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ADN: &cido desoxirribonucleico

ADNc: ADN copia, obtenido por la retrotranscripcion de ARN

AE: Aceite esencial

anti-CD69*A"C: anticuerpo anti-CD69 marcado con aloficocianina (APC)
APC: aloficocianina

ARN: &cido ribonucleico

ATCC: American Type Culture Collection

ATS: Agar Tripticasa Soya

BRM: (por sus siglas en inglés) modificadores de la respuesta bioldgica
CD4* FITC /CD8* PE: anticuerpo anti-CD4 marcado con isotiocianato de fluoresceina
(FITC)/anti-CD8 marcado con ficoeritrina (PE)

CG-MS: Cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masa
CPA: células presentadoras de antigenos

CTS: Caldo Tripticasa Soya

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO: dimetilsulfoxido

DO: densidad Optica

E-selectina: moléculas de adhesion celular
FITC: isotiocianato de fluoresceina

g: gramos

GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
h: horas

H>0>: peroxido de hidrégeno

ICAM-1: molécula de adhesion intercelular 1
IFN-y: Interferon-y

IIM: inoculacién intramamaria

IL: Interleuquina

IRAK: receptor de IL-1

L4: glandula mamaria abdominal izquierda
LB: linfocito B

LBP: proteina de unién a LPS

LPS: lipopolisacérido
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LT: linfocito T

LTc: linfocitos T CD8" citotoxico

LTh: linfocitos T CD4" cooperadores o helpers

MAC-T: Celulas epiteliales de glandula mamaria bovina (MAC-T)
MALDITOF-MS.

min: minutos

ml: mililitros

MTT: Sal de tetrametiltetrazolium o bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
MyD88: factor de diferenciacién mieloide 88

ng/ml: nanogramos por mililitros

NK: natural killer

nm: nandmetro

NO: oxido nitrico

O/N: overnight

O2": anion superdxido

O2: oxigeno molecular

°C: grados centigrados

OCLA: Observatorio de la cadena Lactea Argentina)

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OPD: O-fenildiamina dihidrocloruro

p/v: peso en volumen

PAMPs: (por sus siglas en inglés) patrones moleculares asociados a patdgenos
PBMCs: (por sus siglas en inglés) células mononucleares de sangre periférica
pbMEC: células epiteliales mamarias bovinas

PBS: Buffer fosfato salino

PE: ficoeritrina

PMNSs: neutréfilos polimorfonucleares

PRRs: (por sus siglas en inglés) receptores de reconocimiento de patrones
R4: glandula mamaria abdominal derecha

RAPD-PCR: Random Amplified Polymorphic DNA PCR.

RAW 264.7: Linea celular de macréfagos murinos

RNS: (por sus siglas en inglés) especies reactivas del nitrégeno

ROS: (por sus siglas en inglés) especies reactivas del oxigeno

rpm: revoluciones por minutos
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SCN: Staphylococcus coagulasa negativos

TLRs: receptores tipo Toll

TNF-o.: factor de necrosis tumoral-a

UFC/ml: unidades formadores de colonias por mililitros
UNRC: Universidad Nacional de Rio Cuarto

VCAM-1: molécula de adhesion celular vascular 1
pg/ml: microgramos por mililitros

pl: microlitros
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RESUMEN

La mastitis bovina produce importantes pérdidas econdmicas. Enterococcus faecium
es un patégeno ambiental implicado en la enfermedad. El control de la misma mediante la
administracion intensiva de antibioticos conduce a la aparicion de cepas resistentes. Estudios
previos han reportado la actividad inmunoestimulante del aceite esencial de Minthostachys
verticillata (AE) sobre células T y B humanas. En este contexto, las sustancias
inmunomoduladoras derivadas de plantas medicinales resultan ser una estrategia terapéutica
prometedora. El objetivo del presente estudio fue caracterizar la capacidad del AE para
estimular la respuesta inmune en la glandula mamaria de ratones desafiados con patégenos
causantes de mastitis bovina, para su posible aplicacion como terapia alternativa en la
prevencion y/o control de la enfermedad.

El AE de M. verticillata se obtuvo por hidrodestilacién por arrastre en vapor de agua.
Los compuestos mayoritarios identificados fueron pulegona (51,66%), mentona (37,79%) y
limoneno (1,14%). AE no afectd la viabilidad de células MAC-T vy activé la fagocitosis de
macrofagos murinos con produccién de especies reactivas del oxigeno. La inoculacién
intramamaria con una sola aplicacion de AE en ratones Balb/c hembras en periodo de
lactancia no alter6 la arquitectura del tejido mamario. El pre-tratamiento con AE (dos
aplicaciones de AE 100 pg/ml) reveld que el AE no fue reconocido por TLR2, sin embargo,
provocaron un aumento en la expresion de IL-13 y TNF-a lo que indujo una leve
infiltracion de PMNs asociada con un cambio en la coloracion de la glandula sin afectar la
arquitectura, tamafio y peso de las mismas. El pre-tratamiento con AE no incrementd la
expresion de IL-10 y no activo la inmunidad adaptativa celular. La cepa E. faecium EF214
(1x108 UFC/ml) inoculada por via intramamaria no fue reconocida por TLR2. Sin embargo,
logré una infeccion caracterizada por un nimero estable de bacterias, un incremento en la
expresion de TNF-a e IL-1p a las 48 y 96 h (p<0,05 y p<0,001) e inflamacién del tejido
mamario. A las 96 h también se observo un leve aumento en la expresion de I1L-10 (p<0,05).
Ademas, se detectd un incremento en el nimero de LT CD4" y CD8" activados (p<0,01;
p<0,05) en sangre y un aumento en los niveles de anticuerpos especificos en suero y glandula
mamaria (p<0,01 y p<0,001). El pre-tratamiento con AE y posterior desafio con EF214
revel6 una disminucién en los parametros inflamatorios (infiltracion de PMNs y expresién
de TNF-a e IL-1B) alas 48y 96 h (p<0,001). Ademas, se observo un incremento significativo
de IL-10 a las 96 h (p<0,01). El recuento bacteriano disminuy6 a partir de las 24 h, siendo
significativo a las 96 y 360 h respecto al grupo inoculado con el microorganismo. No se
observé incremento en el nimero de LT CD4" y CD8" activados o en la produccion de
anticuerpos especificos.

En conclusion, se confirma el efecto modulador del AE sobre los mecanismos de la
inmunidad innata y su capacidad para controlar la infeccion en las primeras horas, sin activar
la inmunidad adaptativa. Esta capacidad del AE indica el potencial para su posible aplicacion
como terapia alternativa en la prevencion y/o control de la enfermedad.
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ABSTRACT

Bovine mastitis causes significant economic losses. Enterococcus faecium is an
environmental pathogen implicated in the disease. The intensive administration of antibiotics
leads to the appearance of resistant strains. Previous studies have reported the
immunostimulating activity of the essential oil of Minthostachys verticillata (EO) on human
T and B cells. In this context, immunomodulatory substances derived from medicinal plants
turn out to be a promising therapeutic strategy. The objective of the present study was to
characterize the ability of EO to stimulate the immune response in the mammary gland of
mice challenged with pathogens causing bovine mastitis, for its possible application as an
alternative therapy in the prevention and /or control of the disease.

M. verticillata EO was obtained by hydrodistillation by steam drag. The major
compounds identified were pulegone (51.66%), menthone (37.79%) and limonene (1.14%).
EO did not affect the viability of MAC-T cells. In addition, it activated phagocytosis of
murine macrophages with production of reactive oxygen species. Intramammary inoculation
with a single application of EO in female lactating Balb/c mice did not alter the architecture
of mammary tissue. On the other hand, it was observed that EO was not recognized by TLR2
in animals that received the pre-treatment with EO (two applications of EO 100 pg/mL).
However, an increase in the expression of IL-13 and TNF-a which induced a slight
infiltration of PMNSs associated with gland's coloration change without affecting the
architecture, size and weight of the same was detected. Pre-treatment with EO did not
increase the expression of IL-10 nor activate the cellular adaptive immunity. The strain E.
faecium EF214 (1x10% CFU/mL) inoculated intramammary was not recognized by TLR2.
However, it achieved an infection characterized by a stable number of bacteria, an increase
in the expression of TNF-a as well as IL-1p at 48 and 96 h (p<0.05 and p<0.001) and the
consequent inflammation of mammary tissue was observed. A slight increase in IL-10
expression was also observed (p<0.05) at 96 h. In addition, an increase in the number of
activated CD4" and CD8 * T cells (p<0.01; p<0.05) in blood as in specific antibody levels in
serum and mammary gland was detected (p<0.01 and p<0.001). Pre-treatment with EO and
subsequent challenge with EF214 revealed a decrease in the inflammatory parameters
(infiltration of PMNs and expression of TNF-o and IL-1P) at 48 and 96 h (p<0.001).
Furthermore, a significant increase in IL-10 was observed at 96 h (p<0.01). Although the
bacterial count decreased after 24 h, significant differences were found was significant at 96
and 360 h compared to that observed in the group inoculated with the microorganism. No
increase in the number of activated CD4* and CD8" T cells or in the production of specific
antibodies was observed.

In conclusion, the modulating effect of EO on the mechanisms of innate immunity
and its ability to control infection in the first hours is confirmed, without activating adaptive
immunity. This capacity of EO indicates the potential for its possible application as an
alternative therapy in the prevention and/or control of the disease.
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INTRODUCCION
1.1 Mastitis bovina

La mastitis bovina es un proceso inflamatorio en los tejidos de la glandula mamaria,
en respuesta a una agresion causada con mayor frecuencia por agentes patdgenos y en menor
medida por traumatismos o lesiones e irritaciones de origen quimico (Chaves, 2010). La
mastitis se considera una enfermedad multifactorial porque el riesgo de infeccién esta
relacionado con el sistema inmunolégico de la vaca, el inéculo y la virulencia del
microorganismo y las condiciones ambientales (Corbellini, 2002).

A nivel mundial, la mastitis es considerada como la enfermedad del ganado vacuno
que causa las mayores pérdidas economicas tanto al productor como a la industria lactea
(Reneau y Packard, 1991; Hogeveen et al., 2011; Hadrich et al., 2018). Las grandes pérdidas
que ocasiona se deben, a una marcada disminucion en la produccion de leche, mayores costos
por separacion de animales, gastos en antibioticos, leche descartada, servicios veterinarios,
el trabajo extra y la reduccion del valor biologico de la leche (Reneau y Packard, 1991;
Philpot y Nickerson, 1992; Silva et al., 2012). En Argentina, como consecuencia de esta
enfermedad, se estima que las pérdidas econémicas ascenderian a 20 millones de pesos
mensuales (Castro, 2018).

Las areas principales de produccién lechera estan localizadas en las provincias de
Cordoba, Santa Fe, Buenos Aires y Entre Rios, donde se concentran la mayor cantidad de
tambos y abastecen cerca del 90% de la leche producida a nivel nacional. Segun datos
aportados en marzo de 2017 por el OCLA (Observatorio de la Cadena Lactea Argentina), en
ese afio habia 11.326 tambos, que se distribuian en un 35,1% en Santa Fe, 30,0% en Cérdoba,
22,1% en Buenos Aires y 7,6% en Entre Rios.

Histdricamente, la produccion primaria se caracterizo por tener un comportamiento
ciclico influenciado por continuas crisis ligadas a la evolucion del mercado interno. Durante
los afios 70 y 80, el crecimiento de la produccidn primaria de leche ha sido paulatino a un
ritmo promedio del 2,6% anual, pasando a un promedio del 5% anual a partir de la década
del 90 (Castellano et.al, 2009). En el periodo comprendido entre los afios 2008 y 2011 la
produccién lechera en Argentina aumenté un 15,9%. (Sanchez et al., 2012). El OCLA en su
informe de coyuntura nimero 9 (marzo de 2019) reportd que la produccion lechera en 2018
experimento un aumento de un 4,2% respecto al 2017. Sin embargo, el primer bimestre del
2019 se vio afectado por una disminucion en la produccion lactea, lo que lleva a prever un

2019 con una produccion del 1% menos respecto del 2018.



Dado el importante desarrollo de la industria lactea nacional, todos los esfuerzos se
centralizaron en mejorar la calidad higiénica y sanitaria a través de un mayor control de la
mastitis. EI mejoramiento de la calidad de la leche y los derivados lacteos que se producen
en nuestro pais es prioritario teniendo en cuenta un potencial aumento de la capacidad
exportadora del sector, principalmente en el marco del Mercosur. Por otro lado, las
exigencias del consumidor interno son cada vez mayores en cuanto a calidad de los productos
se refiere (Calvinho y Tirante, 2005).

El equipo de investigacion de la Orientacion Genética Microbiana de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto (UNRC) trabaja desde 1986 en distintas lineas de investigacion
relacionadas al estudio de patdgenos como a la busqueda de estrategias de control para la
mastitis bovina. Entre las lineas de trabajo se destacan investigaciones en cepas de S. aureus
y S. uberis (Reinoso et.al, 2002, 2004a,b, 2005, 2006; Odierno et al.,, 2006; Reinoso et al.,
2007, 2009, 2011a,b; Lasagno et al., 2012). Se han descripto mutantes atenuadas en
virulencia (Reinoso, 1997) y experimentos en modelos animales mostraron que la mutante
es capaz de diseminarse hacia diferentes 6rganos en el raton (Reinoso et al., 2002). Estudios
epidemioldgicos moleculares en 212 cepas de S. aureus aisladas de diferentes origenes
(alimentos, mastitis bovina, infecciones y microbiota de humanos) permitieron diferenciar
poblaciones genotipicamente diferentes de acuerdo al origen (Reinoso et al., 2004a,b-2007;
Odierno et al., 2006). Asimismo, se investigo la expresion in vitro de potenciales factores
de virulencia y los perfiles genéticos de cepas de S. uberis y S. aureus aisladas de casos
clinicos y subclinicos (Reinoso et al., 2005; Coelho et al., 2009; Lasagno et al., 2011;
Reinoso et al., 2011a,b).

1.1.1. Caracteristicas de la enfermedad

Respecto al tiempo de duracion, la mastitis se puede clasificar en aguda o cronica,
mientras que en relacion a las manifestaciones clinicas puede ser clinica o subclinica La
forma clinica de la mastitis muestra varios signos y sintomas tales como, inflamacion de la
glandula mamaria, dolor, rigidez, aumento de la temperatura, y la leche presenta alteraciones
macroscéopicas comparadas con la leche de una vaca sana. La vaca se vuelve menos
productiva, en algunos casos puede progresar a la septicemia y posteriormente la muerte. La
mastitis subclinica es la forma mas prevalente y se caracteriza por no mostrar cambios

visibles en las caracteristicas macroscépicas de la leche (Bandoch y Melo, 2011; Oliveira et



al., 2011). Como no presenta sintomas o signos es méas perjudicial que la forma clinica
porque la infeccion bacteriana puede convertirse en cronica (Langenegger et al, 1981).

1.1.2. Agentes causales de mastitis

La mastitis se asocia generalmente con la presencia de un agente infeccioso. Un gran
namero de agentes microbianos entran en contacto con la ubre y tienen la oportunidad de
ingresar en la glandula mamaria a través del canal del pezon (Bradley, 2002). La infeccion
puede ocurrir en cualquier etapa, tanto durante la lactancia como en el periodo seco, sin
embargo, las vacas en lactancia temprana tienen un mayor riesgo de nuevas infecciones
debido al aumento del estrés y la supresion inmunoldgica asociada con el periodo posparto
(Petersson-Wolfe y Currin, 2012).

Se han identificado mas de 80 agentes causales de mastitis, incluyendo especies de
bacterias, hongos, micoplasmas y algas (Watts, 1988). Sin embargo, la mayoria de las
infecciones son causadas por bacterias. Estos organismos han sido clasificados en a)
patdgenos contagiosos b) patégenos ambientales ¢) patdgenos oportunistas y d) patdgenos
que causan mastitis con menos frecuencia (Langoni et al., 2011).

Los microorganismos contagiosos se encuentran generalmente en la ubre o en la
superficie de los pezones de las vacas, son la principal fuente de infeccion y se transmiten
de cuartos infectados a cuartos no infectados y de animal a animal principalmente durante el
ordefio. Los principales microorganismos contagiosos son Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis y especies de Mycoplasma, S. aureus es
la especie contagiosa aislada mas frecuentemente (Oliveira et al., 1998).

Los patdgenos ambientales son aquellos cuyo reservorio primario es el medio
ambiente que rodea a los animales, constituyen un grupo heterogéneo de géneros y especies
bacterianas, tales como Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Streptoccous
bovis, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis y bacterias coliformes (Escherichia
coli, Klebsiella pneumonia y Enterobacter aerogenes) (Schroeder, 2012). Entre las bacterias
ambientales, los estreptococos y los enterococos son importantes agentes causales de
infeccion intramamaria, y son los principales patdgenos responsables del alto recuento de
células somaticas en tanques lecheros a granel en tambos de rodeos manejados
adecuadamente (Smith y Hogan, 1993; Carrillo-Casas y Miranda-Morales; 2012 Reinoso,
2017).



La mastitis causada por organismos ambientales es esencialmente oportunista en su
naturaleza, se produce cuando el sistema inmunolégico del hospedador esta deprimido o
cuando no se practica un adecuado saneamiento e higiene durante o luego del ordefio
(Schukken et al., 2005).

Las especies del género Enterococcus se han aislado del tracto gastrointestinal y el
urogenital de los mamiferos. La tolerancia elevada a las condiciones adversas y la resistencia
antimicrobiana inherente y adquirida que presentan los enterococos, le permiten ocupar una
gran variedad de nichos en el medio ambiente que rodea a la vaca. ComUnmente se
encuentran en el estiércol del ganado lechero, por lo que la limpieza deficiente de la ubre, el
manejo inadecuado de los establos y los pezones dafiados aumentan el riesgo de propagacion
de enterococos a vacas no infectadas (Petersson-Wolfe y Currin, 2012).

Diferentes autores han informado que los enterococos fueron el agente causal de
entre el 8 al 13% del total de las infecciones intramamarias (Aleksieva y Todorov, 1981;
Gianneechini et al., 2002). Por otro lado, estudios recientes sugieren que los aislamientos de
enterococos en casos de mastitis bovina fue en aumento desde un 0 (Qsteras et al., 2006) a
un 46% (Kateete et al., 2013; Gdrler et al., 2015). E. faecium y E. faecalis, han sido las
especies mas frecuentemente aisladas de vacas con mastitis (Smith y Hogan, 2003; Carrillo-
Casas y Miranda-Morales, 2012).

Un tercer grupo lo constituye los Staphylococcus coagulasa negativos (SCN),
considerados patdgenos oportunistas, ya que son integrantes de la microbiota de piel de la
ubre y los pezones, pero también pueden causar infecciones del canal del pezén y la glandula
mamaria. La distribucion dentro de los rodeos lecheros de las distintas especies que
conforman este grupo reflejan, en parte, las practicas de manejo aplicadas en cada
establecimiento (Calvinho, 2010).

Existen otras bacterias e incluso levaduras que causan mastitis con menos frecuencia.
La infeccidn se produce si cambian las condiciones del entorno y aumenta la exposicion a
estos microorganismos. Algunos ejemplos son Arcanobacterium pyogenes, Nocardia

asteroides, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa (Bustos Saggio, 2018).



1.2. Anatomia de la glandula mamaria de la vaca
1.2.1. Estructura externa

La ubre bovina esta constituida por cuatro glandulas de origen dérmico, es
considerada como una glandula sudoripara modificada. Las cuatro glandulas mamarias,
también denominados cuartos, estan intimamente unidas pero separadas por membranas
especificas que dividen las glandulas anteriores de las posteriores, sin embargo cada una es
una unidad funcional en si misma que opera independientemente y drena la leche por medio
de su propio canal (Avila Téllez y Romero, 2010). La ubre presenta un sistema de suspensién
que la mantiene practicamente adosada en la pared abdominal. Este sistema esta formado
por tejido conectivo, ligamentos suspensorios (medio y lateral) y la piel, que colabora en la
suspension, protege y brinda estabilidad a la glandula mamaria. Si la vaca se observa desde
atras, un surco medial divide a la ubre en dos mitades, derecha e izquierda. En este surco se
ubica el ligamento suspensorio medio, constituido por tejido elastico que amortigua ante
movimientos de la vaca, también se adapta a los cambios de tamafio y peso de la ubre por la
produccién de la leche. La fortaleza de los ligamentos es importante porque ayuda a prevenir
la formacion de una ubre colgante, minimiza el riesgo de lesiones y evita dificultades durante

el ordefio (Gasque Gomez, 2008) (figura 1).

Glandulas o
Cuartos anteriores

Membrana fina

Ligamento
suspensorio
medio

Glandulas o

Cuartos posteriores Ligamentos
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Figura 1: Esquema representativo de la estructura externa de la ubre de la vaca. En la figura se observa el
sistema de suspensidn de la ubre y las membranas que separan anatdémicamente las cuatro glandulas mamarias

o cuartos de la ubre. (Fuente: Castro, 1999)



1.2.2. Estructura interna

La ubre esta compuesta por cuatro cuartos o glandulas mamarias. Cada glandula es
una unidad anatémicamente independiente y est& formada por dos estructuras: el parénquima
y el estroma. El parénquima es la parte secretora de la glandula y esta constituido por los
sistemas alveolar y tubular (ductal). EI estroma esta formado por los tejidos adiposo y
conectivo. Toda la ubre esta irrigada e inervada por el sistema sanguineo y nervioso,
respectivamente, presentando ademaés, nddulos que forman parte del sistema linfatico. La
glandula mamaria es una glandula exocrina, debido a que la leche es sintetizada en células
especializadas y luego secretada fuera del cuerpo por medio de un sistema de conductos. Las
células productoras de leche son células epiteliales (lactocitos) que se agrupan en una unidad
funcional llamada alveolo. El alveolo, es una pequefia vesicula constituida por una sola capa
de células que rodean una cavidad central, el lumen. Cada alveolo esta irrigado por pequefios
capilares y vénulas. Ademas, esta rodeado por células musculares contractiles denominadas
células mioepiteliales. El alveolo es el encargado de recibir los nutrientes de la sangre,
transformarlos en nutrientes de la leche y por Gltimo, descargar la leche producida en la luz
del alveolo. La estructura de los alveolos mamarios varia de acuerdo a la etapa en la que se
encuentre la hembra (gestacion, lactancia e involucion mamaria). Durante la lactancia, 150
a 220 alveolos se disponen en racimos para formar los lobulillos. Cada lobulillo, esta rodeado
por una capsula de tejido conjuntivo y se retnen formando un I6bulo. Cuando las células
mioepiteliales que rodean a los alveolos se contraen en respuesta a la hormona oxitocina,
éstos vacian su contenido en ductos o conductos de pequefio calibre los cuales se unen para
formar otros de calibre cada vez mayor. Estos ductos reciben su nombre de acuerdo a su
ubicacion: los intralobulillares de calibre pequefio, se encuentran dentro del lobulillo y
desembocan fuera del mismo en los ductos interlobulillares que se unen para formar el ducto
intralobular que al salir del I6bulo recibe el nombre de interlobular. De la confluencia de
varios de estos ductos interlobulares se forman grandes conductos llamados galactéforos,
que confluyen en la cisterna de la glandula, una cavidad situada encima de la base del pezon,
de forma circular, paredes muy elasticas y de tamafio variable donde se almacena la leche
para luego mediante una constriccion circular desembocar en la cisterna del pezén, la cual
se abre al exterior a través de un canal, donde se encuentra la “Roseta de Fiirstemberg”, una
estructura de pliegues epiteliales cuya funcion es prevenir el drenaje natural (por gravedad)
de la leche, asi como la entrada de microorganismos y sustancias extrafias a la glandula
(Avila Téllez y Romero, 2010).



