tratadas
con cefalexina y 52 tratadas con PG + cefalexina.

Los datos individuales de cada animal (considerando todos sus cuartos)
fueron extraidos de la base de datos electrénica provista por la asociacién civil
que agrupa a entidades de la regién habilitadas para prestar el servicio de
control lechero denominada Asociacion del Litoral de Entidades de Control

Lechero (A.L.E.Co.L.).
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Los valores de litros de leche producidos y el RCS fueron expresados
como el promedio de los datos individuales de cada animal para cada
tratamiento en relacién a los meses de lactancia posteriores al tratamiento.

Para el analisis estadistico de los datos se utiliz6 un disefio en bloque de
medidas repetidas. Valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente

significativos.
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4.1 EFECTO DE Panax ginseng SOBRE LA VIABILIDAD
CELULAR

4.1.1 Efecto sobre la viabilidad de MAC-T

Los resultados de los ensayos de viabilidad con la prueba de reduccién del
cloruro de tetrazolio, mostraron que todas las concentraciones de PG evaluadas
(0,5, 1, y 3 mg/ml), comparadas con el grupo control (sin PG=0 mg/ml) no
afectaron la viabilidad de MAC-T en los distintos tiempos de observacion (2 hs

p=0,996, 8 hs p=0,914, 24 hs p=0,959) (Figura 8).

1,5-
E 1 2hs
E — 8hs
S 4. II l mm 24hs
E |
E
3
® 0,54
S
=
=
>
o 1 1 1 1 ] 1 1 1

0 05 1 3 0 05 1 3 0 05 1 3
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FIGURA 8. Efecto del tratamiento con diferentes concentraciones de PG sobre la viabilidad de MAC-T
durante 2, 8 y 24 horas. Cada columna representa el promedio de triplicados + desvio estandar de tres
ensayos independientes.

4.1.2 Efecto sobre la viabilidad de macréfagos

El efecto de PG sobre la viabilidad de macréfagos fue determinado luego
de 24 hs de contacto, y los resultados mostraron que todas las concentraciones
de PG evaluadas (0,5, 1, y 3 mg/ml) y comparadas con el grupo control (sin

PG=0 mg/ml) no afectaron la viabilidad de los mismos (p=0,106) (Figura 9).
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FIGURA 9. Efecto del tratamiento durante 24 hs con diferentes concentraciones de PG sobre la viabilidad
de macroéfagos. Cada columna representa el promedio de triplicados + desvio estdndar de tres ensayos
independientes.

4.2 EFECTO DE Panax ginseng SOBRE LA RESPUESTA INMUNE
INDUCIDA EN MAC-T Y MACROFAGOS

4.2.1 Confirmacién de tamafio de productos de qRT-PCR

Para confirmar que el producto de qRT-PCR correspondia a cada uno de
los genes bovinos estudiados, se realizé un gel de agarosa al 2%, en el cual se
sembraron dichos productos junto a un marcador de tamafio de pares de bases.
Las bandas obtenidas de los productos amplificados para cada gen evaluado se

correspondieron con el tamafio de fragmento esperado.

4.2.2 Niveles de expresion génica de TLR4 y NF-xB en MAC-T

Se evalu6 la expresion génica de TLR4 y NF-xB en MAC-T cultivadas con
diferentes concentraciones de PG (O,5, 1 y 3 mg/ml), durante 2, 6, 12 y 24 hs.
Con respecto a los niveles de transcripciéon de TLR4 se observé que fueron

influenciados por el tratamiento con PG (p=0,043), no observandose efecto del
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tiempo de muestreo (p=0,490) ni de la interaccion entre ambos factores
(p=0,622). A las 24 hs los niveles de ARNm de TLR4 alcanzaron su maxima
expresion con el tratamiento de 1 mg/ml de PG (Figura 10.A).

Con respecto a los niveles de transcripciéon de NF-«xB, se observé que los
mismos fueron influenciados por el tratamiento (p=0,001) y el tiempo de
muestreo (p=0,001), pero no por la interacciéon entre ambos factores (p=0,724).
Los mayores valores de expresién génica para NF-«B se detectaron en las MAC-

T tratadas con PG 1 mg/ml en todas las horas evaluadas (Figura 10.B).
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FIGURA 10. Expresion génica relativa de TLR4 (A) y NF-«B (B) en MAC-T tratadas con diferentes
concentraciones de PG durante 2, 6, 12y 24 hs. Los valores se representan como 2-4ACt + error estdndar de
la media (EEM). Cada columna representa el promedio de triplicados de tres experimentos
independientes. Se muestra el efecto de tratamiento (T), tiempo de muestreo (t) y la interaccién de
tratamiento * tiempo (T*t).
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4.2.3 Niveles de expresién génica de TLR2, TLR4 y NF-xB en macroéfagos

Se evalu6 la expresion génica de TLR2, TLR4 y NF-xB en macréfagos
cultivados con PG (3 mg/ml), durante 2, 6, 12 'y 24 hs.

Con respecto a los niveles de transcripcion de TLR2, se observé que los
mismos no fueron influenciados por el tratamiento (p=0,424), pero si por el
tiempo de muestreo (p=0,001). La interaccion entre el tratamiento y el tiempo
de muestreo no fue significativa (p=0,204). Si bien los valores de expresion
génica de TLR2 fueron mayores en el grupo tratado con PG (3 mg/ml) hasta las

24 hs pt, no se observaron diferencias con el grupo control (Figura 11.A).
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FIGURA 11. Expresion génica relativa de TLR2 (A), TLR4 (B) y NF-kB (C) en macréfagos tratados con PG
durante 2, 6, 12 y 24 hs. Los valores se representan como 2-24Ct + EEM. Cada columna representa el
promedio de triplicados de tres experimentos independientes. Se muestra el efecto del tratamiento (T),
tiempo de muestreo (t) y la interaccién de tratamiento*tiempo (T*t). Los asteriscos sobre las columnas
indican diferencias significativas para cada tiempo de muestreo (*p< 0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Con respecto a los niveles de transcripcion de TLR4, se observé que los
mismos se vieron influenciados por el tratamiento (p=0,001), el tiempo de
muestreo (p=0,046) y su interaccion (p=0,012); detectandose a las 2 hs (p<0,01),
12 hs (p<0,05) y 24 hs (p<0,001) los mayores niveles de expresiéon génica en
macréfagos tratados con PG con respecto al grupo control (Figura 11.B).

Con respecto a los niveles de transcripcion de NF-kB, se observé que los
mismos se vieron influenciados por el tratamiento (p=0,002) y por la interaccion
entre ambos factores (p=0,043). A las 12 (p<0,05) y 24 hs (p<0,001) se observaron
los mayores niveles de expresién génica de NF-kB en macréfagos tratados con

PG con respecto al grupo control (Figura 11.C).

4.2.4 Niveles de expresién génica de IL-6, TNF-a e IL-1p en MAC-T

Se evalu6 la expresion génica de IL-6, TNF-a e IL-1 en MAC-T cultivadas
con diferentes concentraciones de PG (O,5, 1 y 3 mg/ml), durante 2, 6, 12 y 24
hs.

En la figura 12 se muestran los niveles de expresion génica relativa de
IL-6 en MAC-T tratadas con diferentes concentraciones de PG y a diferentes
tiempos. Los niveles de transcripcién se vieron influenciados por el tratamiento
(p=0,007), el tiempo de muestreo (p<0,001) y por la interacciéon entre ambos
factores (p=0,038). A las 12 hs pt los niveles de transcripciéon de IL-6 en MAC-T
tratadas con 1y 3 mg/ml de PG fueron mayores que los niveles observados en
MAC-T tratados con 0,5 mg/ml de PG y el grupo control (p<0,05). A las 24 hs la
expresion de ARNm para IL-6 fue mayor en células tratadas con 1 mg/ml de
PG comparado con las tratadas con 0,5 y 3 mg/ml (p<0,05) pero sin diferir con
el grupo control.

Para TNF-a e IL-1p no fue posible realizar la cuantificaciéon de los niveles
de expresion génica ya que el 75% de las muestras no entraron en el rango

dindmico de trabajo.
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FIGURA 12. Expresién génica relativa de IL-6 en MAC-T tratadas con diferentes concentraciones de PG a
las 2, 6,12y 24 hs pt. Los valores se representan como 2-244¢t + EEM. Cada columna representa el promedio
de triplicados de tres experimentos independientes. Se muestra el efecto del tratamiento (T), tiempo de
muestreo (t) y la interaccién de tratamiento*tiempo (T*t). Diferentes letras indican diferencias
significativas para cada tiempo de muestreo (p<0,05).

4.2.5 Niveles de expresién génica de IL-6, IL-8, TNF-a e IL-1f3 en macr6fagos

Se evalud la expresion de IL-6, IL-8, TNF-a e IL-1p en macréfagos
cultivados con PG (3 mg/ml), durante 2, 6, 12 y 24 hs.

En la figura 13 se muestra el efecto del tratamiento con PG (3 mg/ml)
sobre la expresion génica de IL-6, IL-8, TNF-a e IL-13 en macréfagos durante
diferentes tiempos de exposicion (2, 6, 12 'y 24 hs).

Los niveles de transcripcion para IL-6 si bien se vieron influenciados por el
tiempo de exposicion al PG (p<0,001), no se observé efecto del tratamiento
(p=0,103) ni de la interaccién entre ambos factores (p=0,459). Los mayores
niveles de expresiéon génica de IL-6 en macréfagos tratados con PG se

observaron a las 12 y 24 hs pt (Figura 13.A).
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FIGURA 13. Expresién génica relativa de IL-6 (A), IL-8 (B), TNF-a (C) e IL-1p (D) en macréfagos tratados
con PG a las 2, 6, 12 y 24 hs pt. Los valores se representan como 2-24Ct + EEM. Cada columna representa el
promedio de triplicados de tres experimentos independientes. Se muestra el efecto del tratamiento (T),
tiempo de muestreo (t) y la interaccién de tratamiento*tiempo (T*t).

Los niveles de transcripcion para IL-8 se vieron influenciados por el
tratamiento (p<0,001) y el tiempo de exposiciéon (p=0,004), no observandose
interaccién entre ambos factores (p=0,089). Los mayores niveles de expresion
génica para IL-8 en macréfagos tratados con PG se observaron a las 12 y 24 hs
pt (Figura 13.B).

Los niveles de transcripcion para TNF-a se vieron influenciados por el
tratamiento (p<0,001) y el tiempo de exposiciéon (p<0,001), no observandose
interaccién entre ambos factores (p=0,081). Los mayores niveles de expresion
génica para TNF-a en macréfagos tratados con PG se observaron a las 12 y 24

hs pt (Figura 13.C).
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Los niveles de transcripciéon para IL-1p se vieron influenciados por el
tratamiento (p<0,001) y el tiempo de exposiciéon (p<0,001), no observdndose
interacciéon entre ambos factores (p=0,318). Los mayores niveles de expresion

génica para IL-1p en macréfagos tratados con PG se observaron a las 12 y 24 hs

pt (Figura 13.D).

4.2.6 Niveles proteicos de IL-1p, IL-6 e IL-4 en MAC-T

Se evaluaron mediante ELISA los niveles proteicos de las citoquinas IL-1p,
IL-6 e IL-4 en MAC-T tratadas con PG (0,5, 1, y 3 mg/ml) durante 2, 6, 12 y 24
hs.

Los niveles proteicos de IL-1p estuvieron por debajo del limite de prueba
detectable en todos los grupos evaluados y en todos los tiempos de muestreo.

Los niveles proteicos de IL-6 se vieron influenciados por el tratamiento
(p=0,045), el tiempo (p<0,001) y la interaccion entre ambos factores (p=0,007). A
las 12 hs los niveles proteicos de IL-6 fueron mayores en las células tratadas con
3 mg/ml de PG comparados a los tratados con 0,5 mg/ml de PG y el grupo
control. A las 24 hs los niveles proteicos de IL-6 fueron mayores en las células
tratadas con 3 mg/ml con respecto a las tratados con 1 mg/ml de PG y al grupo
control (Figura 14.A).

Con respecto a la producciéon de IL-4 por parte de las MAC-T, solo se
pudo cuantificar esta citoquina a las 24 hs, ya que a las 2, 6 y 12 hs los valores
obtenidos se encontraron por debajo del limite inferior de la curva estandar
para todos los grupos evaluados. Los niveles de IL-4 fueron mayores en las
células tratadas con 3 mg/ml de PG en comparacién con los niveles observados

en los demas tratamientos y el grupo control (p<0,01) (Figura 14.B).
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FIGURA 14. Niveles proteicos (pg/ml) de IL-6 (A) e IL-4 (B) en MAC-T tratadas con diferentes
concentraciones de PG durante 2, 6, 12, y 24 hs para IL-6, y durante 24 hs para IL-4. Cada columna
representa el promedio de duplicados * desvio estandar de tres experimentos independientes. Diferentes
letras indican diferencias significativas (p<0,05).

4.2.6.1 Produccion intracelular de IL-4 en MAC-T

La produccién intracelular de IL-4 en MAC-T tratadas con PG (3 mg/ml)
durante 24 hs fue evaluada mediante citometria de flujo.

Los resultados demostraron que las MAC-T producen intracelularmente
IL-4 (detectada por la marcaciéon del anticuerpo anti-IL-4-FITC en la region R1)
y que esta puede ser secretada al medio. Por otro lado, si bien la produccion de
IL-4 fue significativamente inducida en MAC-T tratadas con PMA e ionomicina
(control positivo), el tratamiento con 3 mg/ml de PG no indujo cambios
significativos en la produccion intracelular de esta citoquina comparado con las

células del grupo control (basal) (p<0,05) (Figura 15). Sin embargo al comparar
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el grupo basal y PG se observo un incremento significativo en la produccion de

IL-4 en el grupo tratado con PG (p=0,03).
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FIGURA 15. Produccioén intracelular de IL-4 en MAC-T. A) Diagrama representativo de tamario versus
complejidad citoplasmética que muestra la regiéon 1 (R1) para un andlisis adicional de IL-4 en la poblacién
de MAC-T. B) Histograma representativo que muestra las células tefiidas con control de isotipo (vacio) o

IL-4 mAb (relleno, gris) para células sin tratar (control-basal), tratadas con 3 mg/ml de PG por 24 hs 'y
tratadas con PMA-ionomicina (control positivo) por 6 hs. C) Porcentaje de MAC-T positivas para IL-4 en

los grupos evaluados. Los datos se expresan como promedio de triplicados * desvio estandar de tres
experimentos independientes. Las letras diferentes corresponden a diferencias significativas (p<0.05). (*) El
asterisco indica diferencias significativas (p=0,03) entre el grupo basal y PG, (t student).
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4.3 SILENCIAMIENTO GENICO DE TLR2 Y TLR4

4.3.1 Efecto de siARNSs sobre la viabilidad celular

Los resultados de los ensayos de viabilidad mediante la prueba de
reduccion del cloruro de tetrazolio demostraron que los siARNs evaluados no
afectaron la viabilidad de los macréfagos hasta las 48 hs en cultivo (p=0,477)

(Figura 16).
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FIGURA 16. Efecto del tratamiento con 75 nM de siARN TLR2, siARN TLR4, siControl negativo (1),
siControl negativo (2) sobre la viabilidad de macréfagos durante 48 horas. Cada columna representa el
promedio de triplicados * desvio estandar de tres ensayos independientes.

4.3.2 Determinacion de la concentracion de siARN

Con respecto al silenciamiento de TLR2 (evaluado mediante expresion
génica) se observd que las concentraciones de siARN de 50, 75 y 100 nM,
silenciaron al gen que codifica para TLR2 en un 75% aproximadamente, ya que
los valores de expresion génica fueron de 31,9%, 23% y 20,2% respectivamente

comparado con el de las células controles (basales) en las cuales la expresion

83



-Resultados-

génica fue del 100%. Por otra parte, se observd que para todas las
concentraciones evaluadas del siControl negativo (1), el silenciamiento fue
cercano al 60% (Figura 17), ya que los valores de expresion génica rondaron el
40%. Estos resultados no se relacionan con los porcentajes de silenciamiento
esperados para un siControl negativo, los cuales deberian ser similares a los
obtenidos en las células controles (basales).