En la figura 2, se presenta un esquema de la organizacion interna de una glandula

mamaria o cuarto de la ubre de la vaca.
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Figura 2: Esquema representativo de la estructura interna de una glandula mamaria o cuarto de la ubre de la
vaca. En la figura se observa la disposicion de alveolos en lobulillos, para luego formar I6bulos y el sistema
colector de la leche. (Fuente: Adaptado de Avila Téllez y Romero, 2010)

1.3. Mecanismos de defensa de la glandula mamaria bovina

El ganado lechero estd expuesto a numerosos factores genéticos, fisioldgicos y
ambientales que pueden poner en peligro la inmunidad del huésped y aumentar la incidencia
de mastitis. La glandula mamaria bovina tiene mecanismos de defensa contra los patdégenos
invasores, al mismo tiempo que la incidencia de mastitis aumenta cuando estos mecanismos
estan deteriorados. (Hopster et al., 1998; Waller, 2002). Los mecanismos se clasifican en:
inmunidad innata e inmunidad adaptativa.

La inmunidad innata es el sistema de defensa predominante durante las primeras
etapas de la infeccion. La respuesta inmune innata esta presente o se activa rapidamente en
el sitio de la infeccion por numerosos estimulos, pero no aumenta con la exposicion repetida
del mismo antigeno. Si los mecanismos de defensa innata funcionan adecuadamente, la
mayoria de los patdgenos son eliminados facilmente en un periodo corto de tiempo, incluso

antes de que la respuesta inmune adaptativa se active. La eliminacion rapida de las bacterias
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no da lugar a cambios en la calidad de la leche. Las defensas innatas de la glandula mamaria
estdn mediadas por las defensas anatdmicas (barreras fisicas), macrofagos, neutréfilos
polimorfonucleares (PMNs), células natural killer (NK) y ciertos factores solubles
(citoquinas pro-inflamatorias, lactoferrina, entre otros) (Sordillo y Streicher, 2002).

Las defensas anatdmicas como el canal del pezon y la piel son consideradas la
primera barrera de defensa contra los patdgenos. EI pezdn cuenta con un esfinter muscular
que mantiene cerrado el canal entre ordefies y esta cubierto por queratina. Ambas barreras
evitan la migracion bacteriana hacia la cisterna de la glandula mamaria (figura 3). Ademas,
los &cidos grasos y las proteinas catidnicas asociadas a la queratina presentan actividad
bacteriostatica y bacteriolitica (por union a la pared celular del patdgeno), respectivamente.
Por estas razones, el canal del pezdn se considera una importante barrera contra las

infecciones intramamarias (Sordillo y Streicher, 2002).

Alveolos

Cisternade la
glandula
Epitelio

queratinizado Cisterna del pezén

Canal del pezén

Esfinter muscular

Figura 3: Esquema de la glandula mamaria bovina que muestra los factores anatomicos mas importantes que

actian como barreras de defensa. (Fuente: Adaptado de Oviedo-Boyso et al., 2007).

Si las bacterias son capaces de superar esta barrera fisica y penetrar en la glandula,
la segunda linea de defensa, constituida por los macrdéfagos, PMNSs, y linfocitos, que regulan
tanto la respuesta inmune innata como la adaptativa (Soltys y Quinn, 1999; Sordillo y
Streicher, 2002).

Los macrdfagos son la poblacién celular principal en la leche y en el tejido sano de
la glandula mamaria, mientras que las secreciones y tejidos infectados contienen

principalmente PMNs (Niemialtowski et al., 1988).



Durante la infeccion intramamaria, la inmunidad antibacteriana comienza con una
respuesta innata temprana generada por el reconocimiento de las bacterias invasoras por
parte de las células dendriticas y macrdfagos presentes en el tejido mamario, se desencadena
el proceso de fagocitosis que sigue una serie de pasos definidos entre los que se menciona el
reconocimiento, la internalizacion del patégeno y los mecanismos microbicidas producidos
para eliminarlo (Aderem y Underhill, 1999; Akira et al., 2006; Kawasaki y Kawai, 2014).

Los patdgenos presentan “motivos conservados” que no se encuentran en los
eucariotas superiores, se incluyen por ejemplo, el lipopolisacarido (LPS) y el acido
lipoteicoico que se expresan en la superficie de bacterias y reciben el nombre de patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPs por sus siglas en inglés) (Fainboim y Geffner,
2017). Al mismo tiempo que las células dendriticas y macrofagos presentan en su superficie
celular numerosos receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, por sus siglas en inglés)
que reconocen motivos conservados en los microorganismos patdgenos, los receptores tipo
Toll son ejemplo de ellos (TLRs) (Abbas et al., 2012).

Los TLRs se expresan ademas, en muchos tipos de células que forman parte de la
respuesta inmune innata, como PMNSs, células epiteliales mucosas, células endoteliales
(Abbas et al., 2012). Se han identificado 13 TLRs en mamiferos, aunque es posible que haya
mas miembros en este grupo. Los TLRs 1-9 estan conservados en humanos y ratones (Kawai
y Akira, 2010).

TLR2, reconoce una amplia variedad de PAMPs entre los que se incluyen
lipoproteinas y peptidoglucano (presentes en la pared celular de bacterias), zimosan y
fosfolipomanano en Saccharomyces cerevisiae y Candida albicans, respectivamente, y
glicoinositolfosfolipidos (glicolipido presente en Trypanosoma cruzi). Sin embargo, TLR2
estd particularmente involucrado en infecciones bacterianas reconociendo el 4&cido
lipoteicoico de las bacterias Gram positivas (Kawai y Akira, 2010 y Mukherjee et al., 2016).

Al igual que TLR2, TLR4 reconoce muchos PAMPs asociados a bacterias (LPS y
lipoproteinas), virus (proteina F), hongos (mananos de S. cerevisiae y C. albicans) y
protozoos (glicoinositolfosfolipidos de T. cruzi) (Kawai y Akira, 2010 y Mukherjee et al.,
2016). TLR4 forma un complejo en la superficie celular con una glicoproteina accesoria
denominada MD2, que carece de dominio transmembrana, y colabora en la interaccion con
LPS. Existen también proteinas adicionales como la proteina de union a LPS (LBP) y CD14.
LPS interacciona en primer lugar con LBP, facilitando la unién con CD14 (que al igual que
MD2 es una proteina de superficie). Una vez que LPS se une a CD14, se disocia de LBP y

el complejo LPS-CD14 se asocia fisicamente al complejo TLR4-MD2 (Kawai y Akira, 2010;
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Abbas et al., 2012). Esto pone en evidencia el importante papel que juegan los TLRs en el
reconocimiento del organismo invasor. Después de la unién a los PAMPs, los TLRs sufren
cambios conformacionales para unirse a moléculas adaptadoras presentes en el citoplasma
celular. La primer proteina reclutada es el factor de diferenciacién mieloide 88 (MyD88),
que presenta dos dominios, un dominio TIR, mediante el cual se une a los TLRs y un dominio
de muerte, mediante el cual recluta una segunda proteina quinasa, asociada al receptor de
IL-1 (IRAK) que durante la interaccion se autofosforila y se disocia de MyD88 para activar
al factor asociado a TNF-R6 (TRAF6), que luego activa la cascada de la quinasa kB, lo que
origina una activacion del factor de transcripcion NF-kB. En resumen, el reconocimiento del
patdgeno por parte de los TLRs desencadena una cascada de sefiales intracelulares que
origina la activacion NF-kB, que se transloca al ndcleo para activar la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias como factor de necrosis tumoral-o. (TNF-a), interleuquina 1
(IL-1B), quimioquinas (CXCL10) y receptores para quimioquinas como CCR1 y CXCR4,
promoviendo el reclutamiento de PMNs hacia la glandula e iniciando asi la respuesta
inflamatoria que contribuye a eliminar el patdgeno (Rainard, 2003; Akira et al., 2006; Abbas
et al., 2012; Greef et al., 2013). Las células epiteliales también juegan un papel importante
en el reclutamiento de PMNs al sitio de la infeccion produciendo TNF-a, IL-6 e IL-8
(Rainard y Riollet, 2003). TNF-a e IL1-p activan la expresion de moléculas de adhesion
celular (E-selectina), molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y molécula de adhesion
celular vascular 1 (VCAM-1) en las células endoteliales. Mediante estas moléculas los
PMNs de la sangre se unen al endotelio de los vasos sanguineos, migran a través de la matriz
epitelial y subepitelial, y se localizan finalmente en el sitio de la infeccion o en la leche. Para
el reclutamiento de PMNs, es necesaria la participacion de moléculas quimio atractantes
tales como componentes del complemento (C3ay C5a), otras quimioquinas y citoquinas (IL-
8, IL-12) (Nishimura, 2003; Strindhall et al., 2005) (figura 4).
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Figura 4: Diagrama esquemaético de la gldndula mamaria bovina. A) Los microorganismos penetran a la
glandula mamaria a través del canal del pezon. B) Factores celulares y solubles que participan en la respuesta
inmune innata de la glandula mamaria. Los macro6fagos localizados en los alvéolos fagocitan las bacterias que
entran en la cisterna de la glandula mamaria. Los macréfagos activados liberan quimioquinas (como IL-8) y
citoquinas pro-inflamatorias tales como TNF-a e IL-18. C) Células endoteliales de vasos sanguineos
adyacentes a los alvéolos expresan moléculas de adhesidn en respuesta a las citoquinas pro-inflamatorias; esto,
a su vez, facilita el reclutamiento de PMNSs desde el torrente sanguineo hasta el sitio de la infeccién con el fin

de eliminar las bacterias invasoras (Fuente: Adaptado de Oviedo-Boyso et al., 2007).

Los PMNs reclutados al sitio de la infeccion son las celulas principales encargadas
de realizar la fagocitosis de los microorganismos patégenos. EI nimero de macrofagos en la
glandula mamaria tiende a ser mas bajo durante la inflamacion, y su tasa de fagocitosis
disminuye en comparacion con los PMNs. Sin embargo, la funcion de los macrofagos es
fundamental para iniciar el proceso inflamatorio esto no se entiende o podria mejorarse ver
paper original (Niemialtowski et al., 1988; Paape et al., 2003).

Luego del reconocimiento del patégeno por los PMNs y por los macréfagos, las
sefiales generadas inducen el reordenamiento del citoesqueleto de actina que conduce a su
polimerizacion debajo de la membrana en el sitio de contacto, entonces secciones de
membrana rica en actina se extienden hacia afuera y rodean al patdgeno, las membranas se
fusionan y se internalizan, formandose el fagosoma que contiene al patdgeno, se fusiona con

los lisosomas originan los fagolisosomas y se activan los mecanismos microbicidas para
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eliminar al patégeno (Underhill y Ozinsky, 2002). Los mecanismos involucrados son
dependientes del oxigeno (requieren la produccion de especies reactivas del oxigeno y del

nitrégeno) e independientes del oxigeno.

Mecanismos dependientes del Oxigeno
Las especies reactivas del oxigeno (ROS) son generadas por diferentes enzimas:

v' La enzima NADH-oxidasa que se ensambla principalmente en la membrana del
fagolisosoma, que reduce el oxigeno molecular (O2) a anion superdxido (O2).

v' La enzima superoxido dismutasa cataliza la dismutacion del anién super6xido en
peroxido de hidrégeno (H202), que es utilizado por la enzima mieloperoxidasa para
producir, en presencia de iones haluros (I" y CI), compuestos halogenados
(hipohaluros) como acido hipocloroso (HCIO) e hipoiodoso (HIO), que son muy
toxicos para las bacterias. El proceso por el cual se generan las ROS se denomina

“estallido respiratorio”.

Las especies reactivas del nitrégeno (RNS) son producidas por:

v' La enzima citosolica 6xido nitrico-sintetasa (NOS) que cataliza la conversion de
arginina en citrulina liberando 6xido nitrico (NO). EI NO puede combinarse con
H202 u Oz generados por la NADH-oxidasa para producir radicales de peroxinitrito
(ONOQ"), isomero inestable del nitrato (NOz), muy reactivos que pueden destruir

microorganismos.

Mecanismos independientes del Oxigeno

Dependen de proteinas antimicrobianas preformadas y acumuladas en los lisosomas
de los PMNs o macro6fagos activados, como por ejemplo lisozima, fosfolipasas, proteasas,
entre otras (Abbas et al., 2012).

Los mecanismos microbicidas de los PMNs y macréfagos se limitan en gran medida
a las vesiculas intracelulares (lisosomas y fagolisosomas) para proteger a las propias células
de la lesion, sin embargo las ROS, el NO y las enzimas lisosémicas también pueden liberarse
en los tejidos adyacentes, donde si bien destruyen los microorganismos extracelulares,
también pueden lesionar los tejidos normales. Una vez controlada la infeccion, los
macrofagos activados eliminan los tejidos muertos e inducen la formacion de tejido de
reparacion mediante la secrecion de factores de crecimiento (TGF-B) que estimulan la
proliferacion de fibroblastos, la sintesis de colageno y la formacion de nuevos vasos
sanguineos (Abbas et al., 2012).
12



Ademas, de las citoquinas pro-inflamatorias secretadas por macréfagos y células
epiteliales de la glandula, existen otros factores solubles, como la lactoferrina que formaparte
de la defensa de la glandula mamaria. La lactoferrina es una proteina con capacidad para
fijar el hierro (Fe) en presencia de bicarbonato, es producida por las células epiteliales,
macrdofagos y PMNs. En leche normal, su concentracion es baja, pero se incrementa durante
la involucion de la glandula o durante algin proceso inflamatorio. La lactoferrina inhibe el
crecimiento de bacterias dependientes de hierro, limitando significativamente el crecimiento
de bacterias productoras de mastitis (Sordillo y Streicher, 2002; Tizard, 2009).

Si bien la respuesta inflamatoria desencadenada por los diferentes factores
inmunitarios conduce a la eliminacion de patogenos, es fundamental la regulacién del
proceso, porque podrian resultar perjudiciales y mortales si no son controlados (Di Gioia y
Zanoni, 2015).

La IL-10 es una citoquina anti-inflamatoria, secretada principalmente por un tipo de
macrdfagos (M2) que aparecen al final de la inflamacion, aunque linfocitos T (LT), linfocitos
B (LB), mastocitos y queratinocitos también sintetizan IL-10. Esta citoquina se produce
tardiamente (en comparacion con otras citoquinas) en la respuesta inmune innata. Su funcién
es regular la respuesta inmunitaria del hospedador, mediante la supresion en los macréfagos
y células dendriticas activadas de la produccién de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-
a, e IL-12, también inhibe, no solo el reclutamiento de PMNs al sitio de la infeccion, sino
también la capacidad fagocitica y bactericida de estas células, contribuyendo a la
disminucion del dafio tisular (Redpath et al., 2001; Guo et al., 2017). Por otro lado,
contribuye en la regulacién de los mecanismos de la presentacion de antigénos. La expresion
de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (CMH 1I) y co-
estimuladoras (CD86) en la membrana de los macrofagos activados es disminuida por IL-10
afectando la capacidad de los macréfagos como células presentadoras de antigenos (CPA),
lo que impide la proliferacion de LTh1 y en consecuencia disminuye los mecanismos de la
inmunidad celular (Redpath et al., 2001; Abbas et al., 2012).

En resumen, los efectos bioldgicos de IL-10 se deben principalmente a su capacidad
para disminuir las respuestas originadas por los macréfagos y devolver el sistema a su estado
de reposo cuando la infeccion se ha erradicado (Abbas et al., 2012).

Todo lo detallado anteriormente, indica que las defensas innatas intentan contener o
eliminar al patégeno invasor, sin embargo, si un patdgeno es capaz de evadir o no es

completamente eliminado por este sistema, simultdneamente ocurre el procesamiento y la

13



presentacion del antigeno a los LT, por parte de las CPA, lo que da inicio a la respuesta
inmune adaptativa (Tizard, 2009).

Los linfocitos son capaces de reconocer antigenos a través de receptores especificos
de membrana, lo que define las caracteristicas de especificidad, diversidad y memoria del
sistema inmunoldgico. Existen dos grupos principales de linfocitos, los T y los B productores
de anticuerpos que ayudan a la eliminacién de antigenos exdgenos (Tizard, 2009). Los LT
pueden ser clasificados ademas como LTaf3 y LTy, estos Gltimos también denominados LT
reguladores.

Los LT que expresan el receptor T (TCR) af3 incluyen a los LT CD4"y CD8". Los
LT CD4" son activados en respuesta al reconocimiento del complejo péptido-CMH |1
presente en las CPA como células dendriticas, macrofagos o LB. Las células dendriticas son
las células presentadoras mas eficaces para iniciar las respuestas de los LT CD4* virgenes.
Los LT CD8" son activados en respuesta al reconocimiento del complejo péptido-CMH |
presente en CPAs (Gamberale, 2005).

La presentacion antigénica por parte de las CPA a los LT CD4" virgenes, los
diferencia en LT CD4" cooperadores o helpers (LTh) efectores. El tipo de antigeno
procesado y presentado determina el tipo de citoquinas secretadas y el perfil de
diferenciacion de estos linfocitos, asi, los LTh estimulados por IL-12 e interferon-y (IFN-y)
se diferencian en LTh1l y producen principalmente IFN-y e IL-2, IFN-y actia sobre
macrofagos activando la fagocitosis y la actividad bactericida; también estimula a las células
NKyalos LT CD8", lo que favorece a la destruccion de microorganismos intracelulares por
parte de estas células (Abbas et al., 2012). Por lo tanto, los LTh1 intervienen en la inmunidad
celular para la eliminacion de microorganismos intracelulares (Gamberale, 2005; Abbas et
al., 2012). Cuando los LTh son estimulados por IL-4 se diferencian en LTh2 y producen IL-
4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 las cuales tienen efecto sobre la activacién de los LB, para
la produccion de anticuerpos. Los LTh estimulados por IL-21, se diferencian en LTh
foliculares (LTfh), los cuales cooperan con los LB para la sintesis de anticuerpos de clase
IgM, 1gG e IgA. Los LB no solo responden al antigeno mediante la produccion de
anticuerpos, sino también actian como CPA pudiendo capturar y procesar el antigeno, para
presentarselo al LTh. De esta forma, se realiza la cooperacién T-B (Fainboim y Geffner,
2017).

Los LT CD8" virgenes reconocen antigenos intracelulares presentados a través de las

CPA en moléculas del CMH 1, estos son los principales efectores frente a infecciones virales,
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aungue también actOan frente a bacterias y parasitos intracelulares. La diferenciacion de LT
CD8" a LT CD8" citotoxico (LTc) efector implica la adquisicion de mecanismos para llevar
a cabo la destruccion de las células, como el desarrollo de granulos citoplasmaticos que
contienen proteinas como perforinas y granzimas y la expresion de proteinas de membrana
como el Fas ligando (FasL). Por otro lado, los LTc tienen la capacidad de secretar citoquinas
como IFN-y y TNF-a, que activan a los LTh1l y macrdfagos para inducir una respuesta
inmune de tipo celular (Abbas et al., 2012).

Los LT que expresan TCRyd se han descripto como células T no clésicas, porque a
diferencia de la mayoria de los linfocitos Taf3, su activacion puede ser independiente del
complejo péptido-CMH, debido a que pueden unirse directamente a una amplia variedad de
antigenos, secretar citoquinas pro-inflamatorias e iniciar una respuesta inflamatoria (Gao
et.al, 2003; Lockhart et al., 2006; Guzman et al., 2014). En los ratones y seres humanos, las
células Tyd representan entre el 1 y el 5% de los linfocitos circulantes, y se encuentran en
mayor proporcion en el tejido epitelial (Komori et al., 2006). En cambio, en los bovinos
constituyen una poblacion particular de linfocitos que representan entre un 15 a un 60% de
los linfocitos circulantes, tambien se encuentran localizados en la piel, la glandula mamaria,
organos reproductores y pared intestinal (Tizard, 2009).

En la glandula mamaria, la inmunidad innata y adaptativa interactian de manera
coordinada con el fin de proporcionar una proteccion dptima contra la mastitis (Sordillo y
Streicher, 2002).

1.4. Control de las infecciones intramamarias

Los programas actuales empleados en el control de mastitis bovina fueron
desarrollados en la década del 60 y estan basados en la higiene durante el ordefio, incluyendo
desinfeccion de pezones post-ordefio, mantenimiento regular de la maquina de ordefio,
terapia antibiotica intramamaria al inicio del periodo seco, deteccidén temprana y tratamiento
adecuado de casos clinicos, aislamiento o sacrificio de las vacas con infeccion crénica
recurrentes (Hillerton y Booth, 2018). Si bien la aplicacion de éstas medidas ha conducido a
un progreso considerable en el control de los patdgenos contagiosos, varios estudios han
demostrado que se logro reducir la prevalencia de patdgenos contagiosos, pero la proporcion
de infecciones intramamarias por patégenos ambientales ha ido incrementando (Calvinho,
2007).
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En ese sentido, la frecuencia de las mastitis causadas por especies pertenecientes al
género Enterococcus fue aumentando, ademas que la informacion sobre E. faecium como
agente de mastitis es limitada (Petersson-Wolfe et al., 2009). La revision bibliografica ,
indicaria que la proteina de superficie enterocdcica (esp), las sustancias de agregacion (agg),
las adhesinas de la pared celular (efaAfm), la gelatinasa (gelE) y la citolisina (cyl),
constituyen posibles factores de virulencia de E. faecium (Eaton y Gasson, 2001). Las
especies del género Enterococcus no solo son intrinsecamente resistentes a varios
antibioticos como cefalosporinas, penicilinas, aminoglucoésidos y quinolonas, sino también
se caracterizan por su elevada capacidad de adquirir material genético externo por
conjugacion, por trasferencia de pldsmidos o transposones, intercambiando genes de
resistencia a antibioticos y factores de virulencia entre miembros de su género y con cepas
de otros géneros incluyendo bacterias Gram negativas y Gram positivas (Clewell 1990;
Johnston y Jaykus, 2004; Albornoz et al., 2005; Erbas et al., 2016). Por otro lado, la
capacidad de formar biofilm también se considera un factor de virulencia que promueve la
resistencia a los antibioticos (Eaton y Gasson, 2002; Tendolkar et al., 2004). Debido a que
estas bacterias son patégenos ambientales y los métodos para controlar estos agentes a veces
resultan inadecuados, las estrategias para su tratamiento se han centrado en el uso de
antibioticos, que si bien tiene un impacto positivo en los sistemas lecheros beneficiando la
salud de la ubre y la produccion de la leche, su uso indiscriminado conduce a la aparicién de
cepas resistentes, dejando residuos en la leche con implicancias para la salud humana (Smith
y Hogan 1993; Petersson-Wolfe y Currin, 2012).

Debido a que las estrategias de prevencion y/o tratamiento mencionadas no resultan
eficaces al 100% para combatir la mastitis y por lo tanto garantizar la inocuidad de la leche,
las investigaciones se han orientado hacia el desarrollo de vacunas. Sin embargo, los intentos
a nivel internacional para producir una vacuna no han resultado exitosos para prevenir
completamente la ocurrencia de nuevas infecciones debido, no solo a la diversidad de
patdgenos contagiosos y ambientales que colonizan el epitelio de la glandula mamaria, sino
también a la dificultad para generar una respuesta inmune apropiada y efectiva (Finch et al.,
1994; Hill et al., 1994).

Lo expuesto anteriormente pone en evidencia no solo las limitaciones de las medidas
aplicadas tradicionalmente para controlar la mastitis, sino también las dificultades que se
han presentado durante la busqueda de una formulacién de vacunas que garanticen la

disminucion de la frecuencia de mastitis causada por patégenos contagiosos y ambientales.
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Esto ha dirigido las investigaciones actuales hacia el estudio de métodos alternativos de

control para esta enfermedad.

1.5. Terapias alternativas en la prevencion y/o control de la mastitis

Las terapias alternativas se aplican tanto para reforzar la terapia antimicrobiana como
para aumentar las defensas naturales de la glandula mamaria.
La aplicacion de compuestos inmunomoduladores para estimular la respuesta inmune

de la glandula mamaria es una de las terapias alternativas mas estudiada en la actualidad.