Con respecto al silenciamiento del TLR4, se observ6 que la concentracion
de siARN de 75 nM fue la que logré silenciar al gen en cuestion en un 80%, ya
que los valores de expresion génica se redujeron hasta en un 20,1% comparado
a los pocillos controles (basales) con un 100% de expresiéon génica. Con respecto
a las concentraciones de 50 y 100 nM, los porcentajes de expresion génica fueron
mayores a los obtenidos con la concentracién de 75 nM, mostrando valores
superiores al 50%. Por otro lado, se observé que la concentracién de 75 nM del
siControl negativo (1), produjo un silenciamiento aproximado del 20%, ya que

los valores de expresion génica rondaron el 80%. (Figura 17).
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FIGURA 17. Porcentajes de expresion génica de TLR2 y TLR4 relativa al control (basal) en macréfagos
tratados con diferentes concentraciones de siARN y siControl negativo (1) durante 48 hs.
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Considerando los resultados obtenidos, se realizaron nuevos ensayos con
un segundo siControl negativo comercial utilizando la concentracién de 75 nM

para los siARN TLR2 y TLR4.

4.3.3 Evaluacién del siControl negativo adecuado y el tiempo de

silenciamiento

Este ensayo se realizé para evaluar y comparar el desempefio de los
siControl negativo (1 y 2) (Tabla 2) y estimar el tiempo de silenciamiento
adecuado.

Con respecto al silenciamiento de TLR2 y TLR4 durante 24 hs se observo
que la concentraciéon de 75 nM logro6 silenciar a ambos genes en un 63,5% y en
un 45,6% respectivamente, ya que los valores de expresion génica obtenidos
fueron del 36,5% para TLR2 y del 54,4% para TLR4, en comparacién con el de
las células controles (basales) en los cuales la expresiéon génica fue del 100%

(Figura 18).
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FIGURA 18. Porcentajes de expresion génica de TLR2 y TLR4 relativa al control (basal) en macréfagos
tratados con 75 nM de siARN y siControl negativo (1 y 2) durante 24 hs.

Con respecto a la evaluacion de los siControl negativo (1 y 2), se observo
que para TLR2 los porcentajes de silenciamiento fueron del 25%
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aproximadamente (ya que los valores de expresion génica fueron cercanos al 75
%) y de un 60-50% de silenciamiento (40-50% de expresiéon génica) para TLR4,
en comparaciéon con el de las células controles (basales) en las cuales la

expresion génica fue del 100% (Figura 18).

4.3.4 Silenciamiento génico y tratamiento con Panax ginseng

En este ensayo se evalu6 la concentracion de 75 nM de siARN para ambos
receptores toll y el siControl negativo (1). El silenciamiento de los genes en
estudio se realiz6 durante 24 hs, y luego de ese periodo las células se trataron
con 3 mg/ml de PG durante 24 hs. Paralelamente en células que no fueron
tratadas con PG se evalu6é que los genes (TLR2 y TLR4) se mantuvieran
silenciados luego de 24 hs de remover los siARNs.

Los resultados mostraron que para TLR2, en las células que no fueron
tratadas con PG, el silenciamiento fue del 41,3% (58,7% de expresién génica);
mientras que, en las células tratadas durante 24 hs con PG el silenciamiento fue
de un 83,8% (16,2% de expresién génica).

Para TLR4, en las células que no fueron tratadas con PG, se observé un
silenciamiento del 85,1% (14,9% de expresiéon génica); mientras que, en las
células tratadas durante 24 hs con PG el silenciamiento fue de un 67,6% (32,4%
de expresion génica).

Por otra parte, en las células que no fueron tratadas con PG, los
porcentajes de silenciamiento observados para el siControl negativo (1)
comparado con los siARN TLR2 y TLR4 fueron del 72,5% y 73,6% (27,5 y 26,4%
de expresion génica, respectivamente). Cuando se le adicioné PG al medio, los
porcentajes de silenciamiento observados fueron del 82,8% y 81,5% (17,2 y

18,5% de expresion génica, respectivamente) (Figura 19).
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FIGURA 19. Porcentajes de expresion génica de TLR2 y TLR4 relativa al control (basal) en macréfagos
silenciados con siARNs y tratados con 3 mg/ml de PG y sin PG durante 24 hs.

Si bien para este objetivo se logré la puesta a punto del silenciamiento de
TLR2 y TLR4, no se obtuvieron resultados apropiados para los controles de la
técnica, por lo cual hasta el momento de presentar el manuscrito para su
evaluacion no fue posible determinar el efecto del silenciamiento en la
activacion de las células por PG. Se contintia trabajando sobre este objetivo y

pensando alternativas para su desarrollo.

4.4 EFECTO DE Panax ginseng SOBRE EL CRECIMIENTO DE
Staphylococcus aureus IN VITRO

Para analizar si el agregado de diferentes concentraciones de PG (0,5, 1y 3
mg/ml) al medio de cultivo modifica el crecimiento bacteriano de dos cepas de
S. aureus se realizaron curvas de crecimiento bacteriano con caldo M-H pH
normal (7,2 - 7,4) (Figura 20) y pH modificado (6,7 similar al de la leche bovina)
(Figura 21).

El analisis de las DO obtenidas luego de la incubacién por 24 hs de las
cepas Newbould 305 (ATCC 29740) y cepa 5011 en ambos caldos, demostré que

hubo un efecto significativo del tratamiento con PG (p<0,001) sobre el
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crecimiento bacteriano. La adicién al medio de PG estimuld el crecimiento de

ambas cepas de S. aureus observandose un efecto mayor con la concentracion

de 3 mg/ml (p<0,05) en comparacion con el grupo control (Figuras 20 y 21).
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FIGURA 20. Efecto de PG sobre el crecimiento de S. aureus cepa Newbould 305 (A) y cepa 5011 (B) en
caldo con pH normal (7,2 - 7,4), hasta las 24 hs. Los valores representan el promedio de duplicados +
desvio estandar de tres ensayos independientes. El ANOVA de dos vias de medidas repetidas indic6é un
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FIGURA 21. Efecto de PG sobre el crecimiento de S. aureus cepa Newbould 305 (A) y cepa 5011 (B) en

caldo con pH modificado (6,7, similar al de la leche bovina), hasta las 24 hs. Los valores representan el

promedio de duplicados * desvio estandar de tres ensayos independientes. El ANOVA de dos vias de
medidas repetidas indic6 un efecto significativo del tratamiento con PG para ambas cepas (p<0,001).

88



-Resultados-

4.5 EFECTO DE Panax ginseng SOBRE LA INTERNALIZACION
DE Staphylococcus aureus A MAC-T

La capacidad de invasion de S. aureus a las MAC-T pre-tratadas con
diferentes concentraciones de PG (0,5, 1 y 3 mg/ml) fue evaluada mediante
ensayos de internalizacion.

En los ensayos con la cepa Newbould 305 de S. aureus se observé una
disminucion significativa de la internalizacién en las células pre-tratadas con 3
mg/ml de PG en relacién a las tratadas con 0,5 mg/ml, 1 mg/ml de PG y al
grupo control (p<0,05) (Figura 22.A).

En los ensayos con la cepa 5011 de S. aureus, se observé una disminuciéon
significativa en la internalizacion a las MAC-T tratadas con todas las

concentraciones de PG (concentracién-dependiente), comparadas con el grupo

control (p<0,05) (Figura 22.B).
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FIGURA 22. Efecto de diferentes concentraciones de PG (0,5, 1 y 3 mg/ml) sobre la internalizacién de las
cepas Newbould (A) y 5011 (B) de S. aureus a las MAC-T durante 24 hs. Los gréficos representan el logio de
UFC/ml recuperadas luego de la lisis de las células. Las columnas muestran el promedio de triplicados +
desvio estandar de tres experimentos independientes. Las columnas con diferentes letras denotan
diferencias significativas (p<0,05).
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4.6 EFECTO DE Panax ginseng SOBRE LA CAPACIDAD
FAGOCITICA Y ACTIVACION DE MACROFAGOS

4.6.1 Seleccién de la poblacion de macréfagos y analisis de la fagocitosis

Previo al andlisis de fagocitosis, se llevé a cabo la identificacion de la
poblacion de macrofagos (en uno de los tubos tipo eppendorf destinado a tal
fin) mediante la marcaciéon con el anticuerpo anti-CD14 por citometria de flujo.
El porcentaje promedio de células CD14 positivas en la regiéon de los
macréfagos fue de 38% (33-40,7%) en todos los aislamientos realizados. En esta
region se evalud el efecto de PG sobre la capacidad fagocitica de los
macrofagos. No se observaron diferencias significativas en los porcentajes de
fagocitosis ni en las IFM entre los macréfagos tratados con PG (3 mg/ml) y el
grupo control en los co-cultivos con ambas cepas de S. aureus evaluadas
(Newbould 305 y cepa 5011). En la tabla 3 se muestran los porcentajes de
macréfagos con bacterias adheridas e internalizadas (% fagocitosis) y los
valores de IFM, que estiman el nimero de bacterias fagocitadas por célula
positiva, para ambas cepas de S. aureus y en ambos grupos evaluados
(tratamiento con PG y control). Asimismo se detallan las significancias

estadisticas para cada grupo evaluado.

4.6.2 Activacion de macroéfagos: produccion de especies reactivas de oxigeno

La produccién de ROS por los macréfagos durante el co-cultivo con ambas
cepas de S. aureus (Newbould 305 y cepa 5011) no fue modificada por el
tratamiento con PG (3 mg/ml). No se observaron diferencias en la intensidad
de produccién de ROS cuando los macréfagos tratados con PG y controles se
co-cultivaron con la cepa de S. aureus cepa 5011. Sin embargo, cuando los
macrofagos se trataron con PG y luego se co-cultivaron con la cepa Newbould
305 de S. aureus la intensidad de produccion de ROS fue significativamente
mayor a la observada en los macréfagos controles. En la tabla 3 se muestra el
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porcentaje de macréfagos que produjeron ROS y el valor estimado de la
intensidad de ROS producido por cada macréfago positivo (IFM), para ambas
cepas de S. aureus y para los diferentes tratamientos. Ademds se detallan las

significancias estadisticas para cada grupo evaluado.

Variable Tratamiento con PG Control P (valor)

% Fagocitosis

5. aureus Newbould 305 84,40+2,52° 83,43+ 2,40 0,656

IFM
: : 112500,33¢ 88834,00%
5. aureus Newbould 305 2243270 2528931 0,985

% Fagocitosis

S. aureus 5011 87,97+ 1,46° 8,90+ 3,001° 0,654

IFM

106092,004
S, qureus 5011 255,65 121818+9939,61° 0,056
Produccion de ROS

5. aureus Newbould 305 12,004 1,21° 16,07 £3,01¢ 0,096

Intensidad de produccion de ROS
S. aureus Newbould 305 647,00+ 95,528 48833+1137° 0,046

Produccion de ROS
5. aureus 5011 11,48+1,42 11,461+2,85 0,985

Intensidad de produccion de ROS
. qureus 5011 355,00£12,86 387,33£103,58¢ 0,722

TABLA 3. Efecto de PG (3 mg/ml) sobre la actividad fagocitica y produccién de ROS en macréfagos
aislados de secreciéon mamaria. Cada valor representa el promedio de triplicados + desvio estandar de tres
experimentos independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas entre los tratamientos
(p<0,05).
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4.6.3 Activacion de macréfagos: produccion de 6xido nitrico

Mediante la reacciéon de Griess se evalué la produccion de ON como
pardmetro indicador de activaciéon de macréfagos.

Los resultados mostraron que si bien la exposicion a ambas cepas de
S. aureus (Newbould 305 y 5011) aument6 significativamente la produccién de
ON en comparacién con los niveles basales (p<0,05), los mismos no se vieron

influenciados por la adiciéon de PG (3 mg/ml) al medio de cultivo (Figura 23).
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FIGURA 23. Efecto de PG (3 mg/ml) sobre la produccién de ON en sobrenadantes de macréfagos co-
cultivados con las cepas Newbould 305 (A) y 5011 (B) de S. aureus. Los valores basales representan
macréfagos sin contacto con las bacterias. Cada columna representa el promedio de triplicados + desvio
estandar de tres experimentos independientes. Las columnas con diferentes letras denotan diferencias
significativas (p<0,05).
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4.7 EVALUACION DE LA EFICACIA DE Panax ginseng
MEDIANTE PRUEBAS DE CAMPO

4.71 Evaluacion del efecto de Panax ginseng sobre la concentracion

inhibitoria minima y concentraciéon bactericida minima de la cefalexina
4.7.1.1 Concentracion inhibitoria minima de la cefalexina

Con la finalidad de evaluar la actividad antimicrobiana de la cefalexina
combinada con PG frente a S. aureus se realizaron ensayos de microdilucién en
caldo. La CIM de la cefalexina se evalu6 utilizando las cepas de S. aureus ATCC
29213 (cepa de referencia) y cepa 17 (aislada de mastitis bovina). Para ambas
cepas se evaluaron 3 condiciones diferentes: cefalexina sin PG, cefalexina con
PG (0,5 mg/ml) y cefalexina con PG (3 mg/ml). La lectura de los resultados se
realiz6 visualmente y mediante lectura de DO por espectrofotometria.

Interpretaciéon visual de CIM con la cepa ATCC 29213: al comparar el
crecimiento de la cepa ATCC 29213 con las diferentes concentraciones de
cefalexina se determiné que tanto en el caldo sin PG como en el caldo con PG en
una concentracion de 0,5 mg/ml, los botones indicadores de crecimiento se
visualizaron hasta la concentracion de 0,25 pg/ml inclusive, determinando
como CIM la concentracién inmediata superior de 0,5 pg/ml. En cambio en el
caldo con PG en una concentraciéon de 3 mg/ml, los botones indicadores de
crecimiento se visualizaron hasta la concentracién de cefalexina de 0,125 pg/ml
inclusive, determinando como CIM la concentracién inmediata superior de
0,25 pg/ml.

Interpretacién mediante DO de CIM con la cepa ATCC 29213: en la tabla
4 se observan las DO obtenidas de las lecturas en espectrofotémetro. Los
pocillos con DO>1 se correspondieron con los que mostraron botén de
crecimiento a simple vista. En los pocillos conteniendo una concentracién de
cefalexina de 0,25 pg/ml y 0,125 pg/ml (columnas rojas) se observé una

disminucién en los promedios de DO en los pocillos tratados con 3 mg/ml de
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PG en comparacién con los tratados con 0,5 mg/ml de PG y control sin PG
(p<0,05).

Interpretacion visual de CIM con la cepa 17: al comparar el crecimiento
de la cepa 17 de S. aureus con las diferentes concentraciones de cefalexina se
determiné que en el caldo sin PG los botones indicadores de crecimiento se
visualizaron hasta la concentracién de 0,5 pg/ml inclusive, determinando como
CIM la concentracién inmediata superior de 1 pg/ml. En el caldo con PG en una
concentraciéon de 0,5 mg/ml y en el caldo con PG en una concentracién de 3
mg/ml, los botones indicadores de crecimiento se visualizaron hasta la
concentraciéon de cefalexina de 0,25 pg/ml inclusive, determinando como CIM
la concentraciéon inmediata superior de 0,5 pg/ml. Las DO obtenidas de las
lecturas en espectrofotémetro coincidieron con las lecturas visuales, aquellos
pocillos con DO>1 se correspondieron con los que mostraron botén de
crecimiento a simple vista.

Interpretacion mediante DO de CIM con la cepa 17: en la tabla 5 se
presentan los promedios de DO obtenidos de las lecturas en espectrofotémetro.
En los pocillos conteniendo una concentraciéon de cefalexina de 0,5 pg/ml
(columna roja), tratados con 0,5 mg/ml y 3 mg/ml de PG, se observé una
disminucién en los valores de DO en comparacién con los pocillos controles sin
tratamiento (p<0,05). En los pocillos conteniendo una concentracién de 0,25
ng/ml de cefalexina (columna roja), se observé una disminucion en los valores
de DO en los pocillos tratados con 3 mg/ml de PG en comparacién con los

pocillos tratados con 0,5 mg/ml de PG y controles sin PG (p<0,05).

4.7.1.2 Concentracion bactericida minima de la cefalexina

La CBM de la cefalexina se realiz6 en conjunto con los ensayos de CIM de
la cepa ATCC 29213 de S. aureus. Mediante las lecturas de UFC luego del
cultivo de 24 hs en agar base se compar6 el crecimiento de S. aureus con las
diferentes concentraciones de cefalexina y se determiné que tanto en el caldo

sin PG como en el caldo con PG en una concentracién de 0,5 mg/ml hubo
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crecimiento bacteriano hasta la concentracion de 8 pg/ml inclusive,
considerando la CBM a la concentraciéon inmediata superior de 16 pg/ml de
cefalexina.

Con respecto a la concentracion de 3 mg/ml de PG el crecimiento
bacteriano se visualiz6 hasta la concentracion de 4 pg/ml considerando la CBM

de la cefalexina la concentracion de 8 pg/ml (Tabla 4).

Concentracion  16a2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 Control CIM CBM
de cefalexina sin ATB pg/ml pg/mi
(pg/ml)
Caldo sin PG - 0,3240,24  0,28+0,07  1,42+0,41% 1,82+0,11% 1,95+0,09  2,16+0,04 05 16
Caldo + PG a a
(0.5 mg/ml) 0,31+0,19  0,51+0,08  1,27+0,35 2,05+0,11 2,15+0,01 2,30+0,12 0,5 16
Caldo + PG b b
(3 mg/ml) 0,48+0,22  0,84+0,05  0,72+0,11 1,08+0,28 1,76+0,39 2,42+0,11 0,25 8

TABLA 4. Promedio de los valores DOgoonm + desvio estdndar de los diferentes tratamientos y
concentraciones de cefalexina, utilizando la cepa de referencia de S. aureus (ATCC 29213). Cada valor
representa el promedio de duplicados + desvio estandar de tres experimentos independientes. En las

columnas rojas diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05). CIM: concentracién inhibitoria
minima, CBM: concentracién bactericida minima.

Concentracion  16a2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 Control CIM CBM
de cefalexina sin ATB pg/ml pg/ml
(Hg/ml)
Caldo sin PG - 0,74#0,29  158+0,30%  1,71#0,35°  191%0,04  195+0,04  2,1440,11 1
Caldo + PG b a
(0.5 mg/ml) - 0,34+0,05 0,37+0,02 1,66+0,24 2,01+0,09 2,12+0,02 2,27+0,05 0,5
Caldo + PG c b
(3 mg/mi) - 0,73+0,08 0,97+0,06 1,14+0,23 1,82+0,38 2,16+0,17 2,58+0,05 0,5

TABLA 5. Promedio de los valores DOgoonm * desvio estandar de los diferentes tratamientos y
concentraciones de cefalexina, utilizando la cepa 17 de S. aureus. Cada valor representa el promedio de
duplicados + desvio estandar de tres experimentos independientes. En las columnas rojas diferentes letras
denotan diferencias significativas (p<0,05). CIM: concentracion inhibitoria minima, CBM: concentracion

bactericida minima.
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4.7.2 Efecto de Panax ginseng sobre infecciones intramamarias de vacas en

produccién al inicio del periodo de secado

Mediante la realizaciéon de pruebas de campo con vacas al final de su
lactancia, se evalu6 la eficacia de PG como un agente auxiliar de la terapia de
vaca seca, administrado en combinacién con cefalexina.

Los diagnosticos bacteriolégicos se realizaron el dltimo dia del ordefio
previo a la administracién del tratamiento (muestra pre secado), y al pos parto

temprano (dentro de las 24 hs posteriores al parto).

4.7.2.1 Datos descriptivos de distribucién de cuartos mamarios sanos e

infectados al inicio del periodo de secado

En la tabla 6 se muestran los porcentajes de cuartos mamarios sanos e
infectados tratados con cefalexina y PG + cefalexina al secado. La distribucion
de los diferentes tratamientos aplicados a cada cuarto mamario al momento del

secado fue homogénea (Chi-cuadrado=0,885).

Estado Inicial (secado)
Tratamiento Cuartos sanos Cuartos infectados Total
Cefalexina 156 48 204
76,50% 23,50% 100%
PG + Cefalexina 173 55 228
75,90% 24,10% 100%
Total 329 103 432

TABLA 6. Porcentajes de cuartos mamarios sanos e infectados tratados con cefalexina y PG + cefalexina
al secado.

En la tabla 7 se presentan los porcentajes de los diferentes

microorganismos aislados a partir de cuartos mamarios infectados al momento
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del secado previo al tratamiento con cefalexina y PG + cefalexina. Los
patégenos mads prevalentes aislados antes del tratamiento recibido, fueron S.
aureus y SCN. En un tercer orden se ubicaron los Streptococcus no agalactiae (S.

uberis, S. dysgalactiae, Streptococcus spp).

Estado bacteriolégico inicial (secado)

Microorganismos Cefalexina PG + Cefalexina Total

Staphylococcus aureus 16 19 35
7,80% 8,30% 8,10%

Streptococcus no agalactiae 13 9 22
6,40% 3,90% 5,10%

Streptococcus agalactiae 0 0 0

0 0 0

Staphylococcus coagulasa 14 22 36

negativo (SCN)

6,90% 9,60% 8,30%

Corynebacterium bovis 2 2 4
1% 0,90% 0,90%

Escherichia coli 2 1 3
1% 0,40% 0,70%

Otros 2 3 5
1% 1,30% 1,20%

TABLA 7. Porcentajes de los diferentes microorganismos aislados a partir de cuartos mamarios infectados
al momento del secado previo al tratamiento con cefalexina y PG + cefalexina.
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4.7.2.2 Datos descriptivos de distribucién de cuartos mamarios sanos e

infectados al pos parto

En la tabla 8 se presentan los porcentajes de cuartos mamarios sanos e
infectados tratados con cefalexina y PG + cefalexina al pos parto. La
distribuciéon de los diferentes tratamientos aplicados a cada cuarto mamario al

momento del pos parto fue homogénea (Chi-cuadrado=0,399).

Estado final (pos parto)
Tratamiento Cuartos sanos Cuartos infectados Total
Cefalexina 156 48 204
76,50% 23,50% 100%
PG + Cefalexina 182 46 228
79,80% 20,20% 100%
Total 338 94 432

TABLA 8. Porcentajes de cuartos mamarios sanos e infectados tratados con cefalexina y PG + cefalexina
al pos parto.

En la tabla 9 se presentan los porcentajes de los diferentes
microorganismos aislados a partir de cuartos mamarios infectados al pos parto
luego del tratamiento de ambos grupos. De la tabla 9 se desprende que los
patégenos mas prevalentes aislados al pos parto temprano luego del
tratamiento recibido, fueron S. aureus y SCN. Los Streptococcus no agalactiae (S.
uberis, S. dysgalactiae, Streptococcus spp) se presentaron en un tercer orden pero

con una baja prevalencia (1,60%).
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Estado bacteriolégico al pos parto (final)

Microorganismos Cefalexina PG+Cefalexina Total

Staphylococcus aureus 17 20 37
8,30% 8,80% 8,60%

Streptococcus no agalactiae 4 3 7
2,00% 1,30% 1,60%

Streptococcus agalactiae 2 0 2
1% 0 0,50%

Staphylococcus coagulasa 21 12 33

negativo (SCN)

10,30% 5,30% 7,60%

Corynebacterium bovis 2 0 2
1% 0,00% 0,50%

Escherichia coli 4 2 6
2% 0,90% 1,40%

Otros 1 9 10
1% 3,90% 2,30%

TABLA 9. Porcentajes de los diferentes microorganismos aislados a partir de cuartos mamarios infectados

al pos parto luego del tratamiento con cefalexina y PG + cefalexina.

4.7.2.3 Efecto de Panax ginseng sobre las infecciones intramamarias

Analizando el total de cuartos mamarios sanos e infectados tratados al

momento del secado (n=432), se observé que en aquellos cuartos que recibieron

cefalexina, la prevalencia de IIM al pos parto temprano fue de 26,9%. Por otra

lado, en los cuartos tratados con PG + cefalexina, la prevalencia de IIM al pos

parto fue de 23,3%. Si bien con este ultimo tratamiento la prevalencia fue

menor, el efecto no fue significativo (p=0,507).
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No se observé un efecto del niimero de lactancias sobre la prevalencia de
IIM al pos parto (p=0,153).

Analizando el total de cuartos mamarios sanos al momento del secado
(n=329) no se observaron diferencias entre ambos tratamientos en la prevenciéon
de nuevas IIM al pos parto temprano (p=0,43), ya que el porcentaje de nuevos
casos fue similar para ambos tratamientos (16% para los tratados con cefalexina
y 12,6% para los tratados con PG + cefalexina).

No se observé un efecto del nimero de lactancias sobre la tasa de nuevas
IIM al pos parto (p=0,90).

Analizando el total de cuartos mamarios infectados al momento del
secado (n=103), se observé que en los tratados con cefalexina la tasa de cura fue
del 36,1%. Por otra parte, en los tratados con PG + cefalexina la tasa de cura fue
similar (36,4%), no observandose diferencias significativas entre los
tratamientos (p=0,979).

La tasa de cura para cuartos mamarios infectados al secado fue del 77,2%
en animales de hasta 2 lactancias y de 47,7% en animales de mas de 2 lactancias,
observandose un efecto significativo del ntmero de lactancias sobre el

porcentaje de cura de los cuartos infectados (p=0,016).

4.7.24 Efecto de Panax ginseng sobre las infecciones intramamarias por

Staphylococcus aureus

Los cuartos mamarios sanos que fueron tratados al secado con cefalexina,
mostraron al pos parto temprano una tasa de nuevas IIM por S. aureus del 6,1%.
En cambio, los cuartos tratados al secado con PG + cefalexina mostraron una
tasa de nuevas IIM por S. aureus del 3,9%. Si bien la tasa de nuevas IIM con el
tratamiento de PG + cefalexina fue menor, esta diferencia no fue significativa
(p=0,313).

El namero de lactancias no tuvo efecto sobre la tasa de nuevos casos para

S. aureus (p=0,80).

100



-Resultados-

Analizando el total de cuartos mamarios que presentaban IIM por S.
aureus al momento del secado (n=35), en aquellos tratados con cefalexina se
observ6 una tasa de cura del 85,8%. En cambio en los que fueron tratados con
PG + cefalexina la tasa de cura fue menor (28,2%), observandose diferencias
significativas entre los tratamientos (p=0,003).

La tasa de cura para S. aureus fue del 89,1% en animales de hasta 2
lactancias y de 22,7% en animales de mds de 2 lactancias, observdandose un
efecto significativo del nimero de lactancias sobre el porcentaje de cura de los

animales infectados con S. aureus (p=0,001).

4.7.2.5 Efecto de Panax ginseng sobre las infecciones intramamarias por

Staphylococcus coagulasa negativos

Los cuartos mamarios sanos tratados al secado con cefalexina, tuvieron
una tasa de nuevas IIM por SCN al pos parto temprano de 7,3%. En cambio, los
cuartos tratados al secado con PG + cefalexina tuvieron una tasa de nuevas I[IM
por SCN al pos parto temprano de 4,3%. Si bien la tasa de nuevas IIM con el
tratamiento de PG + cefalexina fue menor, esta diferencia no fue significativa
(p=0,267).

El namero de lactancias no tuvo efecto sobre la tasa de nuevos casos para
SCN (p=0,59).

Analizando el total de cuartos mamarios que presentaban IIM por SCN
al momento del secado (n=36), en aquellos tratados con cefalexina se observo
una tasa de cura del 69,8%. Por otra parte, en los que fueron tratados con PG +
cefalexina la tasa de cura fue del 95,8 %. Si bien la tasa de cura para los tratados
con PG + cefalexina fue mayor, el efecto no fue significativo (p=0,130),
observandose una tendencia.

No se detecté un efecto del numero de lactancias sobre la tasa de cura para
los animales que al secado presentaban infecciones por SCN (p=0,83),
observandose una tasa de cura al pos parto del 86,2% en animales de hasta 2

lactancias y de 89,4% en animales de mas de 2 lactancias.
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4.7.2.6 Efecto de Panax ginseng sobre las infecciones intramamarias por

patégenos ambientales

Se incluyen como patdégenos ambientales a S. wuberis, S. dysgalactiae,
Streptococcus spp, E. coli, Enterobacterias y SCN.

Los cuartos mamarios sanos tratados al secado con cefalexina, mostraron
al pos parto una tasa de nuevos casos por patégenos ambientales del 12%. Los
cuartos mamarios sanos tratados al secado con PG + cefalexina, mostraron al
pos parto una tasa de nuevos casos por patégenos ambientales del 9,5%. Si bien
la proporciéon de nuevos casos con el tratamiento PG + cefalexina fue menor, no
se observaron diferencias significativas con respecto al tratamiento con
cefalexina (p=0,517).

El namero de lactancias no tuvo efecto sobre la tasa de nuevos casos para
patégenos ambientales (p=0,710).

Analizando el total de cuartos mamarios que presentaban IIM por
patégenos ambientales al momento del secado (n=67), se observé un 78,5% de
cura para los tratados con cefalexina, mientras que para los tratados con
PG + cefalexina la tasa de cura fue del 87,5 %. Si bien los tratados con
PG + cefalexina tuvieron una tasa de cura mayor, la diferencia no fue
significativa (p=0,449).

No se observé un efecto del nimero de lactancias sobre la tasa de cura
para los animales que al secado presentaban infecciones por patégenos

ambientales (p=0,899).

4.7.2.7 Efecto de Panax ginseng sobre las infecciones intramamarias por

patégenos contagiosos

Se incluye como patégenos contagiosos a S. aureus, S. agalactiae;
Corynebacterium bovis, y Staphylococcus coagulasa positivos.
Los cuartos mamarios sanos tratados al secado con cefalexina, mostraron

al pos parto una tasa de nuevos casos por patégenos contagiosos del 7,5%. Los
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cuartos mamarios sanos tratados al secado con PG + cefalexina, mostraron al
pos parto una tasa de nuevos casos por patégenos contagiosos del 3,8%. Si bien
la proporciéon de nuevos casos con el tratamiento de PG + cefalexina fue menor,
no se observaron diferencias significativas con respecto al tratamiento con
cefalexina (p=0,285).

Por otra parte, no se observé efecto del namero de lactancias sobre los
porcentajes de nuevos casos por patégenos contagiosos (p=0,399).

Analizando el total de cuartos mamarios que presentaban IIM por
patoégenos contagiosos al momento del secado (n=36), se observé un 55,6% de
cura para los tratados con cefalexina, mientras que para los tratados con PG +
cefalexina la tasa de cura fue del 27,8%. Los tratados con cefalexina tuvieron
una tasa de cura mayor a los tratados con PG + cefalexina (p=0,042).

La tasa de cura para patdégenos contagiosos fue del 80% en animales de
hasta 2 lactancias y de 35,5% en animales de mas de 2 lactancias, observandose
un efecto significativo del niimero de lactancias sobre el porcentaje de cura de

los animales infectados con patégenos contagiosos (p=0,038).

4.7.3 Efecto de Panax ginseng sobre la produccion de leche y el recuento de

células somaticas en la lactancia posterior al tratamiento

En la figura 25.A se muestran los valores promedios de litros de leche
producidos por las vacas tratadas al momento del secado con cefalexina y
PG + cefalexina durante la lactancia siguiente al tratamiento. Si bien, a partir del
cuarto mes de lactancia los litros promedios producidos por las vacas tratadas
con PG + cefalexina fueron mayores a los registrados en las vacas tratadas con
cefalexina, no se observé un efecto del tratamiento sobre la produccién de leche
a lo largo de la lactancia (p=0,26).