1.5.1. Inmunomoduladores

Las sustancias inmunomoduladoras o modificadores de la respuesta biologica (BRM,
por sus siglas en inglés), actian de manera no especifica sobre el sistema inmune. Pueden
presentar efecto inmunoestimulantes o inmunosupresores de mecanismos inmunitarios,
mediante la potenciacion o supresion, respectivamente. Los primeros incrementan la
respuesta inmune en enfermedades infecciosas, tumores e inmunodeficiencias. Los
inmunosupresores estan indicados para mitigar la respuesta inmune, como por ejemplo en
caso de rechazo de drganos trasplantados, enfermedades autoinmunes y alergias. La
inmunoestimulacion se requiere cuando la actividad natural del sistema inmunitario no es
suficiente para reducir la infeccion (infecciones recurrentes) o cuando puede considerarse
una medida terapéutica coadyuvante (como la terapia del cancer) para restablecer el
potencial del sistema inmunitario. En la terapia de las enfermedades infecciosas, potenciar
una respuesta inmune normal o restaurar una respuesta inmune que se encuentra disminuida
a través del uso de inmunoestimulantes, puede aumentar la resistencia del hospedador al
agente infeccioso, reducir la gravedad de la enfermedad y permitir una rapida recuperacion
(Garcia-Hernandez et al., 2009).

El uso de citoquinas y productos microbianos para estimular la respuesta inmune
especifica de la glandula mamaria se investiga desde hace algunos afios. Las citoquinas, son
proteinas secretadas por las celulas de la inmunidad innata y adaptativa en respuesta a
microorganismos y otros antigenos, actian como inmunomoduladores enddgenos porque
producen sefiales de activacion e inhibicion entre las células (Wellnitz et al., 2011; Morimoto
et al., 2012; Wallemacqa et al., 2012). Diversos inmunomoduladores a base de productos

microbianos como LPS de E. coli y células inactivadas de Propionilbacterium granulosum
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son comercializados actualmente para el tratamiento de la mastitis bovina (Gianneechini et
al., 2011).

En los ultimos afios se ha incrementado el interés cientifico por la busqueda de
inmunomoduladores derivados de plantas medicinales. En este sentido, tanto en Argentina
como en otros paises del mundo, se realizan investigaciones con plantas de uso medicinal
como una alternativa eficaz en el control de la mastitis bovina (Malinowski, 2002; Hu et al.,
2003; Mukherjee et al., 2010; Rasooly et al., 2010; Baravalle et al., 2011; Camussone et al.,
2013). No existen estudios en Argentina sobre inmunomoduladores que involucren el
empleo de la flora autéctona como estrategia en el control de la mastitis bovina. El grupo de
investigacion de la Orientacion Inmunologia de la UNRC, trabaja desde el afio 2000 en una
linea de investigacion dedicada al estudio de las propiedades inmunomoduladoras y
citogenotdxicas de plantas medicinales de Argentina (Cariddi et al, 2006-2016). Fracciones
obtenidas de la especie Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling han mostrado efecto
inmunoestimulante en células humanas y animales (Cariddi et al., 2005-2013a),

1.6. Plantas medicinales y aromaticas

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define a planta medicinal como “toda
especie vegetal en la que el todo, o una parte de la misma, estd dotado de actividad
farmacologica” (OMS, 2008).

La mayoria de las plantas medicinales presentan efectos fisiol6gicos multiples debido
a la presencia de mas de un principio activo. Estos compuestos son sintetizados por la planta
para cumplir funciones especificas como adaptacion a las condiciones ambientales,
resistencia a la depredacion de animales, herviboria o atraccion de insectos. Ademas, le
confieren a la planta el poder curativo que se les suele asignar por la actividad farmacoldgica
de los mismos (Nufiez, 1982).

Las especies de plantas medicinales conocidas como aromaticas; sintetizan
sustancias particulares que poseen aroma o sabor caracteristico denominado aceite esencial
(Bamba, 1993).

Los aceites esenciales se sintetizan en el citoplasma de ciertas células vegetales y se
acumulan en diferentes partes de la planta, pudiendo localizarse en toda la planta o0 en un
determinado 6rgano vegetal como las flores, hojas, frutos y hasta raices (Ojeda, 2001; Burt,
2004).
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Los aceites esenciales son mezclas complejas, normalmente liquidas, que presentan
una caracteristica: su volatilidad, por tanto son extraibles en corriente de vapor de agua. En
general son los responsables del olor de las plantas. Se definen, segun la Asociacion Francesa
de Normalizacion (AFNOR) (1998) como: “productos obtenidos a partir de una materia
prima vegetal, bien por arrastre con vapor, bien por procedimientos mecénicos. El aceite
esencial se separa posteriormente de la fase acuosa por procedimientos fisicos.
Quimicamente estan formados principalmente por terpenos, monoterpenos y sesquiterpenos
(hidrocarburos, alcoholes, cetonas, que pueden ser aciclicos, monociclicos, biciclicos,
triciclicos), en ocasiones también derivados del fenil propano y, raramente cumarinas.

Los principales constituyentes de los aceites esenciales son los terpenos, se sintetizan
a partir de unidades de isopreno (o 2-metil-1,3-butadieno) unidas en cadena. El isopreno es
un hidrocarburo de 5 atomos de carbono y los terpenos se clasifican segun el nimero de
unidades de isopreno que contienen. En los aceites esenciales se encuentran principalmente
monoterpenos (10 &tomos de carbono), aunque también son comunes los sesquiterpenos (15
atomos de carbono) y los diterpenos (20 atomos de carbono) estos compuestos pueden ser
alifaticos, ciclicos o aromaticos (Svoboda y Hampson, 1999).

En la figura 5, se observan algunos ejemplos de estructuras quimicas de los
componentes de los aceites esenciales.

CHs

CH,
5 N
Isopreno
;\
HaC™ SCH,
Germacreno Limoneno

Figura 5: Estructuras quimicas del isopreno. Limoneno (monoterpeno) y germacreno (sesquiterpeno).

Los aceites esenciales y sus componentes generan gran interés por la amplia
aceptacion de los consumidores y sus potenciales y maltiples usos (Ali et al., 2013). Tanto
los aceites como sus componentes han demostrado tener destacadas propiedades funcionales
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en beneficio de la salud del hombre pudiendo jugar un rol muy importante en el agregado a
productos alimenticios y como quimio-terdpicos en enfermedades de origen humano y
animal. Entre las propiedades descriptas se encuentran: actividad antitumoral (Crowell,
1999), actividad antioxidante (Baratta et al., 1998; Zygadlo y Juliani, 2000) actividad
antimicrobiana (EI-Sakhawy et al., 1998; Baratta et al., 1998; Zygadlo y Juliani, 2000; Demo
et al., 2005; Oliva et al., 2011). El aceite esencial de numerosas especies aromaticas de
Argentina mostraron que efecto antimicrbiano, puesto que inhiben a bacterias Gram

positivas, Gram negativas y hongos unicelulares (Demo et al., 2005; Oliva et al., 2005).

1.7. Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling (Lamiaceae)

Se describen las caracteristicas generales, los usos en medicina popular y
antecedentes en investigacion del uso de fracciones de la especie Minthostachys

verticillata, una planta medicinal aromatica de Argentina.

1.7.1. Generalidades

e Familia: Lamiaceae

e Subfamilia: Nepetoideae

e Tribu: Mentheae

e Género: Minthostachys

e Especie: verticillata

e Nombre cientifico: Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling

e Nombre comin: Peperina, pipirina, peperita o piperita

e Sindnimos: Xenopoma verticillatum Griseb.; Bystropogon kuntzeanus Briq.,
Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling var. Eupatorioides (Schmidt-
LeBuhn, 2008)

El género Minthostachys, es un género taxonémicamente complejo que comprende
17 especies de hierbas aromaticas y arbustos verdes (Schmidt-LeBuhn, 2008). Crecen en
Colombia, Venezuela, Brasil, Ecuador, Pert, Bolivia, Noroeste y centro de Argentina (De
Feo et al., 1998; Schmidt-LeBuhn, 2008).

Entre las especies que componen el género se encuentran: M. glabrescens Epling.;
M. mollis (Griseb.); M. verticillata (Griseb.) Epling.; M. andina (Brett.) y M. spicata

(Benth.) Epling. La hierba aromatica mas popular, por su distribucion y sus propiedades
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benéficas es M. verticillata (Griseb.) Epling, popularmente conocida como peperina,
pipirina, peperita o piperita (Fester et al, 1961; Senatore, 1998).

Es un arbusto aromatico de 0,3 a 2 m de altura, con hojas oblongas de 1 a 5 cm de
largo, obtusas o subagudas dispuestas formando angulo recto. En la figura 6 se puede
observar sus flores blancas y pedunculadas, las cuales se agrupan en las axilas de las hojas
y su tallo que es de seccion cuadrangular, es pubescente y florece en verano. Los frutos son
secos como pequefias capsulas con cuatro semillas diminutas por fruto. Su periodo de
fructificacion abarca los meses de marzo y abril y se cosecha en verano (Mufoz, 1987;
Nufiez y Cantero, 2000).

Figura 6: Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling, en su habitat natural. Se observan hojas, tallos e
inflorescencias.

En medicina popular, es utilizada, principalmente en infusiones, como estimulante,
digestivo, sedativo, anti-espasmddico, antidiarréico, antihemético, carminativo,
broncodilatador, antirreumético, insecticida, antimicotico y antiparasitario. También se
emplea para aromatizar y fabricar licores, bebidas refrescantes y yerbas compuestas (Dimitri,
1980; Ratera y Ratera, 1980; Sorau y Bandoni, 1994; De Feo et al., 1998; Nufiez y Cantero,
2000).
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M. verticillata esta registrada en la Farmacopea Nacional Argentina y es una planta
en peligro de extincion por su extraccion constante e indiscriminada (Mufioz, 1987; Sagrera
Ferrandiz, 1993; De Feo et al., 1998).

A continuacion se describen las bioactividades de fracciones derivadas de M.
verticillata resultado de diversas investigaciones realizadas en el Departamento de

Microbiologia e Inmunologia de nuestra UNRC.

e El extracto etandlico de M. verticillata posee efectos inhibitorios in vitro sobre la

actividad citocidal del virus Herpes suis (Zanon et al., 1999).

e EI AE y la decoccion de M. verticillata, mostraron actividad antimicrobiana in vitro
sobre bacterias Gram positivas y propiedades antivirales sobre el virus Herpes simplex
tipo 1 (VHS-1) y el virus de la Pseudorabia (VPR) cepa RC/79 (Primo et al., 2001).

e EI AE y la decoccion de esta especie vegetal, inhibieron el crecimiento de cepas del
género Staphyloccocus aisladas de individuos con infecciones cutaneas (Maldonado et
al., 2001).

e Ladecoccion de M. verticillata fue capaz de inhibir una de las cepas de Helicobacter
pylori (HP788) asociada a patologias gastricas (Escobar, 2004).

e Diversos estudios in vitro con células mononucleares de sangre periférica (PBMCs
por sus siglas en inglés) humana revelaron que el AE, la decoccion y los compuestos
mayoritarios del AE (pulegona, mentona y limoneno) ejercieron capacidad
inmunoestimulante activando a células T (CD4" y CD8") y a células B; inhibieron la
liberacion de la enzima [3-hexosaminidasa de basofilos de individuos alérgicos desafiados
con un alergeno especifico; modularon positivamente la respuesta Thl incrementando los
niveles de IFN-y y disminuyendo los valores de IL-13 (Gonzélez Pereyra et al., 2005;
Cariddi et al., 2006, 2007, 2009a).

e AE y decoccion mostraron in vitro capacidad antioxidante y antiapoptética

protegiendo a las PBMCs humanas de la accion toxica del H2O» (Cariddi et al., 2009b).

e Un estudio in vivo reveld la capacidad del AE y de uno de sus componentes
mayoritarios (limoneno) para modular la respuesta de hipersensibilidad de tipo inmediata
(Cariddi et al., 2011b, 2013a).
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Cariddi et al., (2013b), mostraron el amplio espectro de actividad antibacteriana in
vitro del AE de M. verticillata y de un componente mayoritario (limoneno) frente a
patdgenos bacterianos aislados de mastitis bovina como, S. aureus, S. uberis, E. coli y
Staphylococcus coagulasa negativo (SCN). Ademas tanto AE como limoneno mostraron
buena actividad bacteriostatica a bajas concentraciones (los valores de CIM del AE oscilaron
entre 14,3 y 114,5 mg/ml y para limoneno 3,3 y 52,5 mg/ml) y efecto bactericida a
concentraciones mayores (los valores de CBM del AE oscilaron entre 114,5y 229 mg/ml y
para limoneno 210 mg/ml) frente a 7 cepas de S. uberis aisladas de mastitis bovina e
influyeron en la formacién de biofilm de estas cepas (Montironi et al., 2016b). En otro
estudio in vitro se demostré que AE inhibio el crecimiento de 2 cepas de E. coli (CIM de 0,9
mg/ml) y presentd actividad bacteriostadtica a bajas concentraciones (3,6 mg/ml) y
bactericida a concentraciones mas elevadas (29 mg/ml) sobre una cepa de E. faecium
(EF214), aisladas de mastitis bovina. Por otro lado, AE afectd no solo la formacion de
biofilm por parte de estas cepas, sino que ademas mostré una buena inhibicion sobre el
biofilm maduro (Cerioli et al., 2018).

Ademas, es importante destacar que los efectos toxicos del aceite esencial y de sus
componentes mayoritarios han sido evaluados in vitro e in vivo demostrando ausencia de
efectos citotdxicos o genotdxicos (Sutil et al., 2006; Escobar et al., 2012; Cariddi, 2013a;
Escobar et al., 2015).

1.8. Modelo murino de mastitis

Para el estudio de la mastitis los modelos animales bovinos, caprinos y ovinos han
causado ciertas dificultadas que se presentan durante la cria y manejo de estas especies
debido al tamafio de los mismos, a requerimientos de espacio y alimentos y
fundamentalmente a los costos econdémicos que representan.

Debido a estas limitantes, es necesario contar con un modelo animal simple de
manipular, de bajo costo y de facil mantenimiento en las instalaciones estandares del
laboratorio. EI modelo de mastitis murino fue descripto por primera vez en 1970 por
Chandler, quien gener0 mastitis experimental en ratones a partir de inoculacion
intramamaria (IIM) con diferentes microorganismos causantes de mastitis. Aunque los
ratones, no pueden reemplazar por completo a las vacas, el modelo murino ofrece un sistema
conveniente para el estudio de la mastitis previo a la evaluacion definitiva en el modelo

bovino.
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A continuacion se describe brevemente la glandula mamaria del raton y se destacan

las similitudes con la glandula mamaria bovina.

1.9. Anatomia de la glandula mamaria del raton

La histologia de la glandula mamaria es practicamente la misma en todas las especies.
Un parénquima glandular, compuesto de alveolos y ductos, y un estroma de soporte. Cada
célula alveolar se comporta como una unidad de secrecién, produciendo leche completa,
sintetizando y transportando desde el plasma sanguineo las proteinas, grasas, hidratos de
carbono, sales minerales, anticuerpos y el agua, que son los principales constituyentes de la
leche. El proceso de sintesis y de secrecion es similar en todas las especies. La composicion
quimica de la leche, la disposicién del sistema de almacenamiento en la glandula mamaria,
la ubicacion anatomica y el numero de las glandulas mamarias varia entre las diversas
especies (Larson, 1985).

La glandula mamaria de raton se compone de un complejo arbol alveolar-ductal que
converge en un conducto central en el pezén (Krause et al., 2013). El desarrollo de la
glandula mamaria del raton ocurre durante diferentes etapas del crecimiento del animal. En
el dia 18,5 de gestacion, se ha formado una glandula rudimentaria, compuesta de un conducto
principal y 15-20 ramificaciones, la cual queda morfogenéticamente en reposo hasta la
pubertad (Hens y Wysolmerski, 2005) (figura 7 A). Esta glandula rudimentaria penetra en
el mesénquima subyacente (que dara origen al tejido conectivo) y entra en contacto con pre-
adipocitos que se convertiran en adipocitos, los cuales forman parte del tejido adiposo de la
glandula mamaria (Sternlicht, 2006). Durante la pubertad, las sefiales hormonales
desencadenan el alargamiento de los conductos de la glandula rudimentaria que mediante
sucesivos ciclos de elongacion, bifurcacion y ramificacion lateral, se transforman en el arbol
ductal de la glandula y penetran ain mas en el tejido adiposo, siendo este el tejido
predominante en la glandula. El epitelio de la glandula mamaria se compone de dos capas
de ceélulas, una capa interna de células epiteliales rodeada por una capa externa de celulas
contractiles denominadas mioepiteliales (Sternlicht, 2006) (figura 7 B). Durante la gestacion
el tejido adiposo se sustituye progresivamente por las células epiteliales que proliferan y se
diferencian en alveolos productores de leche (Oakes et al., 2006; Anderson et al., 2007).
Durante la lactancia, el desarrollo de la glandula mamaria es tan masivo que los depositos

subcutaneos estan casi completamente ocupados por grandes alvéolos productores de leche,
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con un numero muy pequefio de adipocitos dispersos entre ellos (Giordano et al., 2017)
(figura 7 C).

C | Gestacion

B | Pubertad

A | Nacimiento

Células Mioepiteliales
Células epiteliales —#

Figura 7: Esquema del desarrollo de la glandula mamaria en cada una de las etapas de vida del ratén. A)
Glandula rudimentaria, etapa embrionaria. B) Por accién hormonal durante la pubertad, los conductos de la
glandula rudimentaria se transforman en el &rbol ductal de la glandula. En el recuadro se observan las dos capas
de células que componen el epitelio mamario (células epiteliales y mioepiteliales). C) Durante la gestacion la
proliferacion y diferenciacion celular es mayor dando lugar a la formacidn los alveolos productores de leche
(Fuente: Adaptado de Gjorevski y Nelson, 2011).

Finalizada la lactancia, comienza un periodo de remodelacion tisular intensiva que
corresponde a la involucion normal de la glandula mamaria. En el transcurso de un periodo
relativamente breve, una gran proporcion del epitelio mamario sufre una muerte celular
programada y es eliminado por los fagocitos. Luego, los depositos subcutaneos se llenan
nuevamente con adipocitos convirtiendose en el tipo de célula predominante en el tejido
mamario al final de la lactancia (Atabai et al., 2007; Prokesch et al., 2014).

Como se mencion6 anteriormente, la ubicacion anatémica y el namero de las
glandulas mamarias varia entre las diversas especies. En el ratdn, hay cinco pares de
glandulas mamarias situadas justo debajo de la piel. Tres pares de glandulas se localizan en
la region toracica del animal y los dos pares restantes se encuentran en la zona abdominal.
La dispocision de las glandulas mamarias se designd colocando al animal en posicion
decubito dorsal. Del lado izquierdo, de anterior a posterior las glandulas L1, L2, L3 (region
toréacica) y L4, L5 (region abdominal) y de igual forma para las glandulas mamarias del lado
derecho, R1, R2, R3 (region toracica) y R4, R5 (region abdominal) (Chandler, 1970) (figura
8).
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Figura 8: Esquema de raton en posicion decubito dorsal donde se observa la disposicion de las glandulas

mamarias en la region toracica y abdominal (Fuente: Adaptado de Markiewicz et al., 2015).

Los ratones se consideran un modelo adecuado para la investigacion de la patogenia
y control de las infecciones intramamarias bovinas porque, al igual que las vacas, tienen dos
pares de glandulas mamarias en la region abdominal. En ambas especies, las glandulas son
estructuras anatébmica y funcionalmente independientes una de la otra, presentando cada
glandula un conducto del pezdn que se abre al exterior a través de un unico orificio. El
modelo murino de mastitis no solo proporciona un entorno Unico para el crecimiento de los
patdgenos y su interaccion con el sistema inmune del hospedador, sino que ademas ofrece
factores fisicos como la succion durante la lactancia tal como ocurre en las vacas durante la
lactancia o el ordefie (Notebaert y Meyer, 2006).

Otra ventaja que ofrece este modelo para el estudio de la mastitis es que las
respuestas macroscopicas e histologicas en términos del dafio en los tejidos y la infiltracion
de PMNs que se observan en las glandulas mamarias murinas, se asemejan estrechamente a

lo que ocurre durante la mastitis bovina (Chandler, 1970).
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HIPOTESIS

El aceite esencial obtenido de Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling, estimula
la respuesta inmune en animales desafiados con patogenos causantes de mastitis bovina
permitiendo asi su utilizacion como terapia alternativa en la prevencién y/o control de la

mastitis bovina.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Caracterizar in vivo la capacidad del aceite esencial obtenido de Minthostachys

verticillata (Griseb.) Epling, para estimular la respuesta inmune en animales desafiados con

patdgenos causantes de mastitis bovina, para su posible aplicacion como terapia alternativa

en la prevencion y/o control de la enfermedad.

2.2. Objetivos especificos

1.

Obtener el aceite esencial de M. verticillata (Griseb.) Epling (Lamiaceae), e
identificar y cuantificar sus componentes puros por medio de cromatografia gaseosa
acoplada a espectrometria de masa (CG-MS).
Evaluar el efecto de la dosis del aceite esencial y el tiempo de exposicion en células
de la glandula mamaria in vitro e in vivo.
Caracterizar el efecto del aceite esencial sobre la fagocitosis en una linea de
macrofagos murinos (RAW 264.7).
Evaluar el efecto de la dosis y tiempo de exposicion de la cepa E. faecium EF214
mediante inoculacion intramamaria en ratones Balb/c hembras en periodo de
lactancia.
Estudiar la glandula mamaria de ratones hembras en periodo de lactancia luego de:
v Infectar la glandula mamaria con una suspension de la cepa E. faecium
EF214.
v’ Pre-tratar la glandula mamaria con dos aplicaciones de aceite esencial.
v Desafiar la glandula mamaria con la cepa E. faecium EF214 en ratones pre-

tratados con aceite esencial.

5.1. Para ello se propuso:

5.1.1. Examinar macro e histopatologicamente las glandulas mamarias.
5.1.2. Realizar recuento bacteriano en homogenatos de glandula mamaria.
5.1.3. Determinar la presencia de bacterias en higado, rifiones y sangre.
5.1.4. Caracterizar molecularmente las cepas aisladas post-inoculacion.

5.1.5. Evaluar la respuesta inmune innata, mediante el estudio de la expresion de los

genes que codifican para el receptor TLR2 y las citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-
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1B), y anti-inflamatoria (IL-10) por PCR en Tiempo Real a distintos tiempos post-
inoculacion.

5.1.6. Determinar la produccion de anticuerpos totales (IgM, IgG e IgA) en
homogenatos de glandula mamaria y en suero de los ratones inoculados mediante ELISA
indirecto.

5.1.7. Cuantificar las subpoblaciones de linfocitos T (CD4*/CD69"y CD8*/ CD69")
por citometria de flujo.
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3. MATERIALES
3.1. Drogas y reactivos

e ADN Tag. polimerasa (Promega).

e Agarosa 1,2% (Biodynamics): 1,2 g de agarosa en 100 ml de Buffer TBE 0,5X.

e Agua bidestilada.

e Anticuerpos monoclonales marcados con fluorocromos: anti-CD4 marcado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC)/anti-CD8 marcado con ficoeritrina (PE)
(Thermo Fisher SCIENTIFIC).

e Anticuerpo monoclonal anti-CD69 (H1.2F3), marcado con aloficocianina (APC),
eBioscienceTM, (Invitrogen, Thermo Fisher SCIENTIFIC).

e Anticuerpo secundario: Anticuerpo policlonal anti-inmunoglobulinas G, A 'y M de
raton marcado con peroxidasa (Sigma, St. Louis, USA).

e CTS™ GlutaMAX™-| Supplement (200-mM L-alanyl-L-glutamine dipeptide in
0,85% NaC) (GIBCO, Life Technologies, Grand Island, NY, USA).

e Dimetilsulfoxido (DMSO) (Sintorgan®, Industria Argentina).

e DNase I, RNase-free (Thermo scientific).

e GelGreen™ (Biotium).

o Interferon-y (IFN-y) (Serotech).

e Ketamina 50 mg/ml (Vetanarcol® Konig).

e Kit “Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master Mix with Low ROX”
(Agilent Technologies, compatible con el equipo Agilent Mx3000P).

e Kit “High-Capacity cDNA Reverse Transcription” (Applied Biosystems™ Thermo
Fisher Scientific).

e Lipopolisacarido (LPS) de Salmonella enterica serotipo Typhimurium (Sigma-
Aldrich).

e Marcador de peso molecular100 pb (Promega).

e O-fenildiamina dihidrocloruro (OPD).Tabletas de 10 mg (Sigma, St. Louis, USA).

¢ RNase OUT Recombinant Ribonuclease inhibitor 40 U/ul (Invitrogen).

e Sal de tetrametiltetrazolium (MTT, o bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol) (Invitrogen, Oregon, USA).

e Sonda no fluorescente de diclorofluoresceina 2,7', administrada en forma de
diacetato (DCFH-DA) (Invitrogen NY, EE.UU).
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Sulfato de sodio anhidro (Na;SO4) Cicarelli.
Tripsina- EDTA (0,25% de tripsina (Difco) y 1 mM de EDTA (Sigma-Aldrich).
TRIzol® (Life Technologies).

Xilacina 1% (RompunM®- Bayer).

3.2. Soluciones y colorantes

Buffer carbonato (pH 10) (0,795 g de (Na.COgs) + 1,44 g (NaHCO3). Agua destilada
c.s.p. 500 ml. La solucion se esteriliza en autoclave a % atmosferas durante 30 min
y se conservo a 4 °C hasta su uso.

Buffer citrato-fosfato: preparar las siguientes soluciones:

o Solucion 1: 1,419 g de sodio fosfato dibasico (Na2HPO4) y diluirlo en 51,4
ml de agua deionizada.
o Solucion 2: 0,941 g de &cido citrico y colocarlos en 48,6 ml de agua
deionizada.
Para preparar 100 ml de buffer citrato-fosfato 0,05 M, pH 5, mezclar ambas

soluciones. Esterilizar.

Buffer FACS: (PBS 1X + SFB 1,5%).

Buffer fosfato salino (PBS) pH 7,4.

Buffer de lavado (Tween 20 al 0,05% en PBS).

Buffer de lisis (8,29 g cloruro de amonio (NH4Cl,) + 1 g bicarbonato acido de potasio
(KHCO3) + 37 mg acido etilendiamino tetraacético sal disédica (Na2.EDTA). Agua
bidestilada c.s.p. 100 ml).

Buffer de marcacion (PBS: 98 ml, 0,1g de azida sddica, 1 ml de SFB, 1 ml de EDTA
0,5 M).

Buffer TBE 5X (g/l): (54 g Tris base; 27,5 g de &cido bdrico, 20 ml de EDTA 0,5M
(pH 8).

Buffer TE 1X (10 mM Tris - EDTAL mM; pH 7,5).

Método rapido de coloracién Panético (Laborclin)

Solucion de Azul de Evans 0,2% en PBS.

Solucion de azul tripan 0,2% en PBS.

Solucion cromégena de o-fenildiamina dihidrocloruro (OPD) (10 mg de OPD en 25
ml de buffer citrato-fosfato 0,05 M con 10 pl de perdxido de hidrégeno (H202) al
30%).
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e Soluciones de Griess (solucion A: sulfanilamida 1% y acido ortofosforico 5%;
solucion B: N-(1-naphthyl)-ethylendiamin 0,1%)
e Solucion de Hanks sin suero y sin colorante (HBSS-Gibco)

e Solucion de Paraformaldheido (SIGMA) al 4%.

3.3. Medios de cultivo

3.3.1. Medio completo DMEM (suplementado) para cultivo de células epiteliales de
glandula mamaria bovina (MAC-T)

Medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco, Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) con 3,7 g/l de bicarbonato de sodio (NaHCO3),
penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml (Gibco, Life Technologies, Grand Island,
NY, USA), insulina bovina (Betasint U-40/ml) 5 ug/mL, hidrocortisona (FADA PHARMA
FRIDALIT 100, 100 mg) 1 pg/ml y CTS™ GlutaMAX™-| Supplement (Gibco, Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) 1/100. El medio se esterilizo por filtracion, pH 7,2
- 7,4. Para lamantencion de la linea celular el medio fue suplementado con suero fetal bovino
(SFB) al 5% (Natacor, Villa Carlos Paz, Cordoba, Argentina). Todos los ensayos fueron

realizados con DMEM suplementado con SFB al 10%.

3.3.2. Medio completo DMEM (suplementado) para cultivo de la linea celular de

macréfagos murinos RAW 264.7

Medio DMEM con 3,7 g/l de NaHCOs3, gentamicina (10 mg/ml), HEPES (2,383 g/l),
(Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA) suplementado con aminoacidos no
esenciales, L-glutamina, [B-mercaptoetanol, piruvato de sodio (Gibco). Todas estas
sustancias fueron agregadas en una concentracion final de 10ml/I. EIl medio se esteriliz6 por
filtracion, pH 7,2 - 7,4.

Para la mantencion de la linea celular el medio fue suplementado con suero fetal
bovino (SFB) al 5% (Gibco Laboratories, Life Technologies Inc., Grand Island, NY, USA).

Todos los ensayos fueron realizados con DMEM suplementado con SFB al 10%.

3.3.3. Medios de cultivo para cepas bacterianas

e Caldo Tripticasa Soya (CTS) (Britania, Argentina)
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e Agar Tripticasa Soya (ATS) (Britania, Argentina).

3.4. Material bioldgico
3.4.1. Cepas bacterianas

Los aislados bacterianos fueron identificados mediante métodos bacterioldgicos
convencionales y confirmados por secuenciamiento del RNA16S y por MALDITOF-MS.
Las cepas utilizadas fueron: S. uberis SUQ7, S. aureus SA53, E. faecium EF214 y E. coli

EC-1. Las cepas se conservaron a -20°C en CTS con la adicion de glicerol al 20%.

3.4.2. Células epiteliales de glandula mamaria bovina (MAC-T)

Para realizar los ensayos de viabilidad celular in vitro se utilizo la linea celular MAC-
T proveniente de células epiteliales mamarias alveolares bovinas transfectadas con SV-40
(Simian Virus 40). Las células MAC-T completan un ciclo de duplicacion en
aproximadamente 17 horas (Huynh et al., 1991). Los ensayos con esta linea celular fueron
realizados en Centro de Investigacion y Transferencia de Villa Maria (Conicet-UNVM) bajo
la direccién de la Dra. Carina Porporatto.

3.4.3. Linea celular de macro6fagos murinos RAW 264.7

Para caracterizar el efecto in vitro del aceite esencial de M. verticillata sobre el
proceso de fagocitosis se utilizd la linea celular de macréfagos murinos RAW 264.7
provenientes de macrofagos de ratones Balb/c transformados con el virus de la leucemia
murina de Abelson (Raschke et al., 1978). Los ensayos con esta linea celular se realizaron
en el marco de una pasantia doctoral en la Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Brasil (17 de agosto-17 de noviembre de 2015), bajo la direccion de la Dra. Débora Decote-
Ricardo de Lima, Profesora del Laboratorio de Imunologia Veterinaria del Instituto de
Microbiologia e Imunologia Veterinaria.

3.4.4. Animales utilizados en los ensayos in vivo

Se utilizaron 116 ratones Balb/c hembras provistos por el Bioterio Central de la
UNRC, de 6-8 semanas de edad, con peso aproximado de 30 g, y 10 a 15 dias de lactancia.

Los animales consumieron alimento y agua ad-libitum. Las experiencias con animales se
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realizaron teniendo en cuenta la reglamentacion internacional y nacional vigente y las
normas institucionales del Comité de Etica de la Investigacion Cientifica (CoEdl), UNRC,
y aprobadas bajo el expediente 121/2015 CoEdI - UNRC.

3.4.5. Material vegetal

Hojas verdes y tallos delgados fueron recolectados de la especie Minthostachys
verticillata proveniente de la localidad de Santa Rosa, provincia de Cérdoba, Argentina en
abril de 2013. Durante la colecta de la especie vegetal se seleccionaron aquellos especimenes
que evidenciaron aspectos macroscopicos normales, sin presencia visible de patdgenos que
alteraran su fisiologia. Fueron respetadas las indicaciones y normas sugeridas por la OMS,
recolectandose las partes aéreas del vegetal, sin comprometer las raices de la especie para
contribuir con su preservacion ecoldgica. Teniendo en cuenta que M. verticillata sufre tala
indiscriminada en las sierras de Cordoba producto de su comercializacion; y que como
consecuencia de esto es una especie vegetal en peligro de extincion, se decidio trabajar
también con un espécimen de M. verticillata proveniente de la localidad de Villa Larca
provincia de San Luis, el cual fue adquirido en abril de 2013 en un local comercial. Las
plantas fueron identificadas y clasificadas taxonémicamente por la Dra. Margarita Grosso
del area de Botanica de la UNRC, Cdrdoba, Argentina y un ejemplar de la muestra se
almaceno en el herbario RCV (Rio Cuarto Vasculares) como archivo #1955.

El material vegetal seco y conservado a temperatura ambiente en una bolsa de papel
madera fue utilizado inmediatamente después de su colecta para proceder luego a la

obtencion del aceite esencial.
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4. METODOS
4.1. Obtencion del aceite esencial de M. verticillata

Para la obtencion del AE, se utilizaron dos especimenes de la especie M. verticillata,
uno proveniente de la localidad de Santa Rosa, provincia de Cordoba, y el otro proveniente
de la localidad de Villa Larca provincia de San Luis Argentina. Sesenta g del material vegetal
fueron sometidos a un proceso de hidrodestilacion durante 1 h utilizando un aparato tipo
Clevenger modificado (figura 9). Para ello, el material vegetal se coloc en una columna
extractora. En un balén de 1 litro de capacidad, conteniendo agua, se gener6 calor hasta
ebullicion; los vapores de agua al atravesar el lecho vegetal en la columna, arrastraron los
componentes volatiles, los cuales condensaron en el refrigerante, obteniéndose un liquido
que luego por decantacion, se separd en dos fases, una oleosa y otra acuosa. El agua
emulsionada dentro del aceite fue extraida por precipitacion mediante el agregado de sulfato
de sodio anhidro (Na2S0Os). La fraccion de AE fue conservada a -20 °C y al resguardo de la
luz hasta su uso (De Feo et al., 1998; Senatore, 1998).

Figura 9: Equipo de hidrodestilacion para la obtencion de aceites esenciales
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4.1.1. Identificacion y cuantificacion de los componentes principales del aceite esencial
de M. verticillata

El AE fue analizado utilizando cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de
masa (CG-MS) para identificar y determinar el porcentaje relativo de los compuestos
principales en el Instituto Multidisciplinario de Biologia Vegetal (IMBIV-Conicet), Catedra
de Quimica Orgénica, Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, Universidad
Nacional de Cordoba.

Para realizar este analisis se utiliz6 un cromatografo de gases Clarus 600, Perkin
Elmer N° de serie 664N9100105, equipado con una columna DB5 (60 m, 0,25 mm ID, 0,25
um de particula). Gas Carrier: Helio (49,6 psi). Programa de temperatura del horno:
temperatura inicial 60 °C (2 min), rampa: 5 °C/min, temperatura final 240 °C (10 min),
temperatura del inyector 300 °C. La muestra se inyectd en modo de inyeccion Split (20
ml/min). El cromatograma fue obtenido en modo ‘scan”, desde m/z =30 a m/z =450 (scan
time: 0,2 s, inter-scan time: 0,1s), solvent delay: 5 min.). La identificacion de los compuestos
presentes en la muestra de AE, se realiz6 por comparacién de los tiempos de retencién y de
los espectros de masas utilizando la biblioteca del programa NIST MS Search 2.0. En las
mismas condiciones cromatograficas de la muestra, fueron inyectados ademas, los
compuestos puros (grado standard) para corroborar la identidad de los componentes
principales presentes en la muestra. El calculo del porcentaje relativo de cada compuesto
presente en la muestra de aceite se calcul6 en funcién del area de cada pico del cromatograma
(Zygadlo et al., 1996; Cariddi et al., 2009a).

Mediante esta técnica se pudo determinar que los compuestos mayoritarios del AE
de la especie M. verticillata proveniente de la localidad Santa Rosa (Cordoba) fueron
pulegona (29,58%) mentona (60,57%) (tabla 1 y figura 1, anexo 1). Sin embargo, el
quimiotipo resulté diferente al informado por Cariddi et al. (2011b), quienes demostraron el
efecto inmunoestimulante del AE sobre células T y B humanas. Sobre la base de estos
resultados, los diferentes ensayos de esta Tesis se realizaron con el AE de M. verticillata

proveniente de la provincia de San Luis.
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4.2. Ensayos in vitro
4.2.1. Preparacion del aceite esencial de M. verticillata

Para llevar a cabo los ensayos in vitro se prepard una solucion stock del AE (6=0,92
g/ml) disuelto en dimetilsulféxido (DMSO) (1:2) y luego en PBS (1:10). A partir de esta
solucidn se realizé una dilucién 1:100 en medio DMEM completo. Esta Gltima es la que se
utiliz6 para preparar las diferentes concentraciones de AE que se utilizaron en los ensayos

in vitro.

4.2.2. Ensayo de viabilidad celular en una linea de células epiteliales mamarias bovinas
(MAC-T)

Para realizar este ensayo se trabajé con la linea de células epiteliales de glandula
mamaria bovina (MAC-T). Se colocaron 5x10* células/pocillo en una microplaca estéril de
96 pocillos en un volumen final de 100 pl de medio de cultivo DMEM completo y se
incubaron durante 24 h a 37 °C, con 5% de CO. y humedad para permitir la formacion de
una monocapa confluente en la base de los pocillos. Posteriormente, las células fueron
expuestas a diferentes concentraciones del AE de M. verticillata e incubadas a distintos
tiempos para evaluar el efecto sobre la viabilidad celular.

Las diferentes concentraciones de AE que se ensayaron (10, 25, 50, 100, 250 y 500
ug/ml) se eligieron se eligieron sobre la base de el estudio previo realizado por Cariddi et al.
(2011b). Como control se utilizaron células MAC-T a las que se le agreg6 medio DMEM
completo solo, y como control de vehiculo se agregé DMSO (0,05%) en DMEM completo.
Las células fueron incubadas a diferentes tiempos (6, 12, 24 y 48 h) a 37 °C en atmosfera
hdimeda con 5% de CO». Transcurrido este tiempo, se descartd el medio de cultivo y la
viabilidad celular fue evaluada por el método colorimétrico de reduccion del bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) segln lo descripto por Mosmann
(1983) con modificaciones.

Para ello, se agrego en cada pocillo 90 ul de medio DMEM sin suplementar y 10 ul
de la solucion de MTT (5 mg/ml de MTT en PBS pH 7,4). La placa se incubd a 37 °C con
5% CO2 por 4 h. Luego, se agregaron 100 pul de DMSO por pocillo para disolver los cristales
de formazan que resultaron de la conversion del MTT. Finalmente, el resultado fue analizado
colorimétricamente mediante la lectura de la DO a una longitud de onda A =570 nm, en un

lector de microplacas (Multiskan FC, Thermo Scientific).
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El fundamento de esta técnica se basa en la reduccion metabdlica del MTT, realizada
por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa, en un compuesto de color azul
(formazéan), permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. La
cantidad de células viables es proporcional a la cantidad de formazan producido. Se

realizaron dos ensayos independientes por triplicado.

4.2.3. Efecto del aceite esencial de M. verticillata sobre la fagocitosis en una linea de

macréfagos murinos (RAW 264.7)
4.2.3.1. Ensayo de proliferacion

Se colocaron 2x10° células/pocillo en una microplaca estéril de 24 pocillos en un
volumen final de 500 pl de medio de cultivo DMEM completo y se incubaron a 37 °C, con
5% de CO. y humedad durante 2 h para permitir la adhesion celular a la base de los pocillos.
Posteriormente, las células fueron expuestas a una unica concentracion de AE (50 pg/ml)
teniendo en cuenta resultados previos (Cariddi et al., 2011b) y DMSO 0,05% en DMEM
completo (control vehiculo). Luego de 24 y 48 h post-incubacion las células fueron lavadas,
tripsinisadas y se realiz6 una dilucién 1:2 con azul tripan para proceder al recuento utilizando

camara de Neubauer.

4.2.3.2. Evaluacion de adherencia de células RAW 264.7

Se colocaron 2x10° células/pocillo en una microplaca estéril de 24 pocillos en un
volumen final de 500 ul de medio de cultivo DMEM completo. Inmediatamente las células
fueron expuestas a una Unica concentracion de AE (50 pg/ml) y DMSO 0,05% en DMEM
completo (control vehiculo). El sistema fue incubado a 37 °C, con 5% de CO, y humedad
durante 1 h, para evaluar si el AE interferia con la adhesién celular a la base de los pocillos.
Finalizado el tiempo de incubacion, las células fueron lavadas, tripsinisadas y contadas

utilizando camara de Neubauer.

4.2.3.3. Ensayo de adherencia y fagocitosis de células RAW 264.7

Para realizar este ensayo se colocaron 1x10° células/pocillo en una microplaca estéril

de 24 pocillos en un volumen final de 500 pul de medio de cultivo DMEM completo y se
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incubaron a 37 °C, con 5% de CO2 y humedad durante 2 h para permitir la adhesion celular
al cubreobjetos de vidrio colocado en la base de los pocillos. Posteriormente, las células
fueron expuestas a diferentes concentraciones del AE (0; 0,5; 5; 50; 60 y 75 ug/ml) e
incubadas a 37 °C en atmosfera hiumeda con 5% de CO. durante 24 h para evaluar el efecto
sobre la adherencia y fagocitosis. Estas concentraciones se eligieron sobre la base de un
estudio previo realizado por Cariddi et al. (2011b). Como control se utilizaron células a las
que se le agreg6 medio DMEM completo solo, y como control de vehiculo se agreg6 DMSO
(0,05%) en DMEM completo.

Después del periodo de incubacién, una cantidad de 2 mg de la levadura
Saccharomyces cerevisiae (fermento bioldgico seco instantdneo- Saf-instant) fueron
homogeneizados en 50 ml de medio DMEM completo. Luego de una completa
solubilizacion de las levaduras, se realizo el recuento en camara de Neubauer para poder
adicionarlas a cada uno de los pocillos en una proporcion 10:1. Posteriormente, el sistema
fue incubado a 37 °C en atmosfera himeda con 5% de CO; durante 10 min (para el ensayo
de adherencia) y 4 h (para el ensayo de fagocitosis). Finalizados los periodos de incubacion,
las células fueron lavadas dos veces con PBS para eliminar las levaduras que no fueron
adheridas ni fagocitadas. Los cubreobjetos fueron tefiidos con el método rapido Pandtico
(Laborclin). Luego de la coloracion y el montaje de los cubreobjetos en portaobjetos, las
células fueron contadas en un microscopio 6ptico con un aumento de 100X para determinar
el porcentaje de macrdfagos que adhirieron o fagocitaron levaduras y también el numero de
levaduras adheridas o fagocitadas por estas células. Se realizaron dos ensayos
independientes por triplicado.

4.2.3.4. Evaluacion de la viabilidad de levaduras luego de la fagocitosis por las células
RAW 264.7

Se colocaron 1x10° células/pocillo en una microplaca estéril de 24 pocillos en un
volumen final de 500 pl de medio de cultivo DMEM completo y se incubaron a 37 °C, con
5% de CO2 y humedad durante 2 h para permitir adhesion celular en la base de los pocillos.
Posteriormente, las células fueron expuestas a una Gnica concentracion de AE (50 pg/ml) de
acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo de adherencia y fagocitosis que se describen
mas adelante (punto 5.2.2.3. de la seccidn resultados y discusion). Como control se utilizaron

células a las que se le agregé medio DMEM completo solo, y como control de vehiculo se
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agregé DMSO (0,05%) en DMEM completo. Las células fueron incubadas a 37 °C en
atmosfera himeda con 5% de CO», durante 24 h.

Finalizado el tiempo de incubacion, se adiciond la levadura S. cerevisiae en
proporcion 10:1 y el sistema fue incubado durante 4 h a 37 °C en atmdésfera humeda con 5%
de COs.. Posteriormente, los macréfagos fueron lavados dos veces con PBS para eliminar las
levaduras que no fueron fagocitadas y luego fueron lisados con 500 pl de agua helada. El
lisado fue diluido en una proporcion 1:100 en PBS. Un volumen de 30 pl fue sembrado en
placas de Petri con agar Sabouraud. Las placas fueron incubadas a 37 °C por 72 h. Luego de
ese periodo, se determind el nimero de unidades formadoras de colonias. Se realizaron dos

ensayos independientes por triplicado.

4.2.3.5. Dosaje de oxido nitrico (NO)

La produccion de oxido nitrico por parte de las células RAW 264.7 tratadas con AE,
fue evaluada indirectamente por la presencia de nitrito en el sobrenadante de cultivo de las
células, utilizando el método de Griess segun Sun et al. (2014) con modificaciones. Las
células fueron colocadas (1x10° células/pocillo) en una microplaca estéril de 24 pocillos en
medio de cultivo DMEM completo, el volumen final fue 500 pl, e incubadas a 37 °C, con
5% de CO2 y humedad durante 2 h, para permitir la adhesion celular en la base de los
pocillos. Posteriormente las células fueron tratadas y estimuladas como se detalla a
continuacion:

e Control: células + medio DMEM completo.

e LPS (200 ng/ml) e INF-y (2 ng/ml).

e AE (50 pg/ml).

e LPS (200 ng/ml) e INF-y (2 ng/ml) durante 24 hs y posterior adicion de AE
50 pg/ml).

e AE (50 pg/ml) durante 24 hs y posterior estimulo con LPS (200 ng/ml) e INF-
v (2 ng/ml).

e AE 50 ug/ml + LPS (200 ng/ml) + INF-y (2 ng/ml).

Se utiliz6 una Unica concentracion de AE, segun lo detallado en el punto anterior
(4.2.3.4). Las células fueron incubadas a 37 °C en atmdsfera hiUmeda con 5% de CO> durante
30, 60, 120, 180 y 240 min. Finalizado los tiempos de incubacidon, se tomaron 50 pl de
sobrenadante de cada pocillo y se colocaron en una placa de 96 pocillos de fondo plano. Un
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volumen de 50 pl de las dos soluciones de Griess en proporcion 1:1 fue adicionado al
sobrenadante previamente recogido y a los pocillos que contenian las diluciones seriadas en
base 2, a partir de una concentracion de 100 uM de nitrito de sodio. Finalmente, la DO se
leyé a una L = 540 nm en un lector de microplacas (SpectraMax® M3 Multi-Mode
Microplate Reader). Con los datos obtenidos, se construyé la curva de calibracidn, a partir
de esta se calcul6 la concentracion de NO en el sobrenadante de las células RAW 264.7.

El fundamento de esta técnica se basa en la reaccion de sulfanilamida con nitrito en
medio acido para formar una sal diazonio la cual, acoplada a aminas aromaticas como N-1-
(naftil) etilendiamin, produce un compuesto de color rosado. Se realizaron dos ensayos
independientes por triplicado.