En la figura 25.B se muestran los valores promedios de los RCS de vacas
tratadas al momento del secado con cefalexina y PG + cefalexina durante la
lactancia siguiente al tratamiento. Si bien, al quinto mes de lactancia se observé

un aumento en el RCS en las vacas tratadas con cefalexina en relacién a las
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tratadas con PG + cefalexina, no se observd un efecto del tratamiento sobre los

RCS a lo largo de la lactancia (p=0,97).
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FIGURA 24. Efecto de PG sobre la produccién de leche y el RCS en vacas tratadas al secado con cefalexina
y PG + cefalexina durante la lactancia siguiente al tratamiento. A) Promedios de litros de leche producidos
por vacas tratadas con cefalexina y PG + cefalexina en relacién a los meses de lactancia (medias + SEM). B)
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5.1 EFECTO DE Panax ginseng SOBRE LA VIABILIDAD
CELULAR DE MAC-T Y MACROFAGOS

Las saponinas, también denominadas ginsendsidos, son el principal
componente activo del extracto de raiz de PG (Wang y col., 1979). Estos
compuestos son considerados detergentes naturales por sus propiedades
surfactantes. En este trabajo, mediante un kit comercial de reduccion del cloruro
de tretazolio (XTT) se evalud el posible efecto citotoxico del extracto de PG
sobre MAC-T y macréfagos. Las células fueron expuestas a diferentes
concentraciones de PG (0,5, 1 y 3 mg/ml); en el caso de MAC-T durante 2, 8 y
24 hs y en macroéfagos durante 24 hs.

Los resultados de estos ensayos demostraron que ninguna de las
concentraciones de PG utilizadas in vitro con la linea celular MAC-T y
macréfagos aislados de secrecion mamaria, fue téxica para las células hasta las
24 hs posteriores al tratamiento. Estos resultados concuerdan con estudios in
vivo en vacas y ratones desarrollados por Dallard y col. (2011) y Silvestrini y col.
(2017), en los cuales luego de la inoculaciéon IM de 3 mg/ml de PG en vacas y de
3, 10 y 50 mg/ml de PG en ratones, se observé ausencia de cambios
estructurales y funcionales en la GM y conservacion de la integridad del tejido

parenquimatoso y estromal.

5.2 MODULACION DE LA RESPUESTA INMUNE DE MAC-T Y
MACROFAGOS POR Panax ginseng

Las CEM y los macréfagos son las primeras células en enfrentarse a los
patoégenos cuando estos ingresan a la GM, siendo una importante fuente de
citoquinas y quimioquinas que atraen neutréfilos en los procesos tempranos de
la infeccion (Thompson-Crispi y col., 2014). Estas células expresan PRR sobre su
superficie o dentro de ellas, tales como los receptores tipo toll que reconocen

ciertas estructuras moleculares bacterianas, denominadas PAMP (Yang y col,,
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2008). Tras la unién del ligando, los TLRs inician la transduccién de sefiales que
culminan en la activacién de MAPK, NF-«xB y en la induccién de citoquinas pro-
inflamatorias (Lee y Hwang, 2006). Ademdas de componentes microbianos, los
TLRs también reconocen moléculas no patogénicas como derivados de plantas
y proteinas relacionadas al stress (Asea y col., 2002).

Los compuestos inmunoestimulantes acttan directamente sobre el
sistema inmune aumentando la respuesta de forma inespecifica. Entre ellos
podemos mencionar a los ligandos de los TLR, toxinas bacterianas, citoquinas,
saponinas y polisacaridos (Reed y col., 2009; Cordeiro y col., 2015).

La hipoétesis general de este trabajo postula que los ginsenésidos u otros
componentes de la raiz de PG inoculados por via IM al momento de la
interrupcion de la lactancia, estimulan la respuesta inmune innata por parte del
hospedador mediante su reconocimiento por receptores tipo toll, generando
activacion celular y posterior secrecion de citoquinas. Por lo tanto, el primer
objetivo de este trabajo se centr6 en evaluar el efecto de PG sobre la expresion
de receptores tipo toll, el factor de transcripcion NF-kB y diferentes citoquinas

en MAC-T y macréfagos.

5.2.1 Efecto de Panax ginseng sobre los niveles de expresiéon génica de

receptores tipo toll y NF-xB en MAC-T y macréfagos

En estudios previos de Baravalle y col. (2015), en cuartos mamarios
tratados con PG al momento de la interrupciéon de la lactancia en bovinos, se
observ6 intensa inmunomarcaciéon para TLR2 y TLR4 en el epitelio secretor de
la GM, asi como en monocitos-macréfagos, linfocitos y neutrofilos. Ademas, los
porcentajes de inmunomarcacion y la expresion de ARNm para ambos
receptores, para la proteina adaptadora MyD88 y para el factor de transcripcion
nuclear NFkB, se vieron significativamente aumentados en los tejidos
provenientes de cuartos tratados con PG en comparaciéon con los controles.

Estos resultados, llevaron a sugerir que ambos receptores podrian estar
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involucrados en la induccién de la respuesta inmune innata desencadenada en
la GM bovina luego de la inoculacién IM.

Considerando los resultados previos, en el presente estudio, para
determinar si el efecto de PG se asocia con la activacion de TLR4 y NF-xB en
MAC-T, se analiz6 la expresion génica de ambas moléculas. Para ello, diferentes
concentraciones de PG (0,5, 1, y 3 mg/ml) se mantuvieron en contacto con
MAC-T durante 2, 6, 12 y 24 hs. Los resultados demostraron que si bien la
expresion de TLR4 fue mayor en MAC-T tratadas con diferentes
concentraciones de PG con respecto a los controles, no se observé un efecto del
tiempo de muestro ni de la interacciéon entre ambos factores. Con respecto a NF-
kB, si bien la expresion génica fue significativamente mayor en MAC-T tratadas
con diferentes concentraciones de PG con respeto a los controles y se observo
un efecto a lo largo del tiempo, no hubo interaccién entre el tratamiento y el
tiempo de muestreo. Estos resultados sugieren que TLR4 no seria el principal
receptor involucrado en el reconocimiento de PG por MAC-T o podria actuar
indirectamente en asociacién con otros receptores que no fueron objeto de
estudio, tal como los receptores Nalp3 y otros componentes del inflamasoma tal
como postulan Wilson y col. (2011) y Morelli y col. (2012).

Si bien existen en la bibliografia antecedentes que demuestran que las
MAC-T expresan TLR2 (Ibeagha-Awemu y col., 2008), en el presente estudio no
ha sido posible cuantificar los niveles de ARNm para este receptor por PCR en
tiempo real. Cabe aclarar que se realizaron numerosos intentos de amplificacion
utilizando diferentes cebadores propuestos en la bibliografia y disefiados en
nuestro laboratorio. En este punto se requieren futuros ensayos para completar
los objetivos iniciales propuestos.

Por otra parte, en macréfagos, se evaluaron los niveles de expresion génica
de TLR2, TLR4 y NF-«xB luego de la estimulacién con PG (3 mg/ml) durante 2,
6, 12 y 24 hs. En el caso de TLR2, el efecto del tratamiento con PG sobre los
niveles de expresiéon génica no fue significativo, observandose a las 24 hs los
mayores niveles de expresiéon en relaciéon al grupo control. Estos resultados

coinciden con los de Panacci y col. (2006), en los cuales la administracién oral de
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PG (G115) en ratones sometidos a estrés y en controles sin estresar, no indujo
cambios en los niveles de expresion génica para TLR2 en los macrofagos
peritoneales.

En contraste a lo observado para TLR2, la expresion génica de TLR4, si se
vio significativamente influenciada por el tratamiento con PG, observandose a
las 2, 12 y 24 hs los mayores niveles de expresion en relacion a los controles. Si
bien los niveles de expresiéon de TLR4 aumentaron en el tiempo luego del
tratamiento, no se observé una asociaciéon en todos los tiempos estudiados. En
este sentido, a las 6 hs del tratamiento los niveles de expresiéon de TLR4 fueron
similares en los macréfagos tratados con PG y controles. Este efecto podria
relacionarse con una saturaciéon del receptor a las 2 hs del tratamiento con el
inmunomodulador, lo cual llevaria a la no induccién de cambios en los niveles
de ARNm para TLR4 a las 6 hs pt. Por otra parte, a las 12 hs pt se observé un
pico en la expresion génica para TLR4 en comparacion con los controles, lo cual
podria atribuirse a la fagocitosis del compuesto por parte de los macréfagos y
posterior estimulacion de la expresion génica del receptor. Esta evidencia
podria sustentarse considerando los resultados obtenidos por Su y col. (2015)
quienes observaron la localizacién de Rgl y Re en el citoplasma de macréfagos
murinos y activacion de la sefializacion intracelular por parte de TLR4 hasta las
6 hs pt con estos compuestos. Estos resultados también se relacionan con los
obtenidos para TLR2 y NF-kB, donde las mayores expresiones génicas se
detectaron a las 12 y 24 hs de contacto de las células con el inmunomodulador.

En relacion a NF-xB, la expresiéon génica se vio significativamente
influenciada por el tratamiento, observdndose ademds wuna interacciéon
significativa entre el tratamiento y el tiempo de muestreo. Como se describi6
previamente, los mayores niveles de expresion génica en los macréfagos
tratados con PG en relacion a los del grupo control se detectaron a las 12 y 24
hs. En un estudio previo, Baravalle y col. (2015), en GM bovina tratada con PG
al momento de la interrupcién de la lactancia observaron la activaciéon de NF-
kB en tejido mamario, confirmado por un incremento en la inmunolocalizacion

de la subunidad NF-kB-p65 en los ntcleos de las células epiteliales y
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estromales. Asimismo Silvestrini y col. (2017), observaron un incremento en la
expresion proteica de NF-kB-p65 en células del parénquima mamario en un
modelo de mastitis en ratones previamente tratados con PG. Los resultados de
esta tesis en conjunto con los previamente observados en los estudios in vivo en
GM bovina (Baravalle y col. 2015) y GM murina (Silvestrini y col. 2017) podrian
sugerir que el tratamiento con PG induce una accién inmunoestimulante sobre
los macréfagos presentes en las secreciones mamarias mediante la utilizacién de
la via de TLR4 y NF-kB. Asimismo, estos resultados podrian relacionarse con
los observados por Nakaya y col. (2004) en los cuales el tratamiento con extracto
de PG estimul6 la producciéon de TNF-oa e IFN-y por parte de esplenocitos y
macrofagos peritoneales provenientes de ratones C3H/HeN, no asi en ratones
C3H/He] deficientes en el gen que codifica para TLR4. En concordancia,
Panacci y col. (2006), observaron que la administracién oral de PG (G115),
indujo un incremento en la expresién de ARNm para TLR4 en comparacién con
los controles y estimul6 la respuesta inmune de forma gradual en macrofagos
peritoneales de ratones estresados. Sumado a esto, Su y col. (2012) demostraron
que los ginsenosidos Rgl y Re, ambos componentes de la raiz de PG, inducen
su actividad adyuvante mediante la via de sefializacién de TLR4 en ratones pre-
tratados con anticuerpos anti-TLR4 y que seria la via de NF-«kB la utilizada para
estimular la expresion de IL-4, IL-10, IL-12 e IFN-y. Si bien el mecanismo exacto
que subyace a la acciéon de PG no se conoce, por los resultados obtenidos hasta
aqui, se podria inferir que los ginsenésidos u otros componentes del extracto de
PG actuarian como agonistas de TLR4 en macréfagos aislados de secrecion

mamaria.

5.2.2 Efecto de Panax ginseng sobre los niveles de expresion génica de IL-6,

TNF-a e IL-1P y niveles proteicos de IL-1f3, IL-6 e IL-4 en MAC-T

Estudios previos demostraron que el nimero de moléculas de TLR4
involucradas en el reconocimiento determina si la respuesta inmune innata se

activara (Di Gioia y Zanoni, 2015) y que PG regula la respuesta inmune a través
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de la modulacién de la secreciéon de citoquinas (Kang y Min, 2012). En este
trabajo se observé un aumento en la expresion de ARNm para TLR4 en MAC-T
tratadas con diferentes concentraciones de PG en la mayoria de los tiempos
evaluados, pero esto no fue suficiente para inducir una estimulacién en la
expresion de IL-13 y TNF-a en células epiteliales. Estos resultados sugieren que
PG no afecta a TLR4 y sus vias de transduccién de sefiales en el modelo de
MAC-T; sin embargo, podria estimular otras vias de sefializacién de TLRs u
otros receptores en las CEM que atn no estan claramente identificados y que
requieren de futuras investigaciones.

La IL-6 es expresada por una gran variedad de células incluyendo
linfocitos, monocitos, macréfagos, neutrofilos, células endoteliales, células
epiteliales y fibroblastos. Su expresién es inducida por bacterias y virus (Biffl y
col; 1996) y tiene propiedades tanto pro como anti-inflamatorias
(Bannerman, 2009). En este trabajo demostramos la expresiéon de ARNm y la
secrecion de IL-6 por parte de las MAC-T en respuesta al tratamiento con PG.
Los niveles mas altos de ARNm se observaron a las 12 hs del tratamiento con
1y 3 mg/ml de PG, seguido de un aumento en la liberacién de la proteina a las
12 y 24 hs del tratamiento con la concentracion de 3 mg/ml de PG.

La IL-4, al igual que la IL-6, posee propiedades pro y anti-inflamatorias
(Bannerman, 2009), y se expresa en diversos tipos de células luego de la cascada
inflamatoria inducida por TLR. Curiosamente, en el presente estudio, el
aumento significativo observado en la produccién de IL-4, en MAC-T tratadas
con 3 mg/ml de PG a las 24 hs, fue en paralelo con el aumento en la produccién
de IL-6. Ambos resultados, los referidos a IL-6 e IL-4 sugieren que PG tiene la
capacidad de modular la respuesta inmune, ya sea promoviéndola o
suprimiéndola, y que estos efectos podrian depender de la concentracién de PG.

Ademads, en este trabajo se demostr6 por primera vez que las CEM
bovinas tienen la capacidad de producir IL-4 frente a diferentes estimulos. Para
ello, se evalu6 la produccién intracelular de IL-4 en MAC-T expuestas a PG
durante 24 hs mediante citometria de flujo. El tratamiento con PG increment6

significativamente la produccién intracelular de esta citoquina en comparacién
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a la producciéon basal a las 24 hs tal como se evidencié mediante ELISA. La
combinacion de PMA + ionomicina (control positivo) estimul6
significativamente la producciéon de IL-4 demostrando que las MAC-T

sintetizan esta citoquina en respuesta a estimulos inespecificos.

5.2.3 Efecto de Panax ginseng sobre los niveles de expresion génica de IL-6,

IL-8, TNF-a e IL-1p en macr6fagos

Reportes previos han demostrado que macréfagos peritoneales murinos
tratados con fracciones polisacaridicas del extracto de Panax ginseng (ginsan)
producen citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-1p, IL-6, e IFNs (Shin y
col., 2002). Por otra parte, Ahn y col. (2006b), observaron que el tratamiento con
extracto de ginsang disminuia la tasa de letalidad en ratones frente a infecciones
por S. aureus, lo cual fue asociado con la supresiéon de la produccién de
citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL- 13, IL-6, IL-12, IL-18 y IFN-y.

Baravalle y col. (2010), evaluaron el efecto del tratamiento IM con PG al
momento del secado sobre la expresiéon génica y proteica de diferentes
citoquinas en leche y observaron un aumento significativo en los niveles de
ARNm para IL-la, IL-1p y TNF-a en animales tratados con el
inmunomodulador luego de las 48 hs de su aplicacion y un aumento
significativo en la expresion proteica de TNF-a a las 24 y 48 hs del tratamiento.
En un estudio posterior, Baravalle y col. (2011), evaluaron el efecto de PG sobre
la expresion de citoquinas pro-inflamatorias y el reclutamiento de
monocitos/macréfagos en tejido mamario luego del tratamiento con PG al
momento del secado, demostrando que el inmunomodulador fue capaz de
aumentar el reclutamiento de monocitos-macréfagos a la GM y aumentar
significativamente los porcentajes de inmunomarcacién para TNF-a hasta el dia
7 pt.