4.2.3.6. Dosaje de especies reactivas del oxigeno (ROS)

Para evaluar la capacidad de las células RAW 264.7 para producir ROS en presencia
de AE, se utilizo la sonda no fluorescente diclorofluoresceina 2,7', administrada en forma de
diacetato (DCFH-DA). Esta sonda DCFH-DA en presencia de ROS, se convierte en
producto fluorescente (2,7'-diclorofluoresceina). Los niveles intracelulares de ROS se
midieron mediante la deteccion de la intensidad de fluorescencia segin lo descripto por
Mendongca et al. (2017) con modificaciones. Para ello, las células fueron colocadas (2,5 x10*
células/pocillo) en una microplaca estéril de 96 pocillos de fondo claro y laterales oscuros
(Costar 3603-Corning) en un volumen final de 200 pl de medio de cultivo DMEM completo
e incubadas a 37 °C, con 5% de CO> y humedad durante 2 h para permitir adhesion celular
en la base de los pocillos. Posteriormente las células fueron tratadas y estimuladas como se
detall6 en el punto anterior (4.2.3.5).

Luego de 24 h de incubacion, las células fueron lavadas una vez con solucion de
Hanks sin suero y sin colorante y se incubaron con la sonda DCFH-DA (10 uM/pocillo en
un volumen final de 100 pl) en estufa (37 °C en atmosfera humeda con 5% de CO>), durante
20 min, para permitir el ingreso de la sonda al citoplasma celular. Luego, las células fueron
lavadas dos veces con Hanks y se adiciond AE (50 pg/ml), LPS (200 ng/ml) e INF-y (2
ng/ml) en los pocillos correspondientes tal cual como se detall6 anteriormente. La placa fue
incubada a 37 °C en atmosfera himeda con 5% de CO> durante 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240
min. Finalmente, la fluorescencia se midi6 en un lector de microplacas (SpectraMax® M3
Multi-Mode Microplate Reader) a una A de emision de 530 nm y una A de excitacion de 485

nm.
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Esta técnica se fundamenta en que la sonda DCFH-DA, en su forma reducida no
emite fluorescencia, ingresa a la célula y por accidn de las esterasas intracelulares pierde sus
grupos acetatos transformandose en una molécula que es retenida por la célula, la cual en
presencia de ROS, se oxida y emite fluorescencia. Utilizando un fluorimetro puede realizarse
el dosaje de ROS. A mayores niveles de ROS intracelular, mayor sera la fluorescencia

emitida. Se realizaron dos ensayos independientes por triplicado.

4.3. Ensayos in vivo

Para los ensayos in vivo, se realizo el seguimiento de los ratones Balb/c hembras
durante el periodo de apareamiento, gestacion y parto (figura 1, anexo Il). Esto fue
fundamental comprender el comportamiento de esta especie. Para cada hembra, el dia del
parto fue registrado como el primer dia de lactancia y se marcaron en la nuca o en la cola
con un hisopo embebido en fucsina (figura 2, anexo Il). Benavides y Guénet (2003)
informaron que en general, los ratones paren entre 4y 8 crias, pero en el laboratorio, pueden
dar a luz s6lo un par de crias. El seguimiento realizado mostro que luego del periodo de
gestacion, cada hembra dio a luz entre 6 a 14 crias ocupandose meticulosamente de cada una
de ellas hasta el destete. Ademas, fue posible percibir el instinto materno de las hembras, a
tal punto que les permite ocuparse tanto de sus propias crias como de las ajenas y de esta
forma pueden transformarse en madres sustitutas (figura 3, anexo I1). Esta especie es de
facil manipulacion y luego de unos dias de reconocimiento entre el animal y el operario, se

logra la sujecion de los mismos sin problemas.

4.3.1. Optimizacion de la inoculacion intramamaria en un modelo murino

Para realizar este ensayo, se siguié el protocolo descripto por Chandler (1970) con
modificaciones. Se utilizaron ratones Balb/c hembras en periodo de lactancia (10 a 15 dias).
Las crias fueron separadas de sus madres 2 h antes de la IIM, quedando con madres sustitutas
(Trigo et al., 2009).

Luego de registrar su peso corporal, los animales fueron ligeramente anestesiados
con 87/13 mg/kg de ketamina/xilacina, respectivamente, para aliviar el dolor producido en
la 1M (Brouillette et.al, 2004) (figura 10).
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Figura 10: Anestesia de los ratones Balb/c hembras por via intraperitoneal.

Para realizar las IIM los animales se colocaron en posicion decubito dorsal. La zona
de las glandulas mamarias abdominales se desinfectdé empleando algodén y alcohol, se
expusieron los pezones, sin rasurar para evitar lastimar. Se utilizaron pinzas estériles para

sujetar delicadamente el pezon y posicionarlo para la inoculacion (figura 11).

Figura 11: A) Sujecién del pezdn con pinzas para lograr la inoculacién intramamaria. B) Inoculacion
intramamaria. Se observa la aguja (30G) en el canal del pezdn del ratén Balb/c hembra.

Se emplearon agujas 30G montadas en jeringas descartables de plastico de 1 ml para
la inoculacién. Por ser de mayor tamafio, se seleccionaron las glandulas mamarias
abdominales derecha e izquierda (R4 y L4) asi resultan mas faciles de observar y extirpar
(Brouillette y Malouin, 2005).
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La puesta a punto de la técnica de 1IM requirié de la realizacion de diferentes

determinaciones:

a) Para evaluar el éxito de las 1IM e identificar la division anatomica exacta entre las
glandulas, se siguio el protocolo descripto por Krause et al. (2013), con modificaciones. De
acuerdo a lo descripto anteriormente se inocularon 20 pl de una solucién de colorante Azul
de Evans (0,2%), a través del canal del pezén. Para ello, se utilizaron 2 ratones y se
seleccionaron las glandulas L4 y R5 de la region abdominal (figura 12).
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Figura 12: Disposicion de las glandulas mamarias en el raton. Se sefialan las glandulas mamarias (L4 y R5)

gue se inocularon con Azul de Evans al 0,2%.

Inmediatamente después de la inoculacidn, los ratones se sacrificaron por dislocacion
cervical. Las glandulas mamarias fueron extirpadas y colocadas sobre portaobjetos para ser
observadas.

Gracias al esquema de inoculacion explicado anteriormente, se logré identificar el
lugar exacto de division anatomica entre las glandulas mamarias debido a que el colorante
luego de la inoculacion permanecid en las glandulas L4 y R5 y no difundio hacia la glandulas
vecinas L5 y R4, respectivamente (figura 4, anexo 1), confirmando esta manera que las

inoculaciones intramamarias se estaban realizando correctamente. Por otro lado, se pudo
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evidenciar que cada glandula mamaria es anatdmica y funcionalmente independiente de la
glandula vecina (Chandler, 1970; Brouillette et al., 2004).

b) Para determinar diferencias en las glandulas mamarias después de la 1M, el ensayo
se realizé de dos maneras:
Regresando las hembras con sus crias para continuar con la lactancia, segln Trigo et
al. (2009).
No regresando las hembras con sus crias segun Chandler (1970) y Brouillette et al.
(2004).
Para ello 4 animales fueron divididos en 2 grupos de 2 animales cada uno segun se
detalla a continuacion:
v Grupo 1: Recibieron por IIM 100 pl de PBS y volvieron con sus crias.
v" Grupo 2: Recibieron por IIM 100 pl de PBS y no volvieron con sus crias.

Después de realizar la observacion clinica, los animales de cada grupo fueron
sacrificados por dislocacion cervical a las 72 h post-inoculacion, para su examinacion
macroscopica post-mortem e histopatoldgica. Las glandulas mamarias de las hembras que
continuaron 'y discontinuaron con la lactancia no presentaron ninguna alteracion
macroscoépica (figura 5, anexo I1). Sin embargo, en las hembras que no volvieron con sus
crias se observo, un incremento esperable en la secrecion lactea y la presencia de 2 a 3 PMNs
por alveolo, una inflamacién fisiol6gica generada por el cese de la lactancia (figuras 5 B y
6 B, anexo Il). Por otro lado, el andlisis histopatolégico de las glandulas mamarias de las
hembras que continuaron con la lactancia revel6 que las mismas presentaban poca secrecion
lactea y no se observo infiltracion de PMNSs (figura 6 A, anexo I1).

Tenindo en cuenta estos resultados los ensayos in vivo se realizaron regresando las
hembras con sus crias, para evitar la inflamacion de las glandulas mamarias generada por la

falta de lactancia

4.3.2. Efecto de la dosis y tiempo de exposicion del aceite esencial de M. verticillata

mediante inoculacion intramamaria en ratones Balb/c hembras

Se evalud el efecto de la dosis y tiempo de exposicion del mismo en las glandulas
mamarias de ratones Balb/c hembras con 10 a 15 dias de lactancia, con el objetivo de

encontrar las dosis Optimas de AE que no resulten toxicas para la glandula mamaria y asi
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poder caracterizar su potencial inmunomodulador y posible aplicacién en infecciones
intramamarias.

Para realizar este ensayo con el AE se prepard una solucion stock del AE (6=0,92
g/ml) disuelto en DMSO (1:2) y luego en PBS (1:10). A partir de esta solucion se realizé
una diluciéon 1:100 en PBS. Esta ultima solucion es la que se utilizd para preparar, las
diferentes concentraciones de AE (25, 50 y 100 pg/ml) que se ensayaron in vivo.

La IIM del AE se realizo siguiendo el protocolo descripto en el punto anterior (4.3.1).

Se utilizaron 24 ratones Balb/c hembras en periodo de lactancia (10 a 15 dias) que
fueron divididos en 4 grupos de 6 animales cada uno (2 animales por grupo y por tiempo de

sacrificio) como se describe a continuacion:

v" Grupo 1: control vehiculo (recibieron por IIM 100 ul de PBS/DMSO 0,05%).
v" Grupo 2-4: recibieron por IIM 100 ul de AE (25, 50 y 100 ug/ml), respectivamente.

Las hembras volvieron con sus crias luego de las 1IM. Para ello, se esperaron 8 h
post-inoculacion para permitir la difusion del AE en la glandula.

Los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical a las 24, 48 y 72 h post-
inoculacién. Las glandulas mamarias de todos los grupos fueron extirpadas para su

examinacion macroscépica post-mortem y realizar procedimientos histoldgicos de rutina.

4.3.2.1. Evaluacion de la dosis inmunoestimulante del aceite esencial de M. verticillata
en glandulas mamarias de ratones Balb/c hembras

Para seleccionar una dosis inmunoestimulante de AE, se realiz6 una I1M (dos ratones
por dosis de AE) con 100 ul de AE (25, 50 y 100 pg/ml). Setenta y dos horas después
recibieron un booster de 100 pl de las mismas concentraciones (Tavares et al., 1995). Los
ratones fueron sacrificados 24 h post-inoculacion y las glandulas mamarias fueron extirpadas

de manera aséptica para realizar el analisis histopatoldgico y deteccion de PMNs.
4.3.3. Efecto de la dosis y tiempo de exposicion de la cepa E. faecium EF214 mediante
inoculacion intramamaria en ratones Balb/c hembras

Con el objetivo de desarrollar un modelo murino de mastitis caracterrizado a nivel
histopatoldgico por la presencia de células inflamatorias en la glandula mamaria se

realizaron ensayos con una cepa de S. uberis SUQ7 aislada de mastitis bovina. Los resultados
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obtenidos mostraron que con las concentraciones utilizadas de esta cepa (1x10!, 1x10?,
1x10® UFC/ml) no se logré la inflamacion intramamaria en ratones Balb/c hembras
caracteristica de una mastitis (Montironi et.al, 2016c¢). Considerando estos resultados y que
cualquier patdgeno serviria como herramienta necesaria para logar una respuesta
inflamatoria en ratones, se realizaron nuevos ensayos con otros patdgenos productores de
mastitis. Se emplearon cepas de S. aureus, E. faecium y E. coli, las cuales fueron aisladas en
nuestro laboratorio y posteriormente identificadas mediante métodos bacterioldgicos
convencionales y confirmados por secuenciamiento del RNA16S y por MALDITOF-MS.

Luego de realizar el analisis histopatoldgico de las muestras de glandulas mamarias
inoculadas con las cepas S. aureus (1x10° UFC/ml) y E. coli (1x10° UFC/mI) se observo que
ninguno de estos patdgenos en las concentraciones empleadas logré inducir mastitis. Sin
embargo, una de las suspensiones ensayadas con E. faecium fue capaz de inducir el
reclutamiento de PMNs hacia la glandula mamaria para iniciar la respuesta inflamatoria
caracteristica de esta enfermedad. Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente a
continuacion, se describen los ensayos realizados empleando la cepa E. faecium denominada
EF214.

Para realizar este ensayo, se preparé un cultivo overnight (O/N) de la cepa EF214 en
CTS el cual fue centrifugado, lavado dos veces con PBS y finalmente resuspendido en PBS.

Sobre la base de los datos de una curva de crecimiento (Tiempo vs DO y UFC/ml)
de la cepa EF214 (figura 1, anexo I11), el inéculo fue diluido en base 10 para obtener los
diferentes inculos ensayados (Trigo et al., 2009).

La IIM de las diferentes concentraciones de la cepa EF214 se realiz6 siguiendo el
protocolo estandarizado previamente

Luego de las 1IM, para permitir la difusion del indculo en la glandula, transcurridas
8 h post-inoculacion las hembras se colocaron con sus crias.

Se utilizaron 40 ratones Balb/c hembras en periodo de lactancia (10 a 15 dias) que
fueron divididos en 5 grupos de 8 animales cada uno (2 animales por grupo y por tiempo de
sacrificio) como se describe a continuacién:

v" Grupo 1: control vehiculo (recibieron por IIM 100 ul de PBS/DMSO 0,05%).

v' Grupo 2-5: recibieron por IIM 100 ul de una suspension de la cepa EF214 con
distintas concentraciones (1x103, 1x10°, 1x10”y 1x108 UFC/ml), respectivamente.
Posteriormente los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical a las 24, 48,

72 y 96 h post-inoculacion. Las glandulas mamarias de todos los grupos fueron extirpadas

para su examinacion macroscopica post-mortem, procesadas para determinar recuento
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bacteriano y realizar procedimientos histologicos de rutina. Se evalu6 la diseminacion del
microrganismo luego de la 1IM en distintos 6rganos como higado, rifiones y sangre. Ademas,
se realizé una caracterizacion molecular de las cepas aisladas de las glandulas mamarias y
de cada 6rgano por RAPD-PCR, para comparar las cepas recuperadas con la cepa inoculada.

La metodologia de los ensayos mencionados anteriormente se describe a partir del
punto 4.3.5 de esta seccion

4.3.4. Evaluacion del efecto inmunomodulador del aceite esencial de M. verticillata en

un modelo murino de mastitis

Durante la optimizacion de las 1IM se establecio que los ratones Balb/c hembras
luego de 8 h post-inoculacion continuarian con la lactancia. Posteriormente se demostro in
vivo la inocuidad de diferentes concentraciones de AE y se definié que AE (100 pg/ml)
presentd actividad inmunoestimulante (descrpto en los puntos 5.3.1.2 y 5.3.1.3,
respectivamente, de la seccion resultados y discusién). Por otro lado se logré el desarrollo
de un modelo murino de mastitis por la cepa E. faecium EF214 (1x10® UFC/ml) (descripto
en punto 5.3.2 de la seccidn resultados y discusion). Finalizadas todas estas etapas de la
optimizacion se planted el disefio experimental que se describe a continuacién para lograr
caracterizar el potencial inmunomodulador del AE en un modelo de infeccion intramamaria.

La preparacion del AE (100 pg/ml) y del indculo (E. faecium EF214 1x108 UFC/ml)
se realiz6 segun lo descripto en los puntos 4.3.2 y 4.3.3, respectivamente.

La 1IM de las diferentes suspensiones se realizé siguiendo el protocolo descripto en
el punto 4.3.1.

Se utilizaron 40 ratones Balb/c hembras en periodo de lactancia (10 a 15 dias) que
fueron divididos en 4 grupos de 10 animales cada uno (2 animales por grupo y por tiempo
de sacrificio) como se describe a continuacion:

v" Grupo 1: control vehiculo (recibieron por IIM 100 ul de PBS/DMSO 0,05%).
v Grupo 2: recibieron por IIM 100 pl de una suspension de la cepa EF214 (1x10°

UFC/ml).

v" Grupo 3: pre-tratamiento con AE (recibieron por IIM 100 pl de una suspension de

AE (100 pg/ml) y 72 h después recibieron por IIM un booster de 100 pul de la misma

suspension de AE (100 pg/ml)).
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v" Grupo 4: desafio (recibieron el pre-tratamiento con AE (segun lo detallado para el
grupo 3) y 24 h después del booster de AE, recibieron por IIM 100 pl de una
suspension de la cepa EF214 (1x108 UFC/m).

Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical a las 24, 48, 72, 96 y se
ensayo un tiempo mas, 360 h (15 dias) post-inoculacion. Las glandulas mamarias de todos
los grupos fueron extirpadas para su examinacion macroscopica post-mortem, procesadas
para realizar procedimientos histoldgicos de rutina, determinar recuento bacteriano y
analizar la expresion del receptor TLR2 y citoquinas (TNF-a, IL1-p e 1L10) por PCR en
Tiempo Real.

Ademas, se evalud la presencia de bacterias en higado, rifiones y sangre para
determinar la posible diseminacion del microrganismo luego de la 1IM.

Se realizé la cuantificacion de los niveles de anticuerpos totales (IgM, IgG e IgA)
especificos para la cepa EF214 por ELISA indirecto, en los homogenatos de glandula
mamaria y en suero de los animales de los grupos control vehiculo, cepa EF214 (1x108
UFC/ml) y desafio a las 360 h (15 dias) post-inoculacion. Las muestras de sangre se
obtuvieron por puncién cardiaca, se centrifugaron a 600 rpm durante 5 min, y los sueros
fueron almacenados a -20 °C hasta su uso.

Para cuantificar las subpoblaciones de LT (CD47/CD69*, y CD8"/CD69*) mediante
citometria de flujo, se obtuvieron muestras de sangre por puncion cardiaca con jeringa
heparinizada a las 96 h post-inoculacion, de los grupos control vehiculo, cepa EF214 (1x108
UFC/ml), pre-tratamiento con AE y desafio.

La metodologia de los ensayos mencionados anteriormente se describe a

continuacion.

4.3.5. Examinacion clinica

Durante el desarrollo de todos los ensayos in vivo los ratones inoculados fueron
examinados diariamente con el fin de observar reacciones locales como oscurecimiento de
la piel en la base de los pezones, inflamacion y enrojecimiento de las glandulas mamarias y

reacciones generalizadas como pelos erizados, debilidad y aspecto encorvado.
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4.3.6. Examinacion macroscopica post-mortem

Las glandulas mamarias de todos los animales inoculados en los distintos grupos, se
extirparon de manera aséptica y se examinaron con el fin de observar hinchazoén,

decoloracion, exudacién o formacion de abscesos. Se compar6 con el grupo control.

4.3.7. Examinacion histopatoldgica

Se realizo con el fin de investigar alteraciones histopatoldgicas en la estructura del
tejido mamario (arquitectura de la glandula mamaria, infiltracién de PMNSs, dafio epitelial).
Inmediatamente después del sacrificio de los animales, se tomaron muestras de tejidos de
glandula mamaria y se procesaron segun procedimientos histolégicos de rutina. Brevemente,
las glandulas fueron fijadas en formaldehido al 4% en PBS y embebidas en parafina. Se
tomaron secciones de 5 um que fueron tefiidas con hematoxilina/eosina (H/E) y analizadas

posteriormente (Chinchali y Kaliwal, 2014)

4.3.8. Recuento bacteriano a partir de homogenatos de glandula mamaria

Las glandulas mamarias de los ratones inoculados con las diferentes concentraciones
de la cepa EF214 (1x103, 1x10°, 1x10"y 1x10® UFC/mI) y de los ratones del grupo desafio
a diferentes tiempos (24, 48, 72 y 96 h), fueron extirpadas y procesadas de manera aséptica
para determinar las UFC/ml. Para ello, cada glandula mamaria fue homogeneizada en 1 ml
de PBS para obtener un homogenato. A partir de los homogenatos se realizaron diluciones
seriadas en base 10. Posteriormente, se determinaron las UFC/ml utilizando el método de la
microgota descripto por Miles et al. (1938), con modificaciones. Para ello, se sembraron 3
gotas de 20 pl por dilucién en un cuarto de placa con ATS. Luego se incub6 a 37 °C durante
24 h y el factor de dilucién correspondié a aquella dilucion en la cual se contaron entre 3 'y

30 colonias por gota.

4.3.9. Recuperacion de bacterias de higado, rifiones y sangre

Con el fin de evaluar la diseminacion del microorganismo hacia otros 6rganos, se
extirparon de manera aséptica el higado y los rifiones de los ratones inoculados con las
diferentes concentraciones de la cepa EF214 (1x103, 1x10°, 1x10” y 1x108 UFC/ml) y de los
ratones del grupo desafio a diferentes tiempos (24, 48, 72, 96 y 360 h (15 dias)). Se realizaron

improntas de estos 0rganos en placas con ATS. También se obtuvieron muestras de sangre
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por puncidn cardiaca con jeringa heparinizada que fueron diseminadas en placas con ATS.
Las placas de ATS fueron incubadas a 37 °C durante 24 h para determinar la presencia de

bacterias en 6rganos y sangre.

4.3.10. Caracterizacion molecular de las cepas aisladas post- inoculacion

Se realiz6 la caracterizacion molecular por RAPD-PCR para determinar el perfil
genético de las bacterias recuperadas de glandula mamaria y de los distintos 6rganos de los
ratones inoculados con la cepa EF214.

Para ello, se extrajo el ADN cromosomal de las cepas aisladas segin Reinoso et al.
(2004a). EI ADN fue purificado por precipitacion con etanol 100%. EI ADN resultante fue
resuspendido en 30 pl de buffer TE 1X. Las muestras de ADN fueron conservados a -20°C.

La mezcla de reaccion se realizé en un volumen final de 25 pl de buffer que contenia:
ADN molde (25 ng), 3 uM del primer OLP13 (5"-ACCGCCTGCT-3"), 200 uM de cada
dNTPs, 3,5 mM MgClz, y 2,5 U de ADN Taqg polimerasa. Las reacciones se realizaron en
un termociclador PTC 220 MJ Research siguiendo el siguiente programa durante 40 ciclos:
desnaturalizacion: 94 °C por 5 min, hibridacion: 37 °C por 1,30 min y extensién: 72 °C por
1,30 min. Un paso final de extensién a 72 °C por 8 min fue incluido en todas las
amplificaciones.

Las reacciones se realizaron por duplicado y se incluy6 un control positivo (cepa
EF214) y uno negativo (agua) en cada reaccion.

Los productos de RAPD-PCR junto a un marcador de peso molecular (100pb) se
resolvieron en gel de agarosa al 1,2% en buffer TBE (0,5X), tefiido con GelGreen™. La
corrida se llevo a cabo a voltaje constante (70 V) durante 1,5 h. Los geles se visualizaron
bajo luz UV con digitalizador MiniBisPRO.

4.3.11. Extraccion de ARN total de glandula mamaria murina

El ARN total de las glandulas mamarias R4 y L4 de los ratones de los grupos control
vehiculo, cepa EF214 (1x108 UFC/ml), pre-tratados con AE (100 pg/ml) y desafio (pre-
tratamiento con AE y desafio con la cepa EF214), fue extraido utilizando TRIzol® de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Finalizada la extraccion se realizd un tratamiento
con DNasa empleando DNase I, RNase-free. EI ARN total fue cuantificado por
espectrofotometria midiendo la DO a 260 y 280 nm. La relacion de DO a 260 nm y 280 nm

se utilizé para evaluar la pureza del ARN. Cocientes mayores a 1,6 fueron considerados
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aceptables. Para calcular la concentracion de ARN se considerd que DO=1 equivale a 40
pg/ml.

Los kits High-Capacity cDNA Reverse Transcription y la RNase OUT Recombinant
Ribonuclease inhibitor 40 U/ul, fueron utilizados para realizar la trascripcion inversa del
ARN y obtener ADNCc. Las cantidades empleadas para las reacciones se muestran en la tabla
1.