En el presente estudio, en cuanto a la evaluaciéon de los niveles de
expresion génica de citoquinas en macrofagos aislados de secrecion mamaria, se

detect6 un efecto significativo del tratamiento con PG y del tiempo de
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exposicién con respecto a los controles sobre IL-8, TNF-a e IL-1f3, observandose
los mayores niveles de expresion a las 12 y 24 hs pt. Los niveles de ARNm para
IL-6 si bien se vieron influenciados por el tiempo de exposiciéon al PG, no se
detecté efecto del tratamiento, observdndose al igual que para las otras
citoquinas los mayores niveles de expresion a las 12 y 24 hs pt. Entre las
citoquinas mas importantes que promueven la inflamacién encontramos a la IL-
1B y TNF-a. Estas citoquinas se comportan como mediadores clave de la
respuesta inmune sistémica y local, ya que no sélo regulan la expresiéon de una
amplia bateria de genes incluyendo otras citoquinas, enzimas y proteinas de
fase aguda, sino también de genes relacionados con la proliferaciéon y la
apoptosis. Mientras que la IL-8 es una quimioquina que participa,
principalmente, en el reclutamiento de neutréfilos y, en menor medida, de
linfocitos T y en la activacién de neutréfilos (Bannerman, 2009).

En conjunto, los resultados obtenidos in vitro con MAC-T y macréfagos
aislados de secrecion mamaria sugieren que el extracto de PG estimula la
expresion de receptores de la inmunidad innata, principalmente TLR4, asi como
también de citoquinas pro-inflamatorias y quimioquinas y que la fuente
principal de estos mediadores inflamatorios estaria dada por los macréfagos
presentes en la GM. Por su parte, en respuesta al tratamiento con PG, las células
del epitelio mamario serian fuente de otras citoquinas con un perfil anti-
inflamatorio, como IL-4 e IL-6, lo que podria contribuir a regular el proceso

inflamatorio en la GM.

5.3 SILENCIAMIENTO GENICO DE TLR2 Y TLR4

Para determinar si TLR2 y/o TLR4 intervienen efectivamente en la
activacion de macroéfagos luego del tratamiento con PG, se propuso realizar
ensayos de inhibicién de los mismos mediante la técnica de siARN para ambos

receptores. Luego de corroborar que los siARNs no provocan citotoxidad a los
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macréfagos, se comenzé con la puesta a punto del sistema de silenciamiento
génico.

En primer lugar se determiné la concentracion de siARN adecuada para
obtener el mayor silenciamiento génico en las células. Para ello, se evaluaron
tres concentraciones tanto para siARN TLR2, siARN TLR4 y para sus
respectivos siControl negativo (1). En el caso de TLR2 las concentraciones de
siARN de 75nM y 100 nM fueron las que lograron mayores silenciamientos
(aproximadamente 75%); en el caso de TLR4 la concentracién de 75 nM fue la
que logré un 80% de silenciamiento génico. Estos porcentajes se corresponden
con valores de referencias citados por otros autores, tales como Dana y col.
(2017) donde obtuvieron en el 60% de sus muestras valores de silenciamiento
superiores al 50% y solo en el 11-18% de las muestras silenciamientos del 90-
95%. Sin embargo, en el caso de TLR2, los controles negativos produjeron
silenciamientos cercanos al 60% en las células. Estos resultados no se relacionan
con los porcentajes de silenciamiento esperados para un siControl negativo, los
cuales deberian ser similares a los obtenidos en las células controles (basales).
Por otra parte, para TLR4, el siControl negativo en una concentracién de 75 nM
logré un silenciamiento del 20%. Si bien es un valor mas aceptable para un
control de técnica negativo se optd por evaluar el desempefio de otro siControl
negativo comercial (2) y se compar6 con el siControl negativo (1). Ademas se
utilizé un tiempo de silenciamiento mas acotado (24 hs) para lograr obtener un
nuimero de macréfagos viables aceptable para la extracciéon de ARN al final del
ensayo (48 hs).

En el ensayo de silenciamiento de TLR2 y TLR4 durante 24 hs se observé
que la concentracién de 75 nM logré silenciar a ambos genes en un 63,5% y en
un 45,6%, respectivamente. Los siControl negativo (1 y 2) se comportaron
practicamente igual, con porcentajes de silenciamiento del 25% en el caso de
TLR2 y de un 50-60% en el caso de TLR4. Estos resultados nos llevaron a optar
por el siControl negativo (1), el cual fue utilizado en el ensayo siguiente donde
las células luego del proceso de silenciamiento fueron tratadas durante 24 hs

con PG.
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En el mencionado ensayo se obtuvieron porcentajes de silenciamiento en
las células sin tratar con PG del 41,3% para TLR2 y del 85,1% para TLR4, y en
las células que luego estuvieron en contacto con PG los porcentajes fueron del
83,8% para TLR2 y del 67,6% para TLR4. Por otra parte, los porcentajes de
silenciamiento en los controles negativos en todas las condiciones fueron entre
70 y 80%. Estos porcentajes indican que los siControl negativo (1 y 2) estarian
interfieriendo en el silenciamiento de ambos receptores.

Debido a estos resultados y con el objetivo de optimizar la técnica,
actualmente se estdn analizando los BLAST correspondientes de los siControl
negativo (1 y 2) comparados con los siARNSs utilizados para silenciar en este
trabajo. Jensen y col. (2014) en un estudio reciente utilizaron el mismo siControl
negativo de Lab. Qiagen que se emple6 en el presente estudio, difiriendo en que
los ensayos se realizaron utilizando macréfagos derivados de monocitos
bovinos. Por lo tanto, una de las alternativas a los controles comerciales podria
ser el disefio de controles que se ajusten al modelo de macréfagos bovinos
extraidos de secreciones mamarias. Considerando los resultados obtenidos, los
controles comerciales empleados en el presente estudio podrian no ser
adecuados para el tipo de células utilizadas en nuestros ensayos.

Las secuencias génicas de los siARNs TLR2 y TLR4 utilizados en este
estudio fue tomada de dos trabajos: por un lado el de Price y Sheldon (2013),
donde realizaron el silenciamiento génico en células de la granulosa de foliculos
antrales de ovarios bovinos en respuesta a PAMPs bacterianos y por el otro, el
de Turner y col. (2014), donde realizaron el silenciamiento de TLR2 en células
de endometrio bovino.

Considerando todos los ensayos realizados, los resultados obtenidos hasta
el momento demostraron que la concentraciéon de 75 nM de siARN TLR2 y
TLR4 fue la que logré los porcentajes de silenciamiento mas aceptables. Sin
embargo, debido a la importancia de incluir controles adecuados en los
experimentos de siARN hasta que no se optimicen los mismos no es posible

definir la concentracién de siARN a utilizar.
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5.4 EFECTO DE Panax ginseng SOBRE EL CRECIMIENTO DE
Staphylococcus aureus

Previo a los ensayos de internalizacién se evalu6 el efecto de diferentes
concentraciones de PG (0,5, 1 y 3 mg/ml) sobre el crecimiento de dos cepas de
S. aureus utilizadas en caldo M-H pH normal (7,2 - 7,4) y pH modificado (6,7,
similar al de la leche). La adicion de PG al medio de cultivo estimul6 el
crecimiento de ambas cepas de S. aureus notandose un efecto significativo con la
concentraciéon de 3 mg/ml. Estos resultados indican que en un sistema de
cultivo in vitro, PG en una alta concentraciéon podria actuar como un nutriente
adicional para el crecimiento de S. aureus. Sin embargo, esto no ocurriria en un
sistema in vivo donde el crecimiento bacteriano no solo estd regulado por la
disponibilidad de nutrientes sino también por la respuesta del sistema inmune
del hospedador. Esta afirmacién se sustenta con los resultados obtenidos por
Silvestrini y col. (2017) donde se observé una disminucion significativa en el
ntmero de bacterias recuperadas de la GM de ratones tratados con PG y

desafiados experimentalmente con S. aureus.

5.5 EFECTO DE Panax ginseng SOBRE LA INTERNALIZACION
DE Staphylococcus aureus A MAC-T

Clasicamente, S. aureus se ha caracterizado como un patégeno extracelular
(Finlay y Cossart, 1997). Sin embargo, un nimero 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 de 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
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que ocasionan, en muchos casos, dafios permanentes al tejido mamario de vacas
en produccion.

Las células epiteliales que revisten el canal del pezén, la cisterna de la
glandula y los alvéolos mamarios constituyen en conjunto las primeras células
que reconocen a los patdgenos y participan en el desencadenamiento de la
respuesta inflamatoria. Recientemente, en infecciones experimentales con
S. aureus en GM bovina se demostr6 que las células epiteliales, en sus diferentes
localizaciones, proporcionan una respuesta inmune activa y temprana contra el
patégeno, destacando su importancia en la patogenia de las IIM en bovinos
(Whelehan y col., 2011). Otros estudios sugieren que las CEM podrian afectar
diferencialmente la respuesta inflamatoria global en funcién de coémo reconocen
y responden a los diferentes PAMP bacterianos (Bougarn y col., 2010; Gilbert y
col., 2013).

Como hemos mencionado anteriormente, estudios recientes demostraron
que la inoculaciéon IM de PG inhibi6 parcialmente la multiplicacién de S. aureus
dentro de la GM murina y, por lo tanto, podria jugar un papel protector contra
las IIM causadas por este patogeno (Silvestrini y col., 2017). Para determinar si
existe una relacion entre el papel protector postulado para PG en un modelo de
mastitis de ratén y la capacidad de PG para inhibir las interacciones tempranas
entre el organismo y las CEM, realizamos ensayos de internalizaciéon en MAC-T
con dos cepas de S. aureus.

La seleccion de las dos cepas de S. aureus se realiz6 en base a criterios
clinicos y de adaptacion a la GM bovina. La cepa Newbould 305 es una cepa de
referencia aislada en 1958 de una vaca en Orangeville, Ontario, Canada, en un
caso de mastitis clinica (Prasad y Newbould, 1968; Ben Zakour y col., 2008).
Esta cepa induce experimentalmente y de forma reproducible mastitis cronicas
con sintomas leves (Hensen y col, 2000; Bannerman y col., 2004; Bouchard y col.,
2012). En cambio la cepa 5011, es una cepa de campo, aislada de una infeccion
IM subclinica persistente, con alta adaptaciéon a la GM bovina y con alta
capacidad para invadir las CEM utilizada en ensayos previos por miembros del

grupo (Pereyra y col., 2016).
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Los resultados obtenidos con la cepa Newbould 305 mostraron que el
tratamiento con PG en una concentracion de 3 mg/ml redujo en forma
significativa la internalizacién de la bacteria a las células epiteliales. En relacion
a la cepa 5011 de S. aureus, los resultados mostraron una disminucion
significativa en la internalizaciéon de la bacteria a MAC-T con todas las
concentraciones de PG, observdndose un efecto concentracion dependiente
(mayor concentraciéon de PG, menor internalizacién a la MAC-T). Considerando
que PG no tuvo un efecto inhibitorio sobre S. aureus, es probable que una
interaccion directa de PG con MAC-T esté interviniendo en el proceso de
internalizacion bacteriana. Como bien se sabe, la internalizacién de S. aureus por
fagocitos no profesionales implica una interacciéon entre la proteina de unién a
Fn y la célula hospedadora, lo que induce la transduccién de sefiales, promueve
la actividad de quinasas y el reordenamiento del citoesqueleto (Dziewanowska
y col., 2000). En relacién a esto, Xie y col. (2009) reportaron que el ginsendsido
Rgl de Panax notoginseng disminuy¢ los niveles de proteina de coldgeno I y Fn
de una manera dosis dependiente en células epiteliales tubulares renales de
rata. Sobre la base de estas observaciones, se podria teorizar que pueden
producirse interacciones moleculares entre las proteinas de superficie de MAC-
Ty PG, y esto podria evitar la adhesién correcta y la posterior internalizacién
de S. aureus a las CEM.

En concordancia con lo observado en este estudio, trabajos recientes han
demostrado que los 4cidos grasos de cadena corta (propiénico y hexanoico),
colecalciferol (vitamina D), farrerol, timol y geniposida inhibieron la
internalizacion de S. aureus en CEM bovinas (Alva-Murillo y col., 2012; Tellez-
Perez y col.,, 2012; Yang y col., 2013; Wei y col., 2014b; Wei y col., 2018).
Considerando la bibliografia disponible, este es el primer informe que
demuestra que PG inhibe la internalizaciéon de S. aureus en MAC-T. Sin
embargo, el mecanismo por el cual PG logra disminuir el ingreso de la bacteria
a la célula eucariota sigue sin estar claro. En este sentido, se ha demostrado que
una vez que S. aureus ingresa al citoplasma, el factor de transcripcién NF-xB

estaria vinculado con la sefializacion intracelular (Oviedo-Boyso y col., 2008) y
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la internalizacién de S. aureus en las células epiteliales podria reducirse al
inhibir su activacion (Wei y col.,, 2018). En el presente estudio se evalu¢ la
expresion génica de NF-kB promovida por PG en MAC-T y se observé que la
concentraciéon de 1 mg/ml indujo niveles de expresién génica mayores al
control en todos los tiempos evaluados, y curiosamente la concentraciéon de
3 mg/ml (concentracién utilizada en los ensayos de internalizacién) redujo la
expresion génica de NF-xB a las 2, 6 y 24 hs pt en comparacién al control. Si
bien esta disminucién no fue significativa, més estudios deberian realizarse
para dilucidar si es por esta via que PG ejerce su efecto inhibidor de la
internalizacion.

Considerando la importancia de este resultado, la inhibicion de la
internalizaciéon de S. aureus inducida por PG podria reducir el riesgo de
invasion al tejido, la diseminacién de la infeccion y la persistencia del patégeno
en la GM. En asociacion con el efecto inmunoestimulante descripto
previamente, la inducciéon de una respuesta inflamatoria 6ptima, podria

mejorar la eliminacion del patégeno en GM bovina.

5.6 EFECTO DE Panax ginseng SOBRE LA CAPACIDAD
FAGOCITICA Y ACTIVACION DE MACROFAGOS

Los macréfagos cuando se activan por diversos estimulos, aumentan su
actividad fagocitica, producen citoquinas y mediadores inflamatorios como el
ON y el H2Oz (Guzik y col., 2003). La fagocitosis es un importante proceso que
les permite a los macréfagos engullir activamente los microorganismos,
formando vesiculas que se fusionan con los lisosomas, provocandoles la muerte
mediante la lisis de los mismos (Abbas y col., 2012).

En estudios previos se ha reportado que el extracto de ginseng potencia la
actividad fagocitica de los macréfagos. En este sentido, Shin y col. (2002)
demostraron que macréfagos peritoneales murinos tratados con polisacéridos
acidos de ginseng rojo (RGAPs, ginsan) estimularon la fagocitosis de zymosan,
una preparaciéon de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae. Ademas, el
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tratamiento de los macréfagos murinos con una combinacién de RGAPs e IFN-y
ha demostrado una potenciaciéon en la activacién de los macréfagos y una
mejora sustancial en la producciéon de ON (Choi y col., 2008). En el presente
estudio, el porcentaje de fagocitosis y la IFM de las células que fagocitaron
bacterias en el grupo tratado con 3 mg/ml de PG durante 2 hs no difirieron del
grupo control sin tratamiento para las cepas de S. aureus Newbould 305 y 5011.
Sin embargo, no es posible realizar comparaciones directas entre las
investigaciones previas mencionadas y los resultados observados en el presente
estudio, debido a las diferencias en la naturaleza quimica del extracto de PG
utilizado, asi como en el origen de las células evaluadas. Por otra parte, Sordillo
y Babiukd (1991) sugieren que durante la involucién activa de la GM, la ingesta
indiscriminada de componentes de la leche por los macréfagos hace que estas
células sean menos efectivas para la fagocitosis, lo que podria explicar los
resultados observados en este estudio. Sin embargo, otros trabajos han
demostrado que los macréfagos expresan receptores para IgGl e IgG2
(Desiderio y Campbell, 1980) y los obtenidos 10-15 dias después del cese del
ordefio mostraron una mayor captacion de S. aureus cuando se incubaron con
anticuerpos especificos (Renna y col., 2014).