Tabla 1: Volimenes de los componentes empleados en la reaccion de transcripcion inversa.

Componente Volumen (x1)
10X RT Buffer 2,0 ul

25X dNTP Mix (100mM) 0,8 ul

10X RT Random Primers 2,0l
MultiScribe™ Reversa Transcriptasa | 1,0 pl

RNase OUT 1,0 ul

H-0 libre de nucleasas 3,2l
Volumen total 10,0 ul

A 10 pl de la mezcla de reaccion se le agregaron 10 pl de muestra de ARN de
concentracion conocida (tabla 5, seccion resultados y discusion), se usaron como maximo 2
Hg de ARN total en un volumen final de reaccion de 20 pl. El programa utilizado para la
reaccion de transcripcion inversa consiste en un ciclo a 25 °C durante 10 min, 37 °C durante
120 min y 85 °C durante 5 min.

Todas las muestras de ADNc fueron guardadas a -20 °C hasta realizar los ensayos de

PCR en Tiempo Real.

4.3.12. Cuantificacion de la expresion de los genes tIr2, tnf-¢, il-18 e il-10

Se empled la técnica de PCR en Tiempo Real para evaluar los niveles relativos de
expresion de los genes tr2, tnf-¢, il-15 e il-10 en las diferentes muestras de ADNCc obtenidas
a partir de ARNm extraido de glandula mamaria murina con los tratamientos aplicados
(4.3.11). El gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (gapdh) se incluyo como gen
normalizador y las glandulas mamarias inoculadas con PBS/DMSO 0,05% (grupo control)

como condicién calibradora.
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Los ensayos de PCR en Tiempo Real se llevaron a cabo usando el kit Brilliant 111
Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master Mix with Low ROX, compatible con el equipo
Agilent Mx3000P. Se utiliz6 el Software MxPro™ QPCR 2007 Stratagene. La mezcla de la

reaccion y el programa empleados en la reaccion de PCR en Tiempo Real fueron los

indicados por el fabricante (tabla 2 y 3, respectivamente). En la tabla 4 se presentan los

primers empleados en las reacciones.

Tabla 2: Volimenes y concentracion de los reactivos empleados en la reaccién de PCR en Tiempo Real.

Componente Volumen (x1) Concentracion final
Agua - -

2x QPCR Master Mix with Low ROX 10 pl 1X

Primer F (10puM) 0,7 ul 350 nM

Primer R (10uM) 0,7 ul 350 nM

ADNCc 1pl

Volumen total 20,0 ul

Tabla 3: Programa empleado en la reaccion de PCR en Tiempo Real.

Temperatura Duracion Ciclos
Pre-Desnaturalizacion | 95 °C 3 min 1
Desnaturalizacion 95 °C 5 seg
Annealing/Extension 60 °C 20 seg 40

95 °C durante 1 min, 55 °C durante 30 seg y
Curva de disociacion 1

95 °C durante 30 seg.

Tabla 4: Primers utilizados en las reacciones de PCR en Tiempo Real.

Molécula Secuencia Primer Tamafio de producto | Referencia
LR F= TGG TGT CTG GAG TCT GCT GTG

R= CGC TCC GTA CGA AGT TCT CAG 363 pb Soboll G.y col., 2006
GAPDH F= CGG CCG CAT CTT CTT GTG

R= CCG ACC TTC ACC ATT TTG TCT AC 59 pb da Silva J.B. y col., 2012
INEa F= CCTATGTCTCAGCCTCTTCTCAT

R= CACTTGGTGGTTTGCTACGA 214 pb Song X. y col., 2014
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F=TGAAATGCCACCTTTTGACAG

IL1-B
R= CCACAGCCACAATGAGTGATAC 185 pb Song X. y col., 2014

F= GCTCTTACTGACTGGCATGAG
R= CGCAGCTCTAGGAGCATGTG

IL-10 105 pb Lv Q. ycol., 2015

F: Forward R: Reverse; TLR2: receptor tipo toll 2; GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; TNF-c.: factor de

necrosis tumoral o; IL1-B: interleuquina 1f; IL-10: interleuquina 10.

Se construyeron curvas estandar a partir de diluciones seriadas de ADNc al cuarto
para el par de primer gapdh, y diluciones al tercio para los pares de primer tIr2, tnfa, il-15,
e il-10 lo que permitid obtener una cantidad de puntos (3 como minimo) en la fase
exponencial para calcular la pendiente con un coeficiente de regresion aceptable (0,8a 1) y
determinar la eficiencia de amplificacion (definida como [10¢Pendiente)]_1) de cada gen.

Los niveles de expresion de ARNm se registraron como valores de umbral de ciclo
(cycle threshold: Ct por sus siglas en ingles) que corresponden al nimero de ciclos en los
que se puede detectar la sefial de fluorescencia por encima de un valor de umbral (threshold)
arbitrario. En todas las reacciones se incluyeron blancos de reaccion o controles negativos,
donde no se detect6 sefial de amplificacion. La pureza del producto se confirmé mediante
curvas de disociacion. Para el célculo de los niveles de expresion relativa de cada gen, se
utilizé el método 224t Este método es un modelo matematico que calcula los cambios en
la expresion génica como la diferencia relativa entre una muestra experimental y una muestra
calibradora, asume eficiencias de amplificacion 6ptimas tanto para el gen de interés como
para el gen de referencia (Livak y Schmittgen, 2001). La cinética de amplificacién del gen
de interes y el de referencia deben ser aproximadamente iguales, debido a que diferencias en
las eficiencias generan errores cuando se utiliza este método (Medhurst et al., 2000; Liu y
Saint, 2002).

Todas las muestras fueron evaluadas en la misma corrida y los ensayos se realizaron

por duplicado.
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4.3.13. Cuantificacion de las subpoblaciones de linfocitos T (CD4*/CD69*y CD8*/
CD69%)

4.3.13.1. Marcacion de antigenos de superficie de linfocitos T (CD4*/CD69*y CD8*/

CD69*) para su analisis por citometria de flujo

Este ensayo se realizd para cuantificar las subpoblaciones de LT (CD4*/CD69" y
CD8*/ CD69") por citometria de flujo a fin de evaluar el efecto de los diferentes tratamientos
sobre la inmunidad celular. Las muestras de sangre de los ratones fueron sometidas a lisis
de glébulos rojos para la obtencion de la poblacién leucocitaria. Para ello se mezclé 1 ml de
sangre entera con 12 ml de buffer de lisis y se incub6 a 4 °C con agitacion suave durante 10
min. Posteriormente, se centrifugaron durante 5 min a 2500 rpm, se descarté el sobrenadante
y se realizd un lavado con PBS mediante centrifugacion durante 5 min a 2500 rpm para
eliminar el buffer de lisis. Luego, el pellet fue resuspendido en 1 ml de buffer de marcacién
y se realizo el recuento celular en camara de Neubauer. Se tomaron alicuotas que contenian
5x10° células/ml y se les agregd buffer de marcacion hasta volumen final 100 pl.
Posteriormente, se realizo la tincion con anticuerpos monoclonales anti-CD4* FITC¢ /CD8* PE
y anti-CD69*A"C, Los anticuerpos se titularon antes del experimento para determinar las
concentraciones Optimas de tincion. Para ello, se realiz6 una determinacién con diluciones
seriadas sobre una muestra de células obtenidas de sangre de ratones Balb/c. Se utilizaron 5
ul del anticuerpo anti-CD4* F'C/anti-CD8* PE y 2 ul del anti-CD69*PC, en un volumen final
de 100 ul de buffer de marcacion. Inmediatamente después de adicionar los anticuerpos
marcados, los tubos Eppendorf, que contenian las células, fueron protegidos de la luz y se
realizd una agitacion con vortex. Las células se incubaron durante 30 min a 4 °C.
Posteriormente, se realizd6 un lavado con 500 pl de buffer de marcacién mediante
centrifugacion durante 5 min a 2500 rpm y se descartd el sobrenadante. Por ultimo, se
agregaron 200 pul de paraformaldheido al 4%, y se mezclo por pipeteo suave a fin de fijar las
células las que se conservaron a 4 °C hasta su analisis. Para la cuantificacién por citometria,
las células fueron centrifugadas 5 min a 2500 rpm, se descart6 el sobrenadante para eliminar
el paraformaldheido y se resuspendieron en 200 pl de FACS buffer. Se realizaron los
correspondientes controles (isotipos, monomarcas y células sin marca) y las muestras se
analizaron por duplicado. Este ensayo fue realizado en el Departamento de Bioquimica
Clinica de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cérdoba donde
se utilizo el citometro de flujo BD FACS Canto Il (Becton Dickinson, San José, CA, EE.
UU.). Los datos fueron obtenidos con el software FACS Divav. 6.1.2.
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4.3.14. Evaluacion de anticuerpos totales (IgM, IgG e IgA) especificos para la cepa E.

faecium EF214 en gldndulas mamarias y suero

Los anticuerpos generados contra la cepa EF214 fueron cuantificados a las 360 h (15
dias) post-inoculacion, en homogenatos de glandulas mamarias (R4 y L4) y en el suero de
los ratones de los grupos: control vehiculo, EF214 (1x10® UFC/ml), y desafio (pre-
tratamiento con AE y desafio con la cepa EF214), mediante ELISA indirecto siguiendo el
protocolo descripto por Trigo et al. (2009), con modificaciones. Para realizar este ensayo,
cada glandula fue homogeneizada en 1 ml de PBS para obtener homogenatos que fueron
almacenados a -20 °C hasta su analisis. A partir de los homogenatos se realizaron diluciones
(1:10; 1:30; 1:50; 1:80; 1:100) con buffer de lavado. Por otro lado, se realizaron diluciones
de los sueros con buffer de lavado (1:100; 1:200; 1:400; 1:600; 1:800; 1:1000; 1:1100;
1:1200; 1:1400; 1:1600) (Trigo et al., 2009). Se utilizaron placas de poliestireno de 96
pocillos (Immulon® 2 HB) los pocillos fueron cubiertos con 150 pl de buffer carbonato pH10
y las placas se incubaron durante 4 h a 37 °C. Luego de este tiempo, los pocillos fueron
sensibilizados con 50 pl de una suspension de la cepa EF214 (1x10® UFC/ml) en buffer
carbonato (volumen final en cada pocillo: 200 ul). Las placas se incubaron a 4 °C con
agitacion durante 18 h para permitir la adhesion del antigeno al fondo de los pocillos. Entre
cada paso, las placas fueron lavadas con buffer de lavado. Posteriormente, se realizd el
blogueo de los sitios de unidn inespecificos en cada uno de los pocillos de las placas. Para
ello se utiliz6 leche descremada en polvo diluida al 10% en buffer de lavado. Se colocaron
100 pl de la solucion y las placas fueron incubadas con agitacion a 37 °C, durantel h.
Posteriormente, se colocaron 100 pl/pocillo de las diluciones de los homogenatos de
glandula mamaria y de los sueros de los ratones de cada uno de los grupos experimentales.
Cada dilucion se ensayo por triplicado. Las placas se incubaron durante 18 h a 4 °C con
agitacion. Luego se agregd el anticuerpo secundario (Anticuerpo policlonal anti-
inmunoglobulinas M, G y A de ratdn marcado con peroxidasa (Sigma, St. Louis, USA)
diluido 1:2500 en buffer de lavado, segun especificaciones del fabricante, y se incubo
durante 1 h a 37 °C sin agitacion. Finalmente, 200 pl de la solucion cromdgena de o-
fenildiamina dihidrocloruro (OPD) fueron colocados (en oscuridad) en cada pocillo y las
placas, cubiertas con papel aluminio, se incubaron durante 30 min a 25 °C con agitacion.
Posteriormente, se midio la DO a 450 nm en un lector de ELISA (Labsystem Multiskan).
Los titulos de anticuerpos se expresaron como la reciproca de la dilucion més alta, donde la

DO tuvo un valor de 0,1 por encima de la DO del blanco de reaccion (Tavares et al., 1995).
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4.4. Andlisis estadisticos

Los valores obtenidos en cada uno de los ensayos realizados fueron expresados como
promedios y desviacidn estandar (X + DS). Los parametros fueron comparados utilizando el
programa GraphPad Prism version 5.01 software (Inc. San Diego, USA, 2007) y evaluados
utilizando un andlisis de varianza (ANOVA) y el test de comparacion mdultiple (Tukey)
usando el programa mencionado anteriormente. Se consider6 una diferencia

estadisticamente significativa con un valor de p<0,05.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Obtencién del aceite esencial de M. verticillata

A partir de 60 g de la especie recolectada en la localidad de Villa Larca (San Luis),
se obtuvieron 3,3 ml de aceite, con un valor de densidad igual a 0,92 g/ml. En funcion de
estos valores el rendimiento fue de 5,1% p/v. A partir de otra muestra representativa de M.
verticillata (60 g) proveniente de la localidad de Santa Rosa (Cordoba) se obtuvieron 2,5 ml,
la densidad de fue igual a 0,916 g/ml y el rendimiento se calculé a partir del material de
partida en 4,19% p/v. Ambas muestras oleosa presentaron un color amarillo palido, olor
aromatico tipico. Los resultados obtenidos coinciden con los reportados por De Feo et al.
(1998); Primo et al. (2001); Cariddi et al. (2011b) y Escobar et al. (2012) quienes trabajaron

en idénticas condiciones experimentales y con la misma especie vegetal.

5.1.1. Identificacion y cuantificacién de los compuestos mayoritarios del aceite esencial

de M. verticillata

La composicion quimica del AE obtenido de M. verticillata colectada en la localidad
de Villa Larca (San Luis), se analiz6 mediante CG-MS vy se identificaron 13 compuestos
(tabla 1, anexo I).

Entre los componentes mayoritarios encontrados se destacé la presencia de pulegona
y mentona con valores de 51,66% y 37,79%, respectivamente. Otros compuestos destacados

fueron cis-mentona (1,38%), piperitona (1,40%) y limoneno (1,14%) (figura 13).
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Figura 13: Perfil cromatogréafico obtenido por CG-MS del aceite esencial obtenido de la especie M. verticillata proveniente de la localidad de Villa Larca, Provincia de San
Luis, Argentina. El area representada por los picos, corresponde a las proporciones en las que se encuentra cada componente en dicha mezcla. Se observan los tiempos de

retencion sobre cada pico.
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La composicion quimica de los aceites esenciales (AES) puede variar considerablemente
a nivel intraespecifico dependiendo del genotipo, de las condiciones de extraccion y de factores
ambientales como las condiciones climaticas, localizacion geografica y fecha de recoleccién
(Lamien-Meda et al., 2010). De ahi que algunas de las principales fuentes de AES se reconozcan
como variedades, ecotipos y/o quimiotipos diferentes (Torras et al., 2007; Lamien-Meda et al.,
2010). El concepto quimiotipo ha sido definido para caracterizar una muestra oleosa
considerando exclusivamente aquellos dos o tres componentes principales. Zygadlo et al.
(1996), realizaron un analisis por CG del AE de M. verticillata proveniente de diferentes areas
geogréficas de Argentina y encontraron que existe una gran variacién en cuanto a la
composicion quimica de las muestras. Considerando los principales componentes del AE de M.
verticillata se encontraron tres quimiotipos. El 1, cuyo componente principal es carvona, el
quimiotipo 2, donde timol-carvacrol son los compuestos mayoritarios y el 3 donde pulegona-
mentona son los compuestos que aparecen en mayor proporcion en el AE. Considerando esta
descripcidn, el analisis cromatogréafico realizado en el presente trabajo demuestra que el AE de
M. verticillata corresponde al quimiotipo nimero 3.

Los componentes mayoritarios encontrados en el AE obtenido de la especie M.
verticillata proveniente de la provincia de Villa Larca San Luis, y en porcentajes similares,
fueron informados por Escobar et al. (2015).

Gonzalez Pereyra et al. (2005) y Cariddi et al. (2011b) informaron la composicion
mediante CG, del AE obtenido de la especie M. verticillata proveniente de la localidad de Santa
Rosa, Cordoba, la abundancia de los compuestos mayoritarios fue similar al AE de M.
verticillata proveniente de San Luis analizado en el presente estudio.

Juarez et al. (2018) evaluaron la composicion quimica del AE de M. verticillata
proveniente de diferentes localidades de San Luis y colectadas en distintas épocas del afio e
informaron que pulegona y mentona fueron los compuestos mayoritarios en todos los AES
obtenidos de las diferentes muestras analizadas. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
en este trabajo donde el analisis cromatografico del AE demostré que pulegona y mentona

fueron los compuestos mayoritarios presentes en la muestra oleosa.
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5.2. Ensayos in vitro

5.2.1. Ensayo de viabilidad celular en células epiteliales de glandula mamaria bovina
(MAC-T) mediante el método de reduccion del MTT

La viabilidad celular en células epiteliales de glandula mamaria bovina (MAC-T) fue
evaluada mediante el método de reduccion del MTT. Los resultados se presentan en la (Figura
14).
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Figura 14: Porcentaje de viabilidad de células MAC-T en funcién del tratamiento in vitro con diferentes
concentraciones del AE de M. verticillata.

El AE obtenido de la especie M. verticillata proveniente de San Luis no afectd la
viabilidad de las células MAC-T independientemente de la concentracion (0, 10, 25, 50, 100,
250 y 500 pg/ml) o tiempo (6, 12, 24 y 48 h) ensayados (figura 14).

Durante este ensayo si bien se observo una leve disminucion de la viabilidad celular en
el tratamiento a 24 h ésta no fue significativa respecto al control. Otro hallazgo fue el incremento
de la viabilidad celular en el tratamiento a 48 h respecto a los demas tiempos ensayados. Este
aumento en los porcentajes de viabilidad a las 48 h de tratamiento, podria deberse a que las
celulas MAC-T tienen un ciclo de division cada 17 h (Huynh., 1991) por lo que a las 48 h las
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células han experimentado 2 ciclos de division, y el niamero de células en cada pocillo es mayor
(figura 14).

El ensayo de reduccion del MTT es utilizado para evaluar la capacidad de sustancias
toxicas de inducir un dafio temprano en las células, por ejemplo, la alteracion de la funcién
mitocondrial (Fentem, 1994). A partir de los resultados obtenidos se demostré que ninguna de
las concentraciones ensayadas del AE (10, 25, 50, 100, 250 y 500 pg/ml) afect6 la funcion
mitocondrial de las células MAC-T en los diferentes tiempos ensayados (6, 12, 24 y 48 h).

Abdillahi et al. (2012) describieron que una droga es toxica sobre una célula cuando
induce dafio por encima del 50% de las células tratadas, es débilmente toxica cuando el
porcentaje de viabilidad celular se encuentra entre 50-70% Yy no es toxica cuando este porcentaje
es mayor al 70 %. Coincidente con estos autoresse puede afirmar que el AE de M. verticillata
no resulté téxico para las células MAC-T.

Los efectos toxicos de AE de M. verticillata han sido evaluados tanto in vitro como in
vivo en diferentes tipos de células. Sutil et al. (2006) demostraron que el AE de M. verticillata
y sus principales metabolitos activos (pulegona, mentona y limoneno) no resultaron toxicos
sobre células Vero (células de rifion de mono verde africano) ni sobre células HEp-2 (células de
carcinoma epidermoide humano) luego de 72 h de exposicion. Estos resultados coincidieron con
los de Escobar et al. (2012) quienes demostraron que el AE de M. verticillata en una linea de
células Vero no afect6 la viabilidad de estas en las concentraciones ensayadas (10 a 1000 pg/ml)
luego de 48 h de exposicion.

Cariddi et al. (2011b) evaluaron la viabilidad de PBMCs luego de la exposicion a
diferentes concentraciones del AE de M. verticillata (6x103-0,006 pug/ml) y de sus principales
componentes pulegona (6,2x10%-0,0062 pg/ml), mentona (6x10%-0,006 pg/ml) y limoneno
(5,5%103-0,0055 pg/ml). Estos autores demostraron que ninguna de las concentraciones
ensayadas del AE o de sus componentes principales afectd la viabilidad de este tipo de células.

Escobar et al. (2015) determinaron el efecto toxico del AE de M. verticillata en ratas
Wistar luego de la administracion oral durante 90 dias. En este estudio se demostré que esta
fraccion vegetal (1,4 y 7 mg/kg) no alter6 el peso de los animales tratados ni se observaron
alteraciones histopatologicas en higado, rifibn e intestino. Tampoco produjo efectos

citogenotoxicos en células de la sangre o de médula Gsea.
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Los resultados obtenidos respecto a la toxicidad del AE de M. verticillata, se suma como

un nuevo conocimiento sobre la toxicidad en células, la basqueda bibliogréfica en diferentes

bases de datos no arrojo resultados referidos a los efectos del AE de M. verticillata sobre células

MAC-T, éste es el primer informe en relacion al efecto sobre la viabilidad de las células MAC-

T tratadas con el AE de M. verticillata.

5.2.2. Efecto del aceite esencial de M. verticillata sobre la fagocitosis en una linea de

macrdfagos murinos (RAW 264.7)

5.2.2.1. Ensayo de proliferacion

En lafigura 15 se observa el efecto del AE (50 pg/ml) sobre la proliferacion de las RAW

264.7.
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Figura 15: Efecto del AE de M. verticillata en la proliferacion de células RAW 264.7.

Los resultados muestran que el AE (50 pg/ml) no indujo la proliferacion de las células

RAW 264.7, debido a que el niamero de células/ml tratadas con AE durante 24 y 48 h, se

mantuvo sin diferencias con respecto al nimero de células/ml de los grupos control y DMSO

(vehiculo) (figura 15).
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5.2.2.2. Evaluacion de adherencia de células RAW 264.7

En la figura 16, se muestra el efecto de AE 50 pg/ml sobre la adherencia de las células
RAW 264.7 a la base de los pocillos de una microplaca.
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Figura 16: Efecto del AE de M. verticillata en la adherencia natural de células RAW 264.7 a la base del pocillo
de una microplaca.

El nimero de células/ml que fueron tratadas con AE 50 pg/ml y que se adhirieron a la
base de la microplaca se mantuvo sin diferencias con respecto al nimero de células/ml de los
grupos control y control vehiculo (figura 16). Este resultado indica que AE no interfiere con la

adhesion normal de las células RAW 264.7 a la base de los pocillos.

5.2.2.3. Ensayo de adherencia y fagocitosis de células RAW 264.7

A partir del recuento de 100 células RAW 264.7 en el microscopio éptico (100X), se
determind el porcentaje de macréfagos que adhirieron y fagocitaron levaduras y el namero de

levaduras adheridas y fagocitadas por esas células.

En la figura 17 se observan microfotografias de la levadura S. cerevisiae adheridas a

macrofagos murinos de la linea celular RAW 264.7 en ausencia y presencia de AE.
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Figura 17: Microfotografia de S. cerevisiae (flecha) adheridas a células RAW 264.7. A) Control; B) Células
expuestas a AE 50 pg/ml (100X).

En la figura 18 se observa el porcentaje de adherencia, es decir el nimero de células
RAW 264.7 tratadas con diferentes concentraciones de AE (0,5; 5; 50; 60 y 75 pg/ml) que

adhirieron levaduras.
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Figura 18: Porcentaje de adherencia (nimero de células RAW 264.7 que adhirieron levaduras) en funcion del

tratamiento in vitro con diferentes concentraciones del AE de M. verticillata.
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Los resultados obtenidos muestran un incremento en el porcentaje de adherencia de
manera dosis-dependiente. Todas las concentraciones de AE ensayadas (0,5; 5; 50; 60 y 75
ug/ml) mostraron diferencias estadisticamente significativas comparadas con el control (p<0,05;
p<0,01; p<0,001; p<0,001; p<0,001, respectivamente) (figura 18).

En la figura 19 se observa el nimero de levaduras adheridas a las células RAW 264.7,
luego del tratamiento con AE (0,5; 5; 50; 60 y 75 ug/ml).
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Figura 19: Numero de levaduras adheridas a las células RAW 264.7 en funcidn del tratamiento in vitro con

diferentes concentraciones del AE de M. verticillata.