Denis y col. (2006) compararon la capacidad de macréfagos obtenidos a
partir de leche en la lactancia media y de secrecién mamaria en la mitad del
secado para fagocitar y destruir S. uberis, y 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 lactacion en la funcionalidad de los macréfagos. Por otra parte, Fox
y col. (1988), demostraron un incremento en la fagocitosis de S. aureus por parte
de macréfagos provenientes de secreciones mamarias de animales no infectados
al dia 14 de la involucién con respecto al dia 7. Por lo tanto, si se tienen en
cuenta los resultados previos, en el presente estudio, el hecho de que los
ensayos se hayan realizado con macréfagos provenientes de secreciones
mamarias de 14 dias de secado no estaria ejerciendo influencia sobre la

capacidad fagocitica de las células tratadas con PG.
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Las defensas del hospedador y otros procesos fisiolégicos tales como la
regulacién de la apoptosis y la homeostasis inmune estdn regulados por ROS de
una forma critica (Serhan y Savill, 2005; Quinn y col., 2006). Los resultados
obtenidos en este estudio mostraron que el tratamiento con PG no fue capaz de
inducir la produccién de ROS intracelular por parte de los macréfagos co-
cultivados con ambas cepas de S. aureus (Newbould 305 y 5011), pero tampoco
suprimio su produccién. Por otra parte, en los macroéfagos tratados con PG y co-
cultivados con la cepa Newbould 305, la intensidad de produccién de ROS por
cada macréfago positivo (IFM) fue mayor a la observada en los macréfagos
controles. Park y col. (2013) observaron efectos supresores en la produccién de
ROS en macréfagos RAW264.7 co-cultivados con extractos fermentados y no
fermentados de raiz de ginseng silvestre y estimulados con LPS. Asimismo,
Choi y col. (2014), utilizando una mezcla de tres plantas medicinales Angelica
gigas Nakai, Panax ginseng y Rhus verniciflua Stokes RVS, observaron efectos
supresores en la producciéon de ROS intracelular en células RAW 264.7 cuando
éstas fueron estimuladas durante 12 hs con LPS. Las diferencias encontradas
entre los resultados de nuestro estudio y aquellos obtenidos por Choi y col.
(2014) podrian deberse al tiempo de muestreo evaluado en el presente trabajo
(s6lo 2 hs de tratamiento con PG).

En contraste a lo observado en el presente estudio, Jiao y col. (2012)
investigaron el efecto de oligosacaridos de las raiz de Panax ginseng en la
activacion de macréfagos peritoneales murinos y observaron un incremento en
la produccién de ROS en concordancia con la produccién de ON y TNF-a luego
de 24 hs de estimulacion. Considerando los resultados de estos autores y los
observados en nuestro estudio el tiempo de exposicion con el
inmunomodulador podria ser un factor importante a tener en cuenta para
lograr la activacion de los macréfagos.

En el presente estudio, se detectaron diferencias significativas en los
niveles de ON en macréfagos infectados con ambas cepas de S. aureus
(Newbould 305 y 5011) comparados con pocillos controles (sin bacterias); sin

embargo, este aumento no se vio afectado por el tratamiento con PG.
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Resultados similares fueron obtenidos por Pinello y col. (2006), donde
demostraron que Pfaffia paniculata (Brazilian ginseng) administrada por gavage
durante 10 dias a ratones pudo potenciar la actividad fagocitica de los
macrofagos peritoneales pero no encontraron diferencias en la produccion de
ON vy perdxido de hidrégeno. En contraste, otro estudio ha demostrado que la
produccion de ON aument6 en macréfagos de ratones tratados con un
polisacérido &cido de Panax ginseng C. A. Meyer (Park y col, 2001). Las
discrepancias entre los estudios mencionados y los observados en este trabajo
podrian estar relacionadas con la naturaleza del extracto de PG utilizado, los
tiempos de exposicion evaluados y el tipo de macréfagos empleados en los
ensayos.

Por otro lado, los patrones de sefalizacion intracelular que desencadenan
la activaciéon de los macréfagos no estan claros, y varian de un compuesto a
otro. Byeon y col. (2012) demostraron que el patrén de activacion de
macréfagos por LPS fue distinto al patrén utilizado por RGAP (polisacarido
acido de ginseng rojo). La producciéon de ON inducida por RGAP, se asocié con
niveles aumentados de iNOS y factores de transcripcion tales como NF-«xB, AP-
1 y CREB. En este trabajo la expresion génica de NF-kB en macréfagos se
encontré aumentada luego de la exposiciéon a PG durante 12 y 24 hs, lo que
podria sugerir una posible via de activacion de los fagocitos; aunque se

requieren mayores estudios que puedan comprobar estos mecanismos.

5.7 EVALUACION DE LA EFICACIA DE Panax ginseng EN
VACAS EN PRODUCCION AL INICIO DEL PERIODO DE
SECADO

5.7.1 Evaluacion de la interaccién de Panax ginseng con el antimicrobiano

El principal objetivo de la terapia antibiética es eliminar al organismo
invasor mediante la administracién de una cantidad 6éptima de droga activa en

el sitio de la infeccién, que supere y mantenga por un tiempo adecuado una
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concentracién capaz de inhibir al organismo actuante. Esto implica que se debe
conocer la susceptibilidad de los organismos actuantes frente a los antibioticos y
también los niveles esperados de antibiético en el sitio de infeccién luego de su
administraciéon. La susceptibilidad de una poblaciéon de bacterias a un agente
antimicrobiano estd representada por la CIM de ese agente; mientras que los
niveles esperados de antimicrobianos en la leche o tejido donde se localiza la
infeccion esta determinada por las propiedades farmacocinéticas de las drogas.
Estas propiedades, que son: liposolubilidad, grado de ionizacién, afinidad de
unién con proteinas y tamafio molecular determinan la capacidad de la droga
para penetrar los tejidos, su particién entre sangre y leche y la proporciéon de
droga activa no unida a las proteinas in vivo (Erskine, 2004). En este estudio,
previo a los ensayos de eficacia de PG con animales en produccién y con el
objetivo de determinar las posibles interacciones entre el extracto de PG y la
cefalexina, se evalu6é su actividad antimicrobiana combinada con dos
concentraciones de PG (0,5 y 3 mg/ml), frente a dos cepas de S. aureus mediante
ensayos de CIM y CBM.

Al comparar el crecimiento de la cepa de S. aureus ATCC 29213 con las
diferentes concentraciones de cefalexina se determiné que tanto en el caldo sin
PG como en el caldo con PG en una concentraciéon de 0,5 mg/ml los botones
indicadores de crecimiento se visualizaron hasta la dosis 0,25 pg/ml inclusive,
determinando como CIM la dosis inmediata superior de 0,5 pg/ml. En cambio
en el caldo con PG en una concentracién de 3 mg/ml, los botones indicadores
de crecimiento se visualizaron hasta la dosis de 0,125 pg/ml inclusive,
determinando como CIM la dosis inmediata superior de 0,25 ng/ml.

Al comparar el crecimiento de la cepa 17 de S. aureus con las diferentes
concentraciones de cefalexina se determiné que en el caldo sin PG los botones
indicadores de crecimiento se visualizaron hasta la dosis de 0,5 pg/ml
inclusive, determinando como CIM la dosis inmediata superior de 1 pg/ml. En
el caldo con PG en una concentracién de 0,5 mg/ml y en el caldo con PG en una

concentracion de 3 mg/ml, los botones indicadores de crecimiento se
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visualizaron hasta la dosis de 0,25 pg/ml inclusive, determinando como CIM la
dosis inmediata superior de 0,5 ng/ml.

De los resultados obtenidos se puede inferir que si bien el agregado de PG
al caldo M-H disminuy6 el crecimiento bacteriano tanto de la cepa de referencia
como de la cepa de campo de S. aureus, la CIM de la cefalexina se mantuvo
dentro del rango informado por el NCCLS (Standards for Antimicrobial Susceptibility
Tests) (0,12 pg/ml a 0,5 pg/ml). Un efecto similar ocurrié en los ensayos de
CBM, observandose que para la concentraciéon de 3 mg/ml de PG la CBM de la
cefalexina contra S. aureus cepa ATCC 29213 fue de 8 pg/ml, un orden menor
que con la dosis de 0,5 mg/ml y caldo sin PG.

Estos hallazgos se relacionan con el trabajo de Sung y Lee (2008) donde
combinaron las saponinas del ginseng Coreano Rojo con dos antibiéticos
comerciales (kanamicina y cefotaxima) para evaluar la actividad antibacterial
contra S. aureus resistentes a la meticilina (MRSA). Los resultados de estos
autores mostraron un efecto sinérgico de los antibiéticos con las saponinas
contra MRSA, y adjudicaron este efecto a un aumento en la permeabilidad de la
membrana plasmatica bacteriana que podrian producir las saponinas de PG.
Ademas, un estudio comparativo de la actividad antibacteriana de extractos
vegetales de varias regiones de Asia, demostr6 un efecto antibacteriano de PG
sobre MRSA reflejado a través de ensayos de CIM y CBM (Al-Judaibi y col.,,
2014).

En funcién de estos trabajos y sumado a los hallazgos obtenidos en este
estudio serfa interesante determinar cual es la verdadera interaccion de PG con
la cefalexina o el mecanismo de accién por cual en combinacién con la misma
disminuye el crecimiento bacteriano. Estos hallazgos podrian tener importancia
clinica y abrirfan nuevas perspectivas terapéuticas para su aplicaciéon en la
prevencion y tratamiento de las mastitis bovinas producidas por bacterias

pertenecientes al género Staphylococcus.
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5.7.2 Eficacia de Panax ginseng sobre infecciones intramamarias de vacas en

produccién al inicio del periodo de secado

Numerosos antibiéticos se utilizan rutinariamente para el tratamiento y la
prevenciéon de enfermedades en los rodeos. Actualmente, la mastitis sigue
siendo la enfermedad de las vacas lecheras mds comdnmente tratada con
antibidticos. Se ha estimado a nivel mundial que los antimicrobianos
representan el 41% del total de medicamentos utilizados en el ganado bovino
(Montforts, 2005). Segtun los escasos estudios internacionales disponibles, el
consumo total de antimicrobianos por afio varia ampliamente desde 5393
toneladas en paises europeos (Kools y col., 2008) hasta 9300 toneladas en los
Estados Unidos de América (Sarmah y col., 2006). En Argentina, Neu y col.
(2009) informaron que los beta-lactamicos (entre ellos las cefalosporinas como la
cefalexina) y aminoglucésidos son los compuestos IM maés frecuentemente
utilizados en los tambos de Argentina, mientras que otros compuestos como los
macrolidos y las tetraciclinas se administran principalmente para tratar otras
enfermedades. Ciertos antimicrobianos se usan de manera profilactica para
prevenir enfermedades que afectan a los animales durante periodos de mayor
susceptibilidad, como antibiéticos IM en el secado, que es una préctica
recomendada en rodeos lecheros para prevenir nuevas I[IM durante el periodo
de secado (National Mastitis Council, 2006). Sin embargo, la terapia de vaca
seca también se administra como tratamiento para IIM subclinicas existentes al
final del periodo de lactancia (Phillips y col., 2004; Aarestrup, 2005). En
Argentina, la informacién sobre el uso de medicamentos veterinarios
antimicrobianos a nivel de rodeo es limitada. En un estudio reciente Gonzélez
Pereyra y col. (2015) evaluaron mediante una encuesta la prevalencia de
enfermedades y el uso de farmacos antimicrobianos en 18 tambos ubicados
principalmente en la provincia de Buenos Aires. Estos autores reportaron que la
terapia de vacas seca se realiz6 con medicamentos IM utilizando un total de 13
tarmacos diferentes dentro de los cuales los beta-lactdmicos fueron los

antimicrobianos mas utilizados. Ademads, el uso de antimicrobianos
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intramamarios como farmacos tnicos para la mastitis clinica consisti6 en un
51% de betalactdmicos, un 36% de aminoglucésidos, un 6% de macrélidos y un
6% de otro tipo de farmaco.

El tratamiento de secado a todo el rodeo reduce en un 70% el nivel de
infeccién en el periodo que va del secado al parto, siendo més eficaz que el
tratamiento durante la lactancia y permitiendo una mejor regeneraciéon del
tejido dafiado (Robert y col., 2006). En general los programas de control de
mastitis recomiendan tratar todos los animales al final de su lactancia. El
tratamiento de secado a todo el rodeo reduce significativamente la incidencia de
IIM durante el periodo seco en animales sin IIM en el momento del secado. Esto
es debido a la persistencia de las preparaciones antibitticas de liberacion lenta
durante las etapas iniciales y medias del periodo seco y probablemente a un
sellado més rapido del canal del pezén en los animales tratados. Sin embargo,
las sustancias antimicrobianas utilizadas para terapia de secado generalmente
no persisten en la ubre hasta el parto y por lo tanto no ofrecen proteccién en ese
momento (Oliver y col.,, 1990). Las preparaciones de vacas secas estidn
formuladas para causar una irritacion minima del tejido, evitar dafios en el
tejido secretor y prevenir la fibrosis. Se elige un antibidtico que sea activo contra
organismos grampositivos en bajas concentraciones, y si se usan combinaciones,
se prefieren los antibidticos con efectos bactericidas. Combinaciones antibiéticas
de cloxacilina, ampicilina, cefapirina, estreptomicina, cefalexina, penetamato,
eritromicina, amoxicilina, penicilina, nafcilina se utilizan con frecuencia (Bogni
y col., 2011).

Un cambio en la epidemiologia de la mastitis ha enfatizado el papel del
sistema inmune de la GM en la patogenia de estas infecciones. De hecho, ciertos
patégenos como S. aureus desencadenan una amplia interaccién con el sistema
inmune durante las fases de invasion y colonizacién y la actividad de las células
inmunes de la ubre es fundamental para lograr altas tasas de curacion
(Anderson, 1976, Craven y Anderson, 1984). Por lo tanto, si la capacidad

inmune de la GM bovina pudiera mejorarse, la susceptibilidad a los patégenos
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causantes de mastitis podria reducirse y la efectividad de los antibiéticos podria
aumentar (Zecconi y col., 1999).

En este estudio, se incluyeron 102 vacas en produccién que fueron
tratados al momento del secado con dos formulaciones de aplicacién IM. Los
animales se distribuyeron en dos grupos y fueron tratados al azar con
formulaciones conteniendo PG + cefalexina o cefalexina en sus cuatro cuartos.
Es importante destacar que a la fecha no existen en la bibliografia consultada
ensayos de eficacia en los cuales se haya utilizado PG en combinacién con
antimicrobianos como terapia de secado en vacas al final de la lactancia.
Asimismo, si bien existen numerosos trabajos en los que se han evaluado los
efectos inmunomoduladores de diferentes extractos provenientes de plantas
para el tratamiento de mastitis clinicas y subclinicas durante la lactancia y el
secado (Mukherjee, 2009; Kaithwas y col., 2011; Mullen y col., 2013; Bhatt y col,,
2015), ninguno de estos estudios incluye pruebas de eficacia in vivo en vacas en
produccion.

En este trabajo el 23,84% de los cuartos mamarios (n=101) presentaron IIM
por diferentes patégenos al momento del secado. Los dos microorganismos mas
prevalentes aislados a partir de leche antes del tratamiento de secado fueron
S. aureus (8,10%) y SCN (5,10%). En un tercer orden se ubicaron los Streptococcus
no agalactiae (S. uberis, S. dysgalactiae, Streptococcus spp). Estos resultados se
relacionan con los datos publicados en los tltimos afios sobre prevalencia de
patégenos contagiosos en tambos de Argentina. En un estudio que incluy6
muestras de 20.117 vacas en lactancia pertenecientes a 112 tambos ubicados en
las provincias de Santa Fe, Cérdoba y Buenos Aires relevados entre mayo de
1999 y agosto de 2007 por presentar problemas de mastitis, mostré que los
patégenos aislados con mayor frecuencia fueron S. aureus con el 57%,
S. agalactine 29%; mientras que los miembros del grupo de Sreptococcus no-
agalactiae fueron hallados en el 12% de los animales. Staphylococcus aureus fue
aislado casi en la totalidad de los rodeos analizados (>97%) (Signorini y col.,
2008). En un estudio mas reciente, que incluyé un relevamiento aleatorizado

realizado sobre 2.296 vacas pertenecientes a 51 rodeos lecheros de la Provincia
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de Coérdoba, 54% mostraron mastitis subclinica evidenciada por recuentos de
células somadticas >200.000/ml. A partir de estas muestras, los organismos
patégenos mas frecuentemente aislados fueron SCN 52,1%, seguidos por
S. aureus 21,3%, Corynebacterium spp. 5,2%, S. agalactiae (4,4%) y S. dysgalactiae
(4,4%) (Dieser y col., 2014).

En el presente trabajo, incluyendo en el anélisis el total de cuartos
mamarios sanos (n=329) e infectados (n=103) al momento del secado, no se
detecté un efecto significativo del tratamiento sobre nuevas IIM al pos parto;
observandose en los cuartos tratados con cefalexina, una prevalencia de IIM al
pos parto del 26,9% y en los cuartos tratados con PG + cefalexina una
prevalencia similar del 23,3%. Por lo tanto, el tratamiento al secado con
PG + cefalexina, no tuvo un efecto preventivo sobre las nuevas I[IM dentro de
las 24 hs pos parto comportandose en forma similar a la cefalexina.

La incidencia de IIM durante el periodo seco e inmediatamente después
del parto es un factor importante para mantener la salud de la GM (Oliver
1988). Si bien no todas las infecciones derivaran en casos de mastitis clinica, la
presencia de una IIM aumenta el riesgo de mastitis clinica dentro de los 7 dias
pos parto (Green y col, 2002). Idealmente, los tratamientos administrados
durante el secado deberian permanecer en la GM durante todo el periodo para
proteger contra las nuevas IIM.

En el presente trabajo analizando el total de cuartos mamarios sanos al
momento del secado (n=329), no se detectaron diferencias en la aparicion de
nuevas IIM entre los dos tratamientos, observandose porcentaje similares (16%
para los tratados con cefalexina y 12,6% para los tratados con PG + cefalexina).
Estos datos indican que el tratamiento con PG + cefalexina aplicado en cuartos
mamarios libres de infeccion, no tuvo efecto preventivo sobre las nuevas IIM al
pos parto, comportandose en forma similar a la cefalexina. Los porcentajes
promedios de nuevas infecciones que se obtuvieron en este estudio estan dentro
de los rangos informados en otros trabajos en los cuales se emplearon diferentes
tratamientos de secado. Bryan y col., (2011) en un estudio que incluy6 1570

vacas de 4 establecimientos, las cuales fueron tratadas al secado con dos
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formulaciones comerciales diferentes de cefalonium 250 mg (cefalosporina
semi-sintética de primera generacién) de larga accién observaron que la
incidencia de nuevas IIM por cuarto dentro de los 2 a 5 dias pos parto fueron
del 17%. Cabe destacar en que nuestro estudio la dosis de cefalexina fue menor
(100 mg) a la utilizada por Bryan y col. (2011) de 250 mg.

En otro estudio, Mullen y col. (2013) compararon diferentes productos
comerciales que fueron aplicados al momento del secado y detectaron que los
porcentajes de nuevas infecciones alrededor de los 3 y 5 dias pos parto no
variaron entre los tratamientos, observando efectos similares a los reportados
en este estudio sobre la prevenciéon de nuevas IIM. En el mencionado estudio,
en los cuartos tratados con terapia convencional (penicilina-
dihidroestreptomicina y subnitrato de bismuto) los porcentajes de nuevas IIM
fueron de un 24 + 21%, en los tratados con sellador interno comercial a base de
hierbas de un 15 + 7%; en los tratados con un producto comercial de aplicacién
IM a base de hierbas de un 30 + 10% y para los que no recibieron ningan tipo de
tratamiento de un 35 + 11%.

En el presente estudio, la distribucién y prevalencia de los patégenos
aislados de secrecién mamaria dentro de las 24 hs posteriores al parto fueron
similares a los detectados antes del secado, observandose los mayores
porcentajes para S. aureus (8,60%) y SCN (7,60%). Los Streptococcus no agalactiae
(S. uberis, S. dysgalactiae, Streptococcus spp) se presentaron en un tercer orden
pero con una baja prevalencia (1,60%).

La tasa de cura en los cuartos mamarios infectados al momento del secado
fue similar para ambos tratamientos (36,1% para los tratados con cefalexina y
36,4% para los tratados con PG + cefalexina). Estos porcentajes son menores a
los observados por Bryan y col. (2011) donde obtuvieron tasas de cura entre 75
y 78% en los cuartos tratados con dos formulaciones comerciales de cefalonium.
En nuestro trabajo, un dato a tener en cuenta es que de los 101 cuartos
infectados al momento del secado, 31 correspondian a infecciones por S. aureus
(81%). Se conoce ampliamente la capacidad de S. aureus para persistir en el

interior de las células epiteliales y fagociticas profesionales presentes en la GM,
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considerandose una estrategia del patégeno para evadir al sistema inmune y
para protegerse de la accién de los antibidticos, ocasionando de esta forma
infecciones crénicas dificiles de curar (Oviedo-Boyso y col., 2008). Por otra
parte, la probabilidad de cura de los cuartos mamarios infectados al secado,
disminuy¢6 significativamente en aquellos animales de méas de dos lactancias
tratados con PG + cefalexina. Este resultado hace suponer que los animales con
mas de dos lactancias podrian cursar IIM crénicas tornandose mas dificil la cura
bacteriol6gica con los antibiéticos convencionales.

Una tasa de cura real de S. aureus puede variar entre un 20% y 78%
(Dingwell y col.,, 2003a). En el presente trabajo, los cuartos mamarios que
presentaban IIM por S. aureus al momento del secado (n=35) y que fueron
tratados con cefalexina, tuvieron una tasa de cura del 85,8%. La misma fue
mayor a la estimada por Bryan y col. (2011) de 68.6% en aquellos cuartos
infectados con S. aureus al secado, tratados con dos preparaciones comerciales
de cefalonium. En cambio, en los que fueron tratados con PG + cefalexina la
tasa de cura fue significativamente menor (28,2%). Si bien este ultimo
porcentaje se encuentra dentro del rango mencionado por la bibliografia, esta
disminucién significativa en la tasa de cura podria relacionarse con la
multiplicacion de la bacteria en el ambiente de la GM en presencia del
inmunomodulador, sobre todo si se tienen en cuenta los resultados observados
in vitro, donde la adicién al medio de cultivo de 3 mg/ml de PG incremento el
crecimiento de S. aureus. Sin embargo, un aspecto a considerar en este resultado
que podria influir en la significancia estadistica hallada en las tasas de cura, es
el nimero de cuartos infectados con S. aureus al momento del secado (n=35); un
incremento en el nimero de animales en este estudio podria incidir en el
resultado. Otro punto a considerar en este trabajo es que la estimacién de la tasa
de cura bacteriolégica durante el periodo seco se realizé en base a un solo
muestreo de leche después del parto, por lo cual podria resultar en una
sobrestimacién o en una subestimacién de la eficacia de la terapia de vaca seca;
esto es especialmente probable para bacterias como S. aureus, que se

desprenden de forma intermitente de los cuartos mamarios infectados. Por otra
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parte, la probabilidad de cura de los cuartos mamarios infectados al secado con
S. aureus, disminuy6 significativamente en aquellos animales de més de dos
lactancias tratados con PG + cefalexina lo que podria indicar el curso crénico de
las IIM causadas por este patégeno en este grupo de animales.

Los SCN, constituyen un grupo de especies estafilocécicas, que se han
convertido en los patégenos predominantes causantes de mastitis en numerosos
paises (Taponen y col., 2007; Kateete y col., 2013; Abrahmsén y col., 2014). En
Argentina, provincia de Coérdoba, 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). Aunque los SCN suelen causar mastitis
clinicas o subclinicas leves, son perjudiciales ya que aumentan el RCS en la
leche (Chaffer y col., 1999). Ciertas evidencias también indican que los SCN son
capaces de persistir en la GM durante meses o incluso a lo largo de toda la
lactancia (Aarestrup y col.,, 1999). En general las mastitis causada por SCN
responden bien al tratamiento antimicrobiano (Taponen y col., 2007) y en
algunos paises se recomienda su tratamiento, pero en otros las mastitis leves y
subclinicas no se tratan (Oliver y col., 2003). En el presente trabajo, si bien la
tasa de nuevas IIM para SCN al pos parto fueron menores en los cuartos
tratados con PG + cefalexina (4,3%) en relacién a los tratados con cefalexina
(7,3%), las diferencias entre tratamientos no fueron significativas. Por otra parte,
si bien la tasa de cura al pos parto temprano fue mayor en los cuartos tratados
con PG + cefalexina (95,5%) en comparacién con los tratados con cefalexina
(69,8%), no se detectaron diferencias estadisticas significativas; aunque el valor
de p=0,130 estimado indicé una tendencia. En este punto, al igual que para
S. aureus, un incremento en el nimero de animales iniciales incluidos en el
disefio experimental podria tener influencia en las significancias estadisticas
halladas en este estudio.

En relacion al efecto de los tratamientos sobre los patégenos contagiosos
los resultados fueron similares a los hallados para S. aureus (patégeno con
mayor prevalencia al secado y al pos parto en relacién a los demas patdgenos

incluidos en esta categoria). Por otra parte, en relaciéon al efecto de los
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tratamientos sobre los patégenos ambientales, los resultados fueron similares a
los hallados para los SCN (microorganismos con mayor prevalencia al secado y
al pos parto en relacion a los demds microorganismos incluidos en esta
categoria).

Como conclusion general se pude afirmar que la eficacia del tratamiento
con PG + cefalexina como terapia de secado fue similar a la terapia con
cefalexina no observandose efectos adversos aparentes con la combinacion del
inmunomodulador y el antimicrobiano. El tratamiento con PG + cefalexina
mostré similares tasas de nuevas infecciones al pos parto en relacion a la terapia
con cefalexina. Aunque las tasas de cura fueron similares entre PG + cefalexina
y cefalexina especificamente, para el grupo de SCN, se necesitarian futuros

estudios con mayor ntiimero de muestras para cerrar las conclusiones.

5.7.3 Efecto de Panax ginseng sobre la produccion de leche y el recuento de

células somaticas en la lactancia posterior al tratamiento

En las vacas lecheras, un adecuado periodo de secado de 40/60 dias
mejora la proliferacion celular maximizando la producciéon y calidad lactea
(grasa y proteinas) en la lactancia siguiente (Capuco y col. 1997; Kuhn y col,,
2005, Sawa y col., 2012). En este periodo la gldandula sufre procesos de
remodelacién, incluyendo regresion (apoptosis), proliferacion y diferenciacion
mamaria. Se ha demostrado que la aplicaciéon IM de PG al momento de la
interrupcion de la lactancia, estimula la remodelacion del tejido mamario,
aumentando en forma significativa la apoptosis de las células epiteliales y
estromales (Dallard y col., 2011) y modificando la expresién génica y proteica
de componentes de la familia del factor de crecimiento analogo a insulina (IGF)
(Dallard y col.,, 2011, 2013); lo cual contribuiria a acelerar el proceso de
involucion de la GM bovina. Estos resultados previos nos llevaron a sugerir que
el tratamiento con PG al momento del secado podria contribuir a aumentar la
produccion lactea en la lactancia siguiente. En el presente estudio si bien, a

partir del cuarto mes de lactancia los litros promedios producidos por las vacas
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tratadas con PG + cefalexina fueron mayores a los registrados en las vacas
tratadas con cefalexina, no se observé un efecto significativo del tratamiento
sobre la produccién de leche a lo largo de la lactancia. Estos resultados fueron
similares a los obtenidos por Mullen y col. (2013) que observaron que el
tratamiento con terapia antibidtica convencional en comparacién con diferentes
combinaciones comerciales de hierbas no tuvieron efectos sobre la producciéon
de leche en la lactancia siguiente.

El contenido de células somaticas en la leche nos permite conocer datos
claves sobre la funcién y el estado de salud de la GM lactante (Wolter y
Kloppert, 2004). E1 RCS representa una herramienta analitica rapida y segura, y
sus resultados permiten hacer asociaciones sobre estado inmunolégico en que
se encuentra el animal (O’'Brien y col., 1999; Leitner, y col., 2000). La mastitis es
uno de los factores de mayor influencia en el RCS de la leche (Harmon, 2001). El
RCS proveniente de secreciones de cuartos mamarios libres de IIM es
usualmente menor a 200.000 células/ml y es frecuente observar animales que
mantienen valores de recuento menores a 100.000 células/ml. Cuando las
bacterias causantes de mastitis invaden la GM, los macréfagos presentes en la
misma alertan al sistema inmunolégico del animal estimulando el aflujo de
neutréfilos al sitio de infeccién, lo que conduce a la eliminacién del agente
infeccioso. Mas del 90% del RCS en glandulas infectadas estd compuesto de
neutréfilos, mientras que los macréfagos y linfocitos forman parte de un 2-10%
del RCS (Lee y col., 1980).

En el presente trabajo se evalué el efecto del tratamiento con
PG + cefalexina sobre el RCS durante los 10 meses de lactancia posteriores al
tratamiento. Si bien al quinto mes de lactancia se observé un aumento en el RCS
en las vacas tratadas con cefalexina en relaciéon a las tratadas con
PG + cefalexina, no se observé un efecto del tratamiento sobre los RCS a lo
largo de los 10 meses evaluados. Estos resultados concuerdan con los de Mullen
y col. (2013) que observaron que el tratamiento con terapia antibidtica
convencional en comparacién con diferentes combinaciones comerciales de

hierbas no tuvieron efectos sobre el RCS en la lactancia siguiente. El aumento en
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el RCS observado al quinto mes de lactancia en los animales que fueron
tratados con cefalexina al secado podria relacionarse con factores climaticos o
factores inherentes al manejo de los establecimientos.

Como conclusiéon general se puede afirmar que el tratamiento IM con
PG + cefalexina como terapia de secado no tuvo efectos negativos sobre la

produccion de leche o el RCS en la lactancia posterior al tratamiento.
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Los resultados obtenidos y su discusién con los aportes de otros autores,

permitieron llegar a las siguientes conclusiones:

6.1 Efecto inmunomodulador de Panax ginseng en cultivos de células bovinas

e Ninguna de las concentraciones de PG utilizadas in vitro con la linea
celular MAC-T y macroéfagos aislados de secrecién mamaria, fue toxica
para las células hasta las 24 hs posteriores al tratamiento.

e En MAC-T, si bien la expresion génica de TLR4 fue significativamente
mayor luego del tratamiento con diferentes concentraciones de PG con
respecto a los controles, no se observé un efecto significativo del tiempo
de muestreo ni de la interaccién entre ambos factores.

e En MAC-T, la expresion génica de NF-«xB fue significativamente mayor
luego del tratamiento con diferentes concentraciones de PG con respecto
a los controles, observandose un efecto significativo del tiempo de
muestreo pero no de la interaccion entre tratamiento y tiempo.

e En macréfagos aislados de secrecion mamaria, la expresiéon génica de
TLR2, no se vio afectada por el tratamiento con las diferentes
concentraciones de PG en relacién a los controles.

e En macréfagos, la expresion génica de TLR4, se vio significativamente
influenciada por el tratamiento con PG, observandose a las 2, 12 y 24 hs
los mayores niveles de expresion en relacién a los controles.

e En macroéfagos, la expresion génica de NF-kB, se vio significativamente
influenciada por el tratamiento, observdndose ademads una interacciéon
significativa entre el tratamiento y el tiempo de muestreo. Los mayores
niveles de expresion génica en los macréfagos tratados con PG en
relacion a los del grupo control se detectaron a las 12 y 24 hs.

e En MAC-T, el tratamiento con PG aument6é en forma significativa la
expresion génica y proteica de IL-6 a las 12 y 24 hs pt y la produccién
proteica de IL-4 a las 24 hs.
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En macrofagos, se detecté un efecto significativo del tratamiento con PG
y del tiempo de exposicion con respecto a los controles sobre IL-8, TNF-a
e IL-1P3, observandose los mayores niveles de expresién a las 12 y 24 hs
pt. La expresion génica para IL-6 si bien se vio influenciada
significativamente por el tiempo de exposicion al PG, no se detect6 efecto
del tratamiento, observandose los mayores niveles de expresion a las 12
y 24 hs pt.