Los datos obtenidos muestran un incremento en el nimero de levaduras adheridas a las
celulas RAW 264.7, luego del tratamiento con AE. Las concentraciones 5, 50, 60 y 75 pg/ml
presentaron diferencias estadisticas significativas respecto al control (p<0,01; p<0,01; p<0,001

y p<0,01, respectivamente) (figura 19).

En la figura 20 se muestran microfotografias de S. cerevisiae fagocitadas por

macrofagos murinos de la linea celular RAW 264.7 en ausencia y presencia de AE.
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Figura 20: Microfotografia de S. cerevisiae (flecha) fagocitadas por células RAW 264.7. A) Control; B) Células
expuestas a AE 50 pg/ml (100X).

En la figura 21 se observa el porcentaje de fagocitosis, es decir el numero de células
RAW 264.7 tratadas con diferentes concentraciones de AE (0,5; 5; 50; 60 y 75 pg/ml) que

fagocitaron levaduras.
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Figura 21: Porcentaje de fagocitosis (nimero de células RAW 264.7 que fagocitaron levaduras) en funcion del

tratamiento in vitro con diferentes concentraciones del AE de M. verticillata.
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En relacion a la actividad fagocitica, no se observd incremento en el nimero de
macrofagos que fagocitaron levaduras en ninguno de los tratamientos con AE,

independientemente de las concentraciones ensayadas (figura 21).

En la figura 22 se observa el nimero de levaduras fagocitadas por las células RAW
264.7, luego del tratamiento con AE (0,5; 5; 50; 60 y 75 pg/ml).
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Figura 22: Numero de levaduras fagocitadas por las células RAW 264.7en funcion del tratamiento in vitro con

diferentes concentraciones del AE de M. verticillata.

Como se menciond anteriormente ninguna de las concentraciones evaluadas de AE
afecto la actividad fagocitica de los macréfagos RAW 264.7 (figura 21). Sin embargo en la
figura 22 puede observarse que el nimero de levaduras fagocitadas aumentd significativamente
con respecto al control cuando los macréfagos fueron expuestos a AE (50, 60 y 75 pg/ml)
(p<0,05).

5.2.2.4. Evaluacion de la viabilidad de levaduras luego de la fagocitosis por células RAW
264.7

Segun lo observado en el punto anterior (5.2.2.3), la presencia del AE alteré los
mecanismos de adherencia y la capacidad fagocitica de las células RAW 264.7, por lo que el
siguiente paso fue analizar si el tratamiento con AE (50 pg/ml) podria afectar la capacidad de

estas células de eliminar el material fagocitado.
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En lafigura 23 se observa el efecto de AE (50 ug/ml) sobre la viabilidad de las levaduras
fagocitadas por las células RAW 264.7.

Viabilidad de levaduras fagocitadas
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Figura 23: Efecto del AE de M. verticillata sobre la viabilidad de S. cerevisiae fagocitadas por células RAW 264.7.

Los resultados obtenidos mostraron que la viabilidad de las levaduras fagocitadas por
macrofagos murinos RAW 264.7 no fue afectada en presencia del AE (50 ug/ml) debido a que
no se observd diferencia estadisticamente significativa respecto al control (figura 23). Es
probable que la disminucion de la viabilidad de las levaduras no pueda observarse
estadisticamente debido a que el nimero de levaduras fagocitadas en presencia de AE (50 pg/ml)

aumento significativamente respecto al control (figura 22).

5.2.2.5. Dosaje de 6xido nitrico (NO)

La produccion de NO es uno de los posibles mecanismos microbicidas de macréfagos.
La capacidad de las células RAW 264.7 de producir NO en presencia de AE (50 pg/ml), fue
evaluada indirectamente por los niveles de nitrito (NO2") en el sobrenadante de cultivo. El dosaje
de NO fue realizado a diferentes tiempos (30, 60, 120, 180 y 240 min) (figura 24).
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Figura 24: Dosaje de éxido nitrico en sobrenadantes de cultivo de células RAW 264.7 tratadas con AE (50 pg/ml)
LPS e IFN-y.

Los resultados obtenidos muestran que las células RAW 264.7 en presencia de AE (50
pg/ml) no producen niveles significativos de NO, en ninguno de los tiempos ensayados. Cuando
las células fueron tratadas con AE (50 pg/ml) la concentracién de NO se mantuvo sin diferencia
con los niveles de NO producidos en el control. Los niveles de NO aumentaron
significativamente con respecto al control cuando las células fueron estimuladas con LPS (200
ng/ml) e IFN-y (2 ng/ml) (p<0,001). Este resultado fue el esperado, ya que el LPS es un antigeno
presente en bacterias Gram negativas y el IFN-y es una citoquina que activa a los macrofagos.
Cuando las células fueron estimuladas con LPS (200 ng/ml) e IFN-y (2 ng/ml) durante 24 h y
luego tratadas con AE (50 pg/ml) (barras verdes) la concentracion de NO aumento con respecto
al control (p<0,001) pero sin diferencia significativa respecto al tratamiento con LPS/IFN-y
(barras azules) (figura 24).

Se realizaron otros dos tratamientos, en uno, las células fueron tratadas durante 24 h con
AE (50 pg/ml) y luego estimuladas con LPS (200 ng/ml) e IFN-y (2 ng/ml) (barras rojas) y en
el otro, las células recibieron AE (50 pg/ml), LPS (200 ng/ml) e IFN-y (2 ng/ml) de manera
simultanea (barras amarillas). En ambos casos, no se observé incremento en la produccién de

NO comparado con el control, por el contrario, los niveles de NO fueron inferiores a los
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observados en los tratamientos con LPS e IFN-y (p<0,001). Este hallazgo sugeriria que AE

tendria un efecto anti-inflamatorio inhibiendo la actividad del LPS e IFN-y (figura 24).

5.2.2.6. Dosaje de especies reactivas del oxigeno (ROS)

Otro mecanismo importante en el efecto microbicida del macréfago es la produccion de
especies ROS. La capacidad de células RAW 264.7 de producir ROS en presencia de AE de M.
verticillata (50 ug/ml), se evaludé mediante la deteccion de la intensidad de fluorescencial.as
especies ROS se midieron en diferentes tiempos (15, 30, 45, 60, 120, 180 y 240 min) (figura
25).
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Figura 25: Dosaje de especies reactivas del oxigeno (ROS) en cultivo de células RAW 274.7, tratadas con AE
(50 pg/ml), LPS e IFNy.

En la figura 25 se observa que las células en presencia de AE (50 pg/ml) produjeron
niveles significativos de ROS respecto al control (p<0,001), estos valores fueron semejantes
para todos los tiempos analizados. Un resultado similar fue observado en las células estimuladas
con LPS (200 ng/ml) e IFN-y (2 ng/ml) (barras azules) y en las células estimuladas con LPS
(200 ng/ml) e IFN-y (2 ng/ml) durante 24 h y luego tratadas con AE (50 pg/ml) (barras verdes).
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Se realizaron otros dos tratamientos, en uno, las células fueron tratadas durante 24 h con
AE (50 pg/ml) y luego estimuladas con LPS (200 ng/ml) e IFN-y (2 ng/ml) (barras rojas) y en
el otro, las células recibieron AE (50 pug/ml), LPS (200 ng/ml) e IFN-y (2 ng/ml) de manera
simultanea (barras amarillas). En ambos casos, se observo un incremento en la produccion de
ROS respecto al control (p<0,001) y ademas estos niveles fueron superiores a los observados en
los tratamientos con LPS e IFN-y (barras azules) (p<0,001) (figura 25). Estos hallazgos sugieren

que AE (50 ug/ml) increment6 la produccién de ROS en las células RAW 264.7

En la bibliografia consultada no se describen estudios referidos a los efectos del AE de
M. verticillata sobre la fagocitosis de macro6fagos murinos (linea RAW 264.7), siendo éste el
primer trabajo en esta tematica.

Los resultados obtenidos en los ensayos in vitro demostraron que el AE de M. verticillata
no interfiere en la adherencia natural de los macrofagos a las microplacas ni tampoco induce la
proliferacion de los mismos. Es de destacar que luego del tratamiento con el AE (0; 0,5; 5; 50;
60 y 75 ng/ml) se observo un significativo incremento dosis-dependiente en: a) el porcentaje de
adherencia (nimero de macrofagos que adhirieron levaduras), b) en el nimero de levaduras
adheridas a los macrdfagos y c¢) en el nimero de levaduras fagocitadas. Estos resultados
demostraron el efecto activador del AE sobre los mecanismos de adherencia y fagocitosis de las
celulas RAW 264.7.

También se realizé el dosaje de NO y ROS para evaluar el efecto de AE sobre el
mecanismo microbicida dependiente del oxigeno. Para ello se realizaron diferentes tratamientos
incorporando a las células AE (50 pg/ml), LPS e IFN-y. Los resultados revelaron que en las
células tratadas durante 24 h con AE y luego estimuladas con LPS e IFN-y o en aquellas tratadas
con los tres compuestos de manera simultanea, no hubo incremento en la produccion de NO
comparada con el control. Por el contrario, fue inferior a la observada en los tratamientos con
LPS e IFN-y solos. Este hallazgo sugiere que ¢l AE tendria un efecto anti-inflamatorio
inhibiendo la actividad del LPS e IFN-y. Por otro lado, la producciéon de ROS se vio
incrementada por la presencia de AE en todos los tratamientos, lo que demostré que el aceite
activaria este mecanismo microbicida en los macrofagos via sintesis de especies reactivas del
oxigeno. Este resultado sugiere la evaluacion futura del efecto que pudiera tener el AE sobre las

enzimas NADPH oxidasa, superoxidodismutasa o mieloperxidasa.

72



La activacion de los macrdofagos por LPS aumenta la produccion de citoquinas pro-
inflamatorias y de NO que son los principales mecanismos que participan en la respuesta innata
en muchos mamiferos (Nathan, 1992; Moncada, 1999; Bosca et al., 2005). La sobreproduccién
de NO por macréfagos activados se ve implicado en la fisiopatologia de muchas enfermedades
inflamatorias (Bosca et al., 2005).

En el presente estudio se demostré que el AE no alter6 la produccion de NO en
macrofagos. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores que han estudiado
otros aceites esenciales. Kim et al. (2013) demostraron que la produccién de NO se vio inhibida
de manera dosis-dependiente en células RAW 264.7 estimuladas con LPS y aceite esencial
(0,005% 0,01% vy el 0,02%) de Citrus medica L. var. sarcodactylis una planta medicinal
originaria de la India, respecto a las células estimuladas con LPS sélo. Otro estudio revel6 que
células RAW 264.7 estimuladas con LPS y aceite esencial de Lindera umbellata (25 y 50
pg/ml), una planta utilizada en medicina tradicional en Japon, exhibieron una disminucion en la
produccion de NO de manera dosis-dependiente con respecto al control positivo (células
estimuladas con LPS) (Maeda et al., 2013). Sun et al. (2014) también observaron un efecto anti-
inflamatorio del aceite esencial de Mentha piperita (5, 25, 50 y 100 pg/ml) sobre células RAW
264.7 luego de ser estimuladas con LPS.

Diversos trabajos reportan el efecto de aceites esenciales o compuesto puros aislados de
plantas medicinales sobre la inhibicion en la produccion de ROS en células RAW 264.7 (Choi
et al., 2007; Bak et al., 2012; Chou et al., 2012, 2013). Estos hallazgos no coinciden con lo
obtenido en el presente trabajo donde AE de M. verticillata estimulé la produccién de ROS por
parte de las células RAW 264.7.

Las ROS no solo cumplen una funcién importante en la inmunidad innata eliminando
los patdgenos fagocitados por los macrofagos, sino que también se ha descripto que las ROS
estimularian la activacion redox de la via de sefializacion de NF-xB y por lo tanto la
transcripcion de genes de citoquinas pro-inflamatorias (Kabe et al., 2005).

Los resultados obtenidos en los ensayos de fagocitosis demuestran claramente el efecto
activador del AE de M. verticillata sobre este mecanismo ejercido por macrofagos, células que

desemperian un rol fundamental en la inmunidad innata.
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5.3. Ensayos in vivo

5.3.1. Efecto de la dosis y tiempo de exposicién del aceite esencial de M. verticillata
mediante inoculacién intramamaria en ratones Balb/c hembras

5.3.1.1. Examinacion macroscépica post-mortem de las glandulas mamarias inoculadas

con aceite esencial de Minthostachys verticillata

En la figura 26, se muestran fotografias de las glandulas mamarias de los animales
inoculados con distintas concentraciones de AE (25, 50 y 100 pg/ml) a las 24, 48 y 72 h post-
inoculacion.

24h
post-
inoculacion

48 h
post-
inoculacion

72h
post-
inoculacion

Figura 26: Fotografias representativas de glandulas mamarias de ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de
lactancia, inoculadas con PBS/DMSO 0,05% (grupo control vehiculo) y AE (25, 50 y 100 pg/ml), a distintos
tiempos post-inoculacion. No se observan alteraciones macroscopicas en ninguna de las glandulas tratadas. n= 2
animales por grupo y por tiempo de sacrificio.

Las glandulas mamarias de los animales del grupo control vehiculo, no presentaron
alteraciones macroscopicas tales como inflamacion, decoloracion, exudacion o formacion de
abscesos, a los diferentes tiempos ensayados. Por otro lado, las glandulas mamarias que
recibieron diferentes concentraciones de AE, se mostraron similares a las del grupo control para

los distintos tiempos evaluados (figura 26).
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En la figura 27, se observa el tamafio y peso promedio de las glandulas mamarias.
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Figura 27: A) Tamafo y B) peso promedio de las glandulas mamarias de ratones Balb/c hembras con 10-15 dias
de lactancia, inoculadas con AE (25, 50 y 100 pg/ml), a distintos tiempos post-inoculacion. n= 2 animales por

grupo y por tiempo de sacrificio.

Se observaron variaciones en el tamafio y peso de las glandulas mamarias tratadas con
AE, respecto al grupo control, a los diferentes tiempos. Sin embargo, estas variaciones no fueron

estadisticamente significativas (figura 27).
5.3.1.2. Examinacion histopatoldgica de las glandulas mamarias inoculadas con aceite
esencial de M. verticillata

En la figura 28, se muestran microfotografias del analisis histopatolédgico realizado a las
glandulas mamarias de los ratones inoculados con diferentes concentraciones de AE (25, 50 y
100 pug/ml) a las 24, 48 y 72 h post-inoculacion.
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Figura 28: Histopatologia de glandulas mamarias de ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de lactancia,
inoculadas con PBS/DMSO 0,05% (grupo control vehiculo) y AE (25, 50 y 100 pg/ml), a distintos tiempos post-
inoculacién. La flecha indica PMNSs, la estrella secrecion lactea y la punta de flecha, un alveolo. Secciones

representativas del tejido mamario. n= 2 animales por grupo y por tiempo de sacrificio. Magnificacion 20X.

El anélisis histopatoldgico de las glandulas mamarias del grupo control no reveld
alteraciones en la estructura del tejido mamario tales como perdida de la integridad alveolar, ni
tampoco se observéd infiltracion de PMNs en los distintos tiempos ensayados. La secrecién
lactea se encontrd dentro de los parametros normales. El tratamiento con AE no alteré el tejido
mamario ni provocé inflamacion independientemente de la dosis o tiempo ensayados. La

secrecion lactea observada fue similar al grupo control (figura 28).

En la bibliografia no se describen estudios referidos a los efectos del AE de M.
verticillata en glandula mamaria bovina o murina, siendo éste el primer trabajo en esta tematica.
Sin embargo, Silvestrini et al. (2017) demostraron que una sola aplicacion de diferentes
concentraciones del extracto de Panax ginseng (3, 10 y 50 mg/ml) no afecto la arquitectura del
tejido mamario pero provoco una leve a moderada infiltracion de PMNs macroéfagos y linfocitos
a partir de las 24 h post-inoculacién. Estos resultados concuerdan en parte con los obtenidos en
el presente trabajo porque una sola aplicacion de AE de M. verticillata no afectd la arquitectura

de la glandula mamaria ni produjo la infiltracién de PMNs.
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Los ensayos in vitro sobre células de glandula mamaria bovina e in vivo sobre glandula
mamaria de ratones Balb/c hembras en periodo de lactancia realizados en el presente trabajo,
permitieron determinar la inocuidad del AE sobre este tipo de células y demostraron que una
sola aplicacion de esta fraccion vegetal no generéd una respuesta inflamatoria en el tejido
mamario ni cambios en la estructura de la glandula mamaria, independientemente de la dosis

empleada.

5.3.1.3. Evaluacién de la dosis inmunoestimulante del aceite esencial de M. verticillata en

glandula mamaria de ratones Balb/c hembras

En la figura 29 se resume el resultado de la infiltracion de PMNSs obtenido luego del
andlisis histopatoldgico de las glandulas mamarias que recibieron dos aplicaciones de AE (25,

50 y 100 pg/ml) 24 h post-inoculacion.
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Figura 29: Infiltracion de PMNSs en glandulas mamarias de ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de lactancia,
inoculadas con dos aplicaciones de AE (25, 50 y 100 pg/ml), 24 h post-inoculacion. n= 2 animales por grupo y
por tiempo de sacrificio. A la presencia de PMNs en el tejido mamario se le asigné una puntuacion.

0: sin infiltracién de PMNs, 1: leve infiltracion de PMNSs, 2: moderada infiltracion de PMNSs 3: intensa
infiltracion de PMNs y cambios severos en el tejido glandular.

*p<0,05 diferencia significativa respecto a la infiltracion observada en las glandulas mamarias inoculadas
con PBS/DMSO 0,05% (grupo control).
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El analisis histopatoldgico de las glandulas mamarias revel6 que las dos aplicaciones de
AE (25 y 50 pg/ml) no incrementaron el numero de PMNs a las 24 h post-inoculacion. Sin
embargo, las dos aplicaciones de AE (100 pg/ml) produjeron un aumento significativo de PMNs
comparado con el grupo control (p<0,05) (figura 29). Considerando este resultado, en la figura
30 se muestra una microfotografia representativa del analisis histopatoldgico de las glandulas
mamarias de los ratones inoculados con dos aplicaciones de la dosis de AE 100 pg/ml donde se

observa una leve infiltracion de PMNSs.

Figura 30: Histopatologia de glandula mamaria de ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de lactancia,
inoculada con dos aplicaciones de AE (100 ug/ml), 24 h post-inoculacion. La flecha indica PMNSs y la punta de
flecha, un alveolo. Seccién representativa del tejido mamario. n=2 animales por grupo y por tiempo de sacrificio.

Magnificacién 20X.

Mediante este ensayo se observo que la aplicacion de dos dosis de AE (100 pg/ml)
incremento el nimero de PMNSs. Este resultado sugiere que AE fue reconocido por las células
de la inmunidad innata presentes en la glandula mamaria murina y se desperté una respuesta
inflamatoria con reclutamiento de PMNSs al sitio de inoculacion. Debido a esto, ésta dosis fue
elegida para caracterizar el potencial inmunomodulador de AE en el modelo murino de infeccién

desarrollado en el presente trabajo.
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5.3.2. Efecto de la dosis y tiempo de exposicion de la cepa E. faecium EF214 mediante

inoculacién intramamaria en ratones Balb/c hembras

5.3.2.1. Examinacion macroscopica post-mortem de las glandulas mamarias inoculadas

con la cepa E. faecium EF214

En la figura 31 se observan fotografias de las glandulas mamarias de los animales que

recibieron distintas suspensiones de la cepa EF214 a las 24, 48, 72 y 96 h post-inoculacion.
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Figura 31: Fotografias representativas de glandulas mamarias de ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de lactancia, inoculadas con PBS/DMSO 0,05% (grupo control vehiculo)
y la cepa EF214 (1x108, 1x10°5, 1x107 o 1x10® UFC/mI) a distintos tiempos post-inoculacidn. Se observan alteraciones macroscopicas en las glandulas inoculadas con la cepa

EF214 (1x105, 1x107 0 1x108 UFC/ml), a todos los tiempos evaluados. n= 2 animales por grupo y por tiempo de sacrificio.
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Las glandulas mamarias de los animales del grupo control no presentaron
alteraciones macroscopicas en los diferentes tiempos ensayados. En las glandulas
mamarias inoculadas con la cepa EF214 1x10° UFC/ml tampoco se observaron
alteraciones macroscopicas para los distintos tiempos evaluados. Sin embargo, las
glandulas que fueron inoculadas con concentraciones mayores de la cepa (1x10° 1x107 o

1x108 UFC/ml) presentaron diferencias en su coloracion respecto a las del grupo control.

En lafigura 32, se observa tamafio y peso promedio de las glandulas mamarias inoculadas

I

con el microorganismo.
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Figura 32: A) tamafio y B) peso de las glandulas mamarias de ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de
lactancia, inoculadas con diferentes suspensiones de la cepa EF214, a distintos tiempos post-inoculacion.

n= 2 animales por grupo y por tiempo de sacrificio
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No se observaron variaciones significativas en el tamafio de las glandulas
mamarias que recibieron las diferentes suspensiones de la cepa EF214 (figura 32 A).

El peso de las glandulas mamarias inoculadas con la cepa EF214 1x10° y 1x10°
UFC/ml se mantuvo sin cambios respecto al grupo control. Sin embargo, las glandulas
inoculadas con 1x10” UFC/mI mostraron incremento en su peso a las 24, 48 y 96 h post-
inoculacion respecto al grupo control (p<0,001; p<0,05; p<0,05, respectivamente).
También se observo incremento significativo en el peso de las glandulas inoculadas con
1x108 a las 24, 48, 72 y 96 h post-inoculacion comparado con el grupo control (p<0,001;
p<0,05; p<0,05, p<0,01, respectivamente) (figura 32 B).

Estos resultados demostraron que el aumento de peso registrado en las glandulas
inoculadas con las dosis més altas de la cepa EF214 estaria relacionado a la inflamacion

generada por la infeccion.

5.3.2.2. Examinacion histopatoldgica de las glandulas mamarias inoculadas con la

cepa E. faecium EF214

En la figura 33 se muestran microfotografias del analisis histopatoldgico

realizado a las glandulas mamarias de los ratones inoculados con la cepa EF214.
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Figura 33: Histopatologia de glandulas mamarias de ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de lactancia, inoculadas con PBS/DMSO 0,05% (grupo control vehiculo) y la cepa EF214
(1x103, 1x105, 1x10” 0 1x108 UFC/ml) a distintos tiempos post-inoculacion. La flecha indica PMNSs, la estrella secrecion lactea, la punta de flecha, un alveolo y el triangulo, adipocitos.
Nota: Obsérvese la sustitucion paulatina del tejido mamario por adipocitos a medida que transcurren las horas post-inoculacion en el grupo control y principalmente en las glandulas

inoculadas con la cepa EF214 (1x108 UFC/mI). Secciones representativas del tejido mamario. n= 2 animales por grupo y por tiempo de sacrificio. Magnificacion 10X.
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El andlisis histopatoldgico de las glandulas mamarias del grupo control no mostrd
alteraciones en la estructura del tejido mamario, como pérdida de la integridad alveolar, ni
tampoco se observo infiltracion de PMNs a los distintos tiempos ensayados. La secrecion

lactea estuvo dentro de los parametros normales (figura 33).

En la figura 34 se resume el resultado de la infiltracion de PMNs en glandulas

mamarias inoculadas con las diferentes suspensiones de la cepa EF214.

S 41 £ Control
S ook 3 cepa EF214 1x10° UFC/m
E 2 ek - B cepa EF214 1x10° UFC/m
S 3 cepa EF214 1x107 UFC/m
S B8 cepa EF214 1x10° UFC/mI
g *%*%
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()]
©
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S
o
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24 h 48 h 72 h 96 h

Tiempo post-inoculacién

Figura 34: Infiltracion de PMNs en glandulas mamarias de ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de lactancia,
inoculadas con diferentes suspensiones de la cepa EF214, a distintos tiempos post-inoculacion. n= 2 animales por
grupo y por tiempo de sacrificio. A la presencia de PMNs en el tejido mamario se le asigné una puntuacion.

0: sin infiltracion de PMNSs, 1: leve infiltracion de PMNSs, 2: moderada infiltracion de PMNs 3: intensa
infiltracion de PMNs y cambios severos en el tejido glandular.

*p<0,05 y ***p<0,001 diferencias significativas respecto a la infiltracion observada en las glandulas

mamarias inoculadas con PBS/DMSO 0,05% (grupo control).

La inoculacion con dos supenciones de la cepa EF214 (1x10% y 1x10° UFC/ml) no
revel6 cambios estructurales (figura 33) ni mostro diferencias en cuanto a la infiltracion de
PMNs respecto al grupo control en los tiempos evaluados (24, 48, 72 y 96 h) (figura 34).

La IIM con la cepa EF214 (1x107 UFC/ml), mostrd una leve infiltracion de PMNSs a
las 24,48, 72 y 96 h post-inoculacion, la cual fue significativa con respecto al control
(p<0,05) (figuras 33y 34).

La inoculacion con EF214 (1x108 UFC/ml), reveld una infiltracion de PMNs que fue
desde moderada a intensa a medida que transcurrieron las horas post-inoculacion. Se
observaron diferencias estadisticas significativas respecto al el grupo control (p<0,001)
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(figuras 33 y 34). Es importante destacar que a las 96 h post-inoculacién la infiltracion
celular fue de tipo mixta, debido a que no solo se observé abundante infiltracion de PMNSs,
sino que también se evidencid, aunque en menor proporcion, la presencia macréfagos y
linfocitos. Ademas, se observd pérdida de la integridad e individualidad alveolar a las
primeras horas y en las Gltimas horas se pudieron visualizar paredes alveolares engrosadas

y una fuerte hiperemia (figura 33).

Por otro lado, en las glandulas mamarias del grupo control se observé la presencia de
adipocitos a partir de las 72 h post-inoculacién. Sin embargo, a las 24 y 48 h no se observaron
adipocitos. Estas variaciones en cuanto a la presencia o ausencia de adipocitos en las
glandulas mamarias de los individuos de un mismo grupo e incluso en las glandulas de un
mismo individuo podria deberse a que la involucion de la glandula mamaria en el ratén
comienza cuando las crias dejan de succionar. En la involucién natural, las crias contintan
mamando intermitentemente a medida que pasan a una dieta s6lida. Por lo tanto, la
remodelacion de la glandula mamaria, donde una gran proporcion del epitelio mamario sufre
una muerte celular programada y es sustituido progresivamente por adipocitos, se realiza de
forma no sincronizada en diferentes areas de la glandula que sufren involucién a diferentes
tiempos (Atabai et al., 2007) (figura 33).

Si bien se observaron adipocitos en el tejido mamario de los ratones del grupo
control, es importante destacar el incremento de los mismos en las glandulas mamarias
inoculadas con la cepa EF214 (1x108 UFC/ml) (figura 33). Esto podria deberse a que el
tejido adiposo de la glandula mamaria puede retroceder y expandirse dinamicamente en
respuesta a diversos estimulos y escenarios fisioldgicos, incluidos una infeccion bacteriana
(Zwick et al., 2018).

Diferentes autores han definido a la mastitis como la respuesta inflamatoria de la
glandula mamaria asociada generalmente con la presencia de un agente infeccioso y
caracterizado por la infiltracion de células somaticas principalmente PMNs (Kerr y Wellnitz,
2003; Bannerman et al., 2004a; Hansen et al., 2004).

El andlisis histopatologico reveld que la inoculacion de la cepa EF214 (1x108
UFC/ml) activd mecanismos efectores de la inmunidad innata evidenciados por la
inflamacidn de la glandula mamaria de los ratones inoculados, con una infiltracion moderada
o intensa de PMNSs en todos los tiempos ensayados. Ademas, la presencia de linfocitos en el

tejido mamario a las 96 h post-infeccion estaria indicando la activacion del sistema de
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defensas de la inmunidad adaptativa, sugiriendo que el patdgeno ha sido capaz de evadir 0
no ha sido completamente eliminado por el sistema de defensas innata (Sordillo y Streicher,
2002). En resumen, los resultados obtenidos demostraron que la cepa EF214 (1x10®
UFC/ml) indujo mastitis en los ratones Balb/c hembras en periodo de lactancia.

Si bien en la bibliografia consultada se describen ensayos con E. faecium en modelos
murinos para el estudio de terapia antibacteriana para tratar enfermedades humanas o para
el estudio de diferentes genes asociados a la virulencia de este microorganismo (Alder et al.,
2003; Sillanpaa et al., 2010), no se encontraron trabajos que describan una induccion de
mastitis con E. faecium en modelo murino. Sin embargo, Petersson-Wolfe et al. (2009) luego
de la 11M en vacas Holstein lactantes de E. faecium (1x10* UFC/mI) observaron un aumento
en el recuento de células somaticas (principalmente PMNS) en leche a partir de las 72 h post-
inoculacion, lo que es indicativo de una infeccion intramamaria. Estos resultados tienen
similitud con los obtenidos en el presente estudio en donde la cepa EF214 (1x108 UFC/ml)
también fue capaz de incrementar el nimero de PMNSs en glandula mamaria de raton.

Rowson et al. (2010) y Trigo et al. (2009) investigaron los cambios histopatoldgicos
en el tejido mamario de ratones luego de la inoculacion intramamaria de S. uberis (50
UFC/ml) y S. agalactiae (1x10® UFC/ml), respectivamente, y observaron una masiva
infiltracion de PMNs junto a la pérdida de la integridad del tejido mamario respecto al grupo
control. Estos resultados coinciden con los observados en el presente trabajo debido a que
mediante la inoculacion intramamaria de la cepa EF214 (1x108 UFC/mI) se logré una
respuesta inflamatoria en la glandula mamaria de ratones Balb/c. Si bien E. faecium y S.
uberis son considerados patdgenos ambientales mientras que S. agalactiae es un patégeno
contagioso causante de mastitis, es importante destacar que estos microorganismos estan

taxondmicamente relacionados.

5.3.2.3. Recuento bacteriano a partir de homogenatos de glandula mamaria inoculadas

con la cepa E. faecium EF214

En la figura 35 se muestra el recuento de bacterias realizado a partir de los
homogenatos de glandula mamaria de los ratones inoculados con diferentes suspensiones de

la cepa EF214 a distintos tiempos post-inoculacion.

86



pa EF214 1x10% UFC/ml

99 & Ceps EF214 1x10° UFC/mi
p Cepa EF214 12107 UFC/mi
=¥ Cepa EF214 1x10° UFC/m

Log; UFCmI de homogenato

{l L] L) L] ¥

“ih' P -‘f" q"v"

Tiempo post-inocculacien (horas)

Figura 35: Recuento bacteriano en glandula mamaria de ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de lactancia,
inoculados con diferentes suspensiones de la cepa EF214, a distintos tiempos post-inoculacién. n= 2 animales

por grupo y por tiempo de sacrificio.

El recuento bacteriano en los homogenatos de las glandulas mamarias inoculadas con
la cepa EF214 (1x10%® UFC/mI), mostr6 un incremento no significativo 24 h post-
inoculacion, manteniéndose la carga bacteriana estable hasta las 96 h.

La 1IM con la cepa EF214 (1x10° UFC/mI), mostré una fuerte disminucion en el
recuento bacteriano a las 24 h (p<0,001 respecto al inoculo inicial) seguido por un
incremento a las 48 h (p<0,01 respecto al indculo inicial). A las 72 h se observd una
disminucion significativa de la carga bacteriana (p<0,001 respecto al inoculo inicial) seguida
por un ligero incremento a las 96 h.

Luego de la 1IM con la cepa EF214 (1x10” UFC/mI), se observd una disminucion
continua en el recuento bacteriano a las 24, 48, 72 y 96 h (p<0,05; p<0,01; p<0,001 y
p<0,001, respectivamente).

La 1IM con la cepa EF214 (1x108 UFC/mI) mostré una disminucion gradual de la
carga bacteriana respecto al inoculo inicial desde las 24 hasta las 96 h post-inoculacién
(p<0,001) (figura 35). Este resultado se relaciona con la intensa inflamacion observada en

el analisis histopatoldgico de las glandulas mamarias del mismo grupo de ratones lo que
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demuestra claramente que el patdgeno no logré ser eliminado por las células efectoras del
sistema inmune innato (PMNs y macréfagos) lo que llevo a la activacion de los mecanismos
de defensas de la inmunidad adaptativa evidenciados por la presencia de linfocitos en el

tejido mamario a las 96 h post-infeccion (figura 33).

Las bacterias ambientales, como los estreptococos y los enterococos, son agentes
importantes asociados a la mastitis bovina. Los enterococos son parte de la microbiota de
los sistemas gastrointestinal y urogenital de los mamiferos. Ademas ocupan una gran
variedad de nichos que forman parte del medio ambiente que estd en contacto con la vaca,
lo que es fundamental para que este microorganismo cause la enfermedad (Smith y Hogan,
2003). Las especies de Enterococcus que se aislan con mayor frecuencia de vacas con
mastitis son E. faecium y E. faecalis (Smith y Hogan, 2003; Carrillo-Casas y Miranda-
Morales, 2012).

A pesar de las diferencias en cuanto al patégeno, inoculo inicial y cepa de ratones
evaluados, los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan en parte con los
informados por distintos autores, los cuales han desarrollado mastitis por diferentes
patégenos en un modelo murino (Rowson et al., 2010; Forsberg et al., 2012; Zhao et al.,
2015 y Silvestrini et al., 2017). En estos estudios se ha demostrado que luego de la 11M del
patdgeno se observa una disminucién de la carga bacteriana en las primeras 48 h y un ligero
incremento a las 72 h, que se mantiene estable a lo largo de los diferentes tiempos evaluados.
Por otra parte, Trigo et al. (2009), observaron que la carga bacteriana de ratones Balb/c
inoculados por via intramamaria con la cepa S. agalactiae BA64 (1x108 UFC/ml) asilada de
vacas con mastitis, aumentd significativamente en las primeras 24 h post-inoculacién
seguido por una disminucion gradual, casi total, hasta las 360 h (15 dias) post-inoculacion.
Este resultado no concuerda con lo observado en el presente estudio donde la carga
bacteriana disminuyé gradualmente hasta las 96 h post-inoculacion se demostro en ensayos
posteriores que se mantuvo estable hasta las 360 h (15 dias) (figura 41) lo que evidencia la

capacidad de la cepa EF214 (1x108 UFC/ml) para establecerse en el tejido mamario.

Las variaciones encontradas en las distintas investigaciones, podrian deberse a los
microorganismos utilizados, sus factores de virulencia y las concentraciones empleadas.
Otro factor a tener en cuenta es que el grado de infeccion experimental de los patdgenos
ambientales como estreptococos y enterococos es muy variable y mas bajo respecto al de los

patdgenos contagiosos como los estafilococos. También es importante destacar, que las
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diferentes cepas de ratones utilizadas en los diversos estudios podrian ser mas o menos
susceptibles frente a la infeccion por el patdgeno, presentando incluso diferencias entre los

animales de la misma cepa (Chandler, 1970).

5.3.2.4. Recuperacion de bacterias de higado, rifiones y sangre de ratones Balb/c

hembras inoculados con la cepa E. faecium EF214

A partir de las improntas en ATS de higado y rifiones de los ratones inoculados con
las distintas suspensiones de la cepa EF214 (1x103 1x10° 1x10’ y 1x10® UFC/mI) se
pudieron observar colonias presuntivas de E. faecium en todos los tiempos ensayados.
Posteriormente, la coloracion de Gram y la prueba de catalasa revelaron la presencia de
cocos Gram positivos y catalasa negativa. Estos resultados confirmaron que se aisld el
microorganismo que fue inoculado, y que el mismo tiene capacidad de diseminar desde las
glandulas mamarias a higado y rifién.

No se recuperaron bacterias de las muestras de sangre de los ratones que recibieron
las suspensiones de la cepa EF214 (1x103, 1x10°, 1x10” UFC/ml). Sin embargo fue posible
aislar bacterias de las muestras de sangre de los ratones que recibieron por IIM una

suspension de 1x108 UFC/ml de este microorganismo.

En el presente trabajo, se logré recuperar la cepa EF214 de higado, rifiones y sangre
de los ratones inoculados con la cepa EF214 (1x108 UFC/ml). Estos resultados concuerdan
con los informados por otros autores quienes luego de la IIM en un modelo murino de
diferentes patégenos causantes de mastitis, lograron aislar el microorganismo en higado,
rifiones y sangre demostrando la capacidad de estos patdgenos de difundir desde la glandula
mamaria hacia los diferentes drganos luego de la 1IM (Brouillette et al., 2004; Trigo et al.,
2009; Rowson et al., 2010; Forsberg et al., 2012).

5.3.2.5. Caracterizacion molecular de las cepas aisladas post-inoculacion

En la figura 36 se muestra la imagen de los productos obtenidos por RAPD-PCR en

un gel de agarosa al 1,2%.
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Figura 36: Productos de RAPD-PCR en gel de agarosa al 1,2%. Cepas recuperadas a partir de glandula mamaria
y de los diferentes 6rganos de ratones inoculados con la cepa EF214 (1x108 UFC/ml). Linea 1: marcador de peso
molecular de 100pb. Linea 2: cepa EF214 inoculada (perfil de bandas A). Lineas 3 a 6: perfil de bandas B generado
por cepas recuperadas de GMR4?, GML4®, higado y rifiones 24 h post-inoculacion respectivamente. Lineas 7 a 10:
perfil de bandas C, dado por cepas recuperadas de GMR4, GML4, higado y rifiones 48 h post-inoculacion
respectivamente. Lineas 11 a 14: perfil D cepas recuperadas de GMR4, GML4, higado y rifiones 72 h post-
inoculacion respectivamente. Lineas 15 a 18: perfil de bandas E, cepas recuperadas de GMR4, GML4, higado y
rifiones 96 h post-inoculacién respectivamente. Lineas 19 y 20: perfil de bandas E, cepas recuperadas de GMR4,
GMLA4 15 dias post-inoculacion respectivamente.

3GMR4: glandula mamaria abdominal derecha. "lGML4: glandula mamaria abdominal izquierda

En la figura 36 pueden observarse 5 perfiles de bandas (A - E). El perfil A
corresponde a la cepa original EF214 y los perfiles B (lineas 3 a 6), C (lineas 7 a 10) y D
(lineas 11 a 14) corresponden a las cepas recuperadas de glandula mamaria y de los
diferentes oOrganos a las 24, 48 y 72 h, respectivamente. El perfil E (lineas 15 a 20)
corresponde a las cepas recuperadas de glandula mamaria y de los diferentes 6rganos a las
96 y 360 h (15 dias) post-inoculacién.

La presencia de un perfil de bandas diferentes, segin tiempo de aislamiento, nos
permite concluir que el perfil genético de las cepas recuperadas de glandula mamaria y
organos es diferente en cada uno de los tiempos ensayados. Asimismo, el perfil genético de
la cepa inoculada (linea 2) fue cambiando a lo largo del tiempo.

En la bibliografia consultada no se describen estudios referidos a la caracterizacion
molecular de las bacterias recuperadas a partir de glandula mamaria de ratones inoculados

con E faecium. Sin embargo, Khazandi et al. (2015) y Quesnell et al. (2012), quienes
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utilizaron un modelo bovino de mastitis por S. uberis y E. coli, respectivamente, demostraron
que el perfil de bandas obtenido para las cepas aisladas, fue idéntico al perfil de bandas de
la cepa inoculada a las 48 y 96 h post-desafio. Lo descripto por estos autores no concuerda
con los resultados obtenidos en este trabajo, donde se observa que el perfil genético de la
cepa inoculada va cambiando a lo largo del tiempo en el que se desarrollé el ensayo in vivo.
Estos resultados podrian explicarse teniendo en cuenta que el género Enterococcus se
caracteriza por su elevada capacidad de adquirir material genético externo por conjugacion,
por trasferencia de plasmidos o transposones (Johnston y Jaykus, 2004; Albornoz et al.,
2005). Los enterococos intercambian genes de resistencia a antibioticos y factores de
virulencia entre miembros de su género y con cepas de otros géneros incluyendo bacterias
Gram negativas y Gram positivas. Estos procesos tienen lugar mediante mecanismos de
transferencia génica altamente eficientes (Clewell, 1990; Huycke et al., 1992; Gilmore et
al., 1994; Mundy et al., 2000; Herraez, 2008).

5.3.3. Evaluacion del efecto inmunomodulador del aceite esencial de M. verticillata en
un modelo murino de mastitis

5.3.3.1. Examinacion macroscopica post-mortem de las glandulas mamarias pre-

tratadas con aceite esencial de M. verticillata y desafiadas con la cepa E. faecium EF214

En la figura 37, se observan fotografias de las glandulas mamarias de los ratones de
los grupos control vehiculo, cepa EF214 (1x108 UFC/mlI), pre-tratamiento con AE y desafio
alas 24, 48, 72,96 y 360 h (15 dias) post-inoculacion.
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Figura 37: Fotografias representativas de glandulas mamarias de ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de
lactancia, inoculadas con PBS/DMSO 0,05% (grupo control vehiculo), la cepa EF214 (1x108 UFC/ml), pre-
tratadas con AE (100 pg/ml) y del grupo desafio (pre-tratamiento con AE vy el posterior desafio con la cepa
EF214), a distintos tiempos post-inoculacion. n= 2 animales por grupo y por tiempo de sacrificio.

Las glandulas mamarias que recibieron el pre-tratamiento con AE (100 pg/ml) a las
24, 48, 72 'y 360 h presentaron un pequefio cambio en cuanto a su coloracion con respecto a
las glandulas del grupo control. Esta variacion observada en algunos tiempos podria
atribuirse a un leve proceso inflamatorio desencadenando por el reconocimiento de los
compuestos presentes en el AE por parte de diferentes células efectoras de la inmunidad
innata. Por otro lado, las glandulas mamarias de los animales del grupo desafio, las cuales
recibieron un pre-tratamiento con dos aplicaciones de AE (100 pg/ml) y luego fueron
desafiadas con la cepa EF214 (1x108 UFC/ml), presentaron una notable mejoria en cuanto a

su coloracidn respecto a las glandulas infectadas (figura 37).
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En las figura 38 se muestra el tamafio y el peso de las glandulas mamarias de los
animales de los grupos, cepa EF214 (1x108 UFC/ml), pre-tratamiento con AE y desafio.
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Figura 38: A) Tamafio y B) peso de las glandulas mamarias de ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de

48 h 72 h 96 h

Tiempo post-inoculacion

lactancia, inoculadas con la cepa EF214 (1x108 UFC/mI), pre-tratadas con AE (100 pg/ml) y del grupo desafio
(pre-tratamiento con AE y el posterior desafio con la cepa EF214), a distintos tiempos post-inoculacién. n= 2
animales por grupo y por tiempo de sacrificio.

*p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001 diferencias significativas respecto al grupo control (PBS/DMSO 0,05%).

Como se observa en la figura 38 A ningun tratamiento afectd el tamafio de las
glandulas mamarias, comparado con el control. Por otro lado, s6lo las glandulas que fueron
inoculadas con la cepa EF214 (1x10® UFC/mI) presentaron un incremento en su peso
comparado con el control, a las 24, 48, 72 y 96 h post-inoculacién (p<0,001; p<0,05; p<0,05,
p<0,01, respectivamente) (figura 38 B), lo cual estaria relacionado al proceso inflamatorio
generado durante la infeccion (figuras 33y 34).

93



5.3.3.2. Examinacion histopatoldgica de las glandulas mamarias pre-tratadas con aceite

esencial de M. verticillata y desafiadas con la cepa E. faecium EF214

En la figura 39, se muestran microfotografias del andlisis histopatoldgico realizado
a las glandulas mamarias de los ratones de los grupos, cepa EF214 (1x108 UFC/ml), pre-
tratamiento con AE y desafio, a las 24, 48, 72, 96 y 360 h (15 dias) post-inoculacion.
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post- L
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Figura 39: Histopatologia de glandulas mamarias de ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de lactancia,
inoculadas con PBS/DMSO 0,05% (grupo control vehiculo), cepa EF214 (1x108 UFC/ml), pre-tratadas con AE
(100 pg/ml) y del grupo desafio (pre-tratamiento con AE y el posterior desafio con la cepa EF214), a distintos
tiempos post-inoculacion. La flecha indica PMNSs, la estrella secrecion lactea, la punta de flecha, un alveolo y

el triangulo, adipocitos. n= 2 animales por grupo y por tiempo de sacrificio. Magnificacion 10X.

En la figura 40 se resume el resultado de la infiltracion de PMNs en las glandulas

mamarias.
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Figura 40: Infiltracion de PMNs en glandulas mamarias de ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de
lactancia, inoculadas con PBS/DMSO 0,05% (grupo control vehiculo), cepa EF214 (1x108 UFC/ml), pre-
tratadas con AE (100 pg/ml) y del grupo desafio (pre-tratamiento con AE y el posterior desafio con la cepa
EF214), a distintos tiempos post-inoculacién. n= 2 animales por grupo y por tiempo de sacrificio.
A la presencia de PMNSs en el tejido mamario se le asignd una puntuacion. O: sin infiltracion de PMNs, 1: leve
infiltracion de PMNs, 2: moderada infiltracion de PMNSs 3: intensa infiltracion de PMNs y cambios severos en
el tejido glandular.

***n<0,001 diferencia significativa respecto al grupo control (PBS/DMSO 0,05%).

###p<0,001 diferencia significativa respecto al grupo EF214 (1x108 UFC/ml)

Los resultados de la histopatologia mamaria realizada a los animales inoculados con
la cepa EF214 (1x10® UFC/ml) hasta las 96 h post-inoculacion ya fueron expuestos. En la
figura 39 puede observarse una microfotografia representativa del analisis histopatolégico
de las glandulas mamarias a las 360 h (15 dias) post-inoculacion que revel6 una leve
infiltracion de PMNs en el tejido glandular, la cual no presentd diferencias con respecto a la
infiltracion observada en el grupo control (figura 40).

El anélisis histopatoldgico de las glandulas mamarias que fueron pre-tratadas con
AE (100 pg/ml), reveld una leve a moderada infiltracion de PMNs a todos los tiempos
ensayados sin afectar la arquitectura del tejido (figura 39). Si bien el analisis estadistico no
arrojo diferencias significativas respecto al grupo control, se observo una clara tendencia al
incremento de PMNSs en los grupos pre-tratados con AE a todos los tiempos evaluados. Sin
embargo, esta infiltracidn fue significativamente menor respecto a lo observado en el grupo
inoculado con la cepa EF214 (1x108 UFC/mI) a las 48, 72 y 96 h post-tratamiento (p<0,001
(figura 40). Este resultado sugiere que el AE estaria modulando la respuesta inmune innata

de la glandula mamaria provocando el reclutamiento de PMNs al sitio de inoculacion.
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El analisis histopatoldgico del grupo desafio mostré una disminucién en la
infiltracion de PMNs, comparada con el grupo cepa EF214 (1x108 UFC/ml) en todos los
tiempos ensayados, siendo significativa sélo a las 48, 72 y 96 h (p<0,001). No se observaron
diferencias con el grupo control (figuras 39 y 40).

La disminucion de PMNs en el grupo desafio observada a partir de las 48 h en el
andlisis histopatolégico (figura 39), sugiere que los mecanismos de defensa de la inmunidad
innata activados por el pre-tratamiento con el AE contribuirian a disminuir la carga

bacteriana (figura 41).

5.3.3.3 Recuento bacteriano a partir de homogenatos de gldndulas mamarias pre-

tratadas con aceite esencial de M. verticillata y desafiadas