Con respecto a la puesta a punto del silenciamiento génico de los
receptores TLR2 y TLR4, no se lograron optimizar las condiciones de los
ensayos requeridos para concluirla.

PG estimul6 en forma significativa el crecimiento in vitro de las cepas
Newbould 305 y cepa 5011 de S. aureus, en caldo M-H pH normal y
modificado (similar al de la leche bovina). Sin embargo, en MAC-T, el
tratamiento con PG redujo en forma significativa la internalizacién de las
dos cepas estudiadas.

El tratamiento con PG no influyé en la capacidad fagocitica de
macréfagos, ni en la funcionalidad de los mismos cuando estuvieron en

contacto con S. aureus.

6.2 Eficacia de Panax ginseng en pruebas de campo

El tratamiento al secado con PG + cefalexina aplicado en cuartos
mamarios infectados y libres de infeccion, no tuvo un efecto preventivo
sobre las nuevas IIM dentro de las 24 hs pos parto comportandose en
forma similar a la cefalexina.

El tratamiento con PG + cefalexina aplicado en cuartos mamarios libres
de infeccién, no tuvo efecto preventivo sobre las nuevas IIM al pos parto,
comportandose en forma similar a la cefalexina.

La tasa de cura en los cuartos mamarios infectados al momento del
secado fue similar para ambos tratamientos. La probabilidad de cura de

los cuartos mamarios infectados al secado, disminuy6 significativamente
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en aquellos animales de méas de dos lactancias tratados con
PG + cefalexina.

e La tasa de nuevas IIM por S. aureus fueron menores con el tratamiento de
PG + cefalexina en relacién al tratamiento con cefalexina, aunque esta
diferencia no fue significativa.

e La tasa de cura de los cuartos mamarios que presentaban IIM por
S. aureus al momento del secado fue significativamente menor en los
cuartos tratados con PG + cefalexina en comparacién con los tratados con
cefalexina. En los cuartos tratados con PG + cefalexina, la probabilidad
de cura de S. aureus, disminuy¢ significativamente en aquellos animales
de mas de dos lactancias en comparacién con los tratados con cefalexina.

e La tasa de nuevas IIM para SCN fueron menores en los cuartos tratados
con PG + cefalexina en relacion a los tratados con cefalexina, aunque las
diferencias entre tratamientos no fueron significativas.

e Si bien la tasa de cura para SCN fue mayor en los cuartos tratados con
PG + cefalexina en comparacién con los tratados con cefalexina, no se
detectaron diferencias estadisticas significativas, pero si una tendencia.

e No se observé un efecto significativo del tratamiento sobre la produccion

de leche y el RCS a lo largo de la lactancia.

En conjunto, los resultados in vitro sugieren que PG induce una accién
inmunoestimulante sobre MAC-T y macréfagos induciendo la expresion de
receptores de la inmunidad innata, principalmente TLR4, asi como también de
citoquinas pro-inflamatorias y quimioquinas y que la fuente principal de estos
mediadores inflamatorios estaria dada por los macréfagos de la GM. Por su
parte, en respuesta al tratamiento con PG, las células epiteliales mamarias
serfan fuente de citoquinas con un perfil anti-inflamatorio, lo que podria
contribuir a regular el proceso inflamatorio en la GM. EI efecto

inmunoestimulante junto a la inhibicién de la internalizaciéon de S. aureus a la
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célula epitelial, podria reducir el riesgo de invasion de la bacteria al tejido, la
diseminacién de la infeccion y la persistencia del patégeno en la GM.

El potencial de PG para prevenir o curar I[IM durante el secado deberia
continuar estudiandose en ensayos de eficacia que impliquen un mayor nimero
de animales que los empleados en este estudio.

El presente trabajo ha sido de utilidad para conocer mas acerca de los
efectos de PG como MRI, su mecanismo de accioén en células de cultivo y su
eficacia en combinacién con cefalexina en vacas durante el periodo de

involucién mamaria.
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MEDIOS DE CULTIVOS Y SOLUCIONES

CULTIVO CELULAR

Medio MAC-T completo (200 ml finales): 83 ml medio RPMI (Gibco
BRL), 83 ml medio DMEM (Gibco BRL), 2 ml Piruvato Na*, 2 ml L-
glutamina, 8 ml Hepes, 200 ul insulina, 250 ul hidrocortisona, 20 ml
Suero fetal bovino, 2 ml antibiético- antimicético.

Medio RPMI completo (200 ml finales): 176 ml RPMI (Gibco BRL), 20
ml Suero fetal bovino, 2 ml L-glutamina, 2 ml antibiético- antimicético.
Medio DMEM- RPMI 50/50 (100 ml finales): 50 ml DMEM (Gibco BRL),
50 ml RPMI (Gibco BRL).

PBS 10X (1L): 3,53 g NaH2POs4 (Sigma-Aldrich), 25 g Na;HPO4 (Merck x
2 H20), 85 g NaCl (Cicarelli, Santa Fe, Argentina). Para PBS 1X diluir

1/10 esta preparacién con agua Milli-Q estéril.

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

TAE 1X: 40 mm tris-acetato, 0,5 mm EDTA. pH 8,0.

INMUNOENSAYO ENZIMATICO (ELISA)

D-PBS: NaH2PO4 0,008 M, KH2PO4 0,002 M, NaCl 0,14 M, KCl1 0,01 M,
llevar a 1 litro con agua Milli-Q estéril. pH: 7,4 filtrado.

Buffer carbonato- bicarbonato 0,2 M (250 ml finales): 1,515 g Na>COs, 3
g NaHCOs;, llevar a 250 ml con agua Milli-Q estéril. pH: 9,4.

Diluyente: 4% Albtimina de suero bovino (BSA) en D-PBS. pH: 7,4
filtrado en 0,2 pm.

Solucion de bloqueo: 4% BSA y 5% sucrosa en D-PBS. Filtrado 0,2 pm.
Buffer de lavado: 0,05% detergente Tween ™ en D-PBS, pH: 7 4.
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e Agar base: tripteina 1,5% P/V, peptona de soya 0,5% P/V, NaCl 0,5%
P/V,agar1,5% P/V (pH 7,3 £ 0,2). Se autoclavé a 121°C por 15 min.

e Agar Manitol Salado (AMS): extracto de carne 0,1% P/V, pluripeptona
1% P/V; d- manitol 1% P/V, NaCl 7,5% P/V, agar 1,5% P/V, rojo fenol
0,0025% P/V (pH 7,4 £ 0,2). Se autoclavé a 121°C por 15 min. Nota: si se
pesa exacto no es necesario ajustar el pH del medio.

e Agar sangre: agar base se esteriliz6 en autoclave a 121°C por 15 min.
Luego a los 55°C se le afiadi6 sangre bovina 5% (v/v).

e Tripteina soya caldo (TSC): tripteina 1,7% P/V, peptona de soya 0,3%
P/V,NaCl 0,5% P/V, KoHPO4 0,25% P/V, glucosa 0,25% P/V (pH 7,3 +
0,2). Se esterilizé el medio a 121°C por 15 min.

e Caldo Mueller Hinton (M-H): infusién de carne 300 g/1; peptona acida
de caseina 17,5 g/1, almidén 1,5 g/1, pH final: 7,3 £ 0,1. Se autoclavé a
121°C por 15 min. Para modificar el pH se utiliz6 HCI IN.

CITOMETRIA DE FLUJO

« FACS (250 ml finales): EDTA 5 mM, &cida sédica 0,1 g%, SFB 3% y PBS

1X hasta completar volumen.
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PRUEBAS BASICAS Y COMPLEMETARIAS PARA
IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

PRUEBAS Y MEDIOS DE CULTIVOS GENERALES

<% TINCION DE GRAM

Reactivos:
Cristal Violeta 1%
Lugol: 10 g yodo en cristal, 20 g yoduro de potasio.
Decolorante: Alcohol-Acetona: 2 partes de alcohol 96°, 1 Acetona, safranina 1%.
Procedimiento:
1-Tomar un portaobjeto previamente desengrasado, colocar una gota de agua
destilada estéril y suspender en ella contenido de la colonia bacteriana, dejar
secar y fijar al calor 3 o 4 veces. Agregar cristal violeta por un minuto y lavar.
2-Adicionar lugol, dejar un minuto y lavar con agua.
3-Adicionar alcohol-acetona de cinco a treinta segundos y lavar.
4-Cubrir con safranina un minuto y lavar.
Observacion: examinar al microscopio con objetivo de 100X con aceite de
inmersioén. Las bacterias Gram + se tifien de azul. Las bacterias Gram - se tifien

de rojo.

< PRUEBA DE CATALASA (METODO DEL PORTA OBJETO)

Se utiliza para comprobar la presencia de la enzima catalasa. Esta prueba
permite distinguir el género Staphylococcus, catalasa (+) de otros géneros
catalasa (-).

Procedimiento: se recogi6 el centro de una colonia pura de un cultivo en
placa con una aguja de inoculacién y se colocé en un portaobjeto de vidrio

limpio. A continuacién se agrego6 sobre las bacterias una gota de H2Ozal 10%.
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Interpretaciéon de los resultados: prueba (+): formacién inmediata de
burbujas bien visibles por la liberacion de O,. Prueba (-): no hay formacion de

burbujas (no se forma O).

PRUEBAS Y MEDIOS PARA Staphylococcus

% PRUEBA DE COAGULASA (EN TUBO)

Esta prueba se basa en la capacidad de un microorganismo de coagular el
plasma por accién de la enzima coagulasa. La pared celular posee una proteina
llamada coagulasa de unién, presente en S. aureus, la cual reacciona con el
tibrin6geno produciéndose un coagulo de fibrina.

Procedimiento: se colocaron 200 pl de plasma de conejo estéril en un tubo
de hemolisis estéril. Se introdujeron de 2 a 3 colonias puras de un cultivo en
placa y se resuspendio por agitacion. Se incub6 a 37°C y se observé coagulacion
alas 4, 8 y 24 horas.

Interpretacion de los resultados:

Prueba (+): se forma un coagulo o filamentos de fibrina definidos que ocupa
parcial o totalmente el volumen de plasma.

+1: pequefos coagulos.

+2: pequenos codgulos organizados.

+3: coagulos bien organizados.

+4: todo el cultivo coagulado. Al invertirlo no se vuelca ni se desplaza.

Prueba (-): no hay formacién de coagulo, la suspensién se mantiene homogénea.

PRUEBAS Y MEDIOS PARA Streptococcus

% CRECIMIENTO EN CALDO CINa 6,5%
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El crecimiento en este agar es caracteristico de las bacterias tolerantes a la
sal como los enterococcos, los estreptococos no crecen en él. Picar la colonia en
el agar CINa Incubar a 37 °C por 18-24 hs.

Interpretaciéon de los resultados: Reaccion positiva: cambia de color el
medio de azul a amarillo, indicando tolerancia a la sal de los microorganismos.

Reaccion negativa: el agar mantiene el color azul.

< HIDROLISIS DEL HIPURATO

Streptococcos agalactiae y Streptococcos uberis son capaces de hidrolizar el
hipurato. La hidrélisis del hipurato de sodio produce serina que es deaminada
por la ninhydrina produciendo un producto coloreado purpura.

Procedimiento: tomar una alicuota de 0,4 ml de hipurato de sodio al 1% y
colocar en estufa a 37°C por 10 minutos. Con ansa ojal transferir 3-4 colonias al
tubo y suspender. Mezclar con voértex. Incubar a 37°C por 2 horas. Adicionar 2
gotas de soluciéon de ninhydrina 3,5% en cada tubo. Incubar a 37°C por 10
minutos.

Interpretaciéon de los resultados: observar los tubos por desarrollo de
color. Parpura = hipurato de sodio positivo. Sin cambio de color = hipurato de

sodio negativo.

s CAMP TEST

El medio utilizado consiste en agar sangre al 5% adicionado con 10% de
esculina y 0,01% de citrato férrico.

Procedimiento: la realizaciéon de la prueba requiere de una cepa de
Staphylococcus aureus hemolitica pura, la cual se siembra en el centro de la placa
de norte a sur. Los estreptococos que se desea evaluar son sembrados
perpendicularmente a la linea de inoculacion del estafilococo sin tocar la estria
vertical, aproximadamente a 2 0 3 mm de ésta. Se incuban a 37°C durante 18 a

24 hs.
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Interpretacion de los resultados: una reacciéon positiva intensifica la lisis
y asume la forma de una cabeza de flecha en la interseccién de ambas estrias. El
oscurecimiento del medio alrededor del estreptococo corresponde a la

separacion de la esculina.

< HIDROLISIS DE LA ESCULINA

Seleccionar colonias que sean cocos gram positivos y catalasa negativa
provenientes de placas de agar sangre. Sembrar en caldo esculina. Incubar 24-
48 hs a 37°C. Reaccién positiva: formaciéon de un pigmento negro en el caldo.

Reacciéon negativa: no hay cambio de color en el caldo.

PRUEBAS Y MEDIOS PARA ORGANISMOS GRAM NEGATIVOS

< AGAR TRIPLE AZUCAR HIERRO

Composicidn: agar en polvo triple aztcar hierro 65 g, agua destilada 1000
ml.
Procedimiento:
1 - Mezclar y calentar para disolver.
2 - Dispensar 5 ml por tubo (tubos tamafio 10 mm de didmetro).
3 - Autoclavar no mas de 118°C por 15 minutos.
4 - Enfriar en posicién inclinada dejando un fondo de tubo generoso.
5 - Almacenar refrigerado. Este medio se usa para diferenciar enterobacterias.
Las colonias sospechosas obtenidas se siembran con ansa recta por
picadura en el fondo y por estria en el pico de flauta. Se incuba a 37°C durante
18 a 24 hs.
Interpretaciéon de los resultados: a continuacion se describen reacciones

observadas en tubos inclinados de TSI.
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Aspecto Reacciones

Fondo acido (amarillo), inclinado Fermentacion de la glucosa.

alcalino (rojo).

Acido en todo el medio: fondo e Fermentacién de glucosa, sacarosa.

inclinados lactosa y/o amarillos.

Burbujas de gas en el fondo y medio Produccién de gas.
agrietado.
Fondo mostrando ennegrecimiento. Produccién de 4c. Sulfhidrico.
Fondo e inclinados alcalinos, rojo en No fermento ninguno de los tres
todo el medio. azucares.

< MEDIO SULFHIDRICO INDOL MOTILIDAD (SIM)

Es un medio de cultivo de diferenciacién, para probar la formacién de
sulfuro, la formacién de indol y la movilidad, dentro del diagnoéstico de las
Enterobacterias. La diferenciacion requiere cultivo puro que debe ser obtenido
previamente mediante medios de cultivo selectivos.

Procedimiento: el cultivo se siembra con ansa aguja, por el procedimiento
de picadura, en la capa superior del medio de cultivo solidificado. La
incubacion se efecttia a 37°C durante 18-24 hs.

Interpretacion de los resultados: La movilidad se muestra por una
turbidez difusa del medio de cultivo en los alrededores del canal de la picadura,
mientras que un crecimiento sélo a lo largo del canal de la picadura indica
inmovilidad. La formacién de sulfuro se manifiesta por ennegrecimiento a lo
largo del canal de la picadura o en la totalidad del medio de cultivo. La
demostracion de indol se practica al final de la lectura cubriendo el cultivo con
reactivo de indol segtin Kovacs. En caso de formacién de indol se produce una

coloracion rojo-purptrea del reactivo.
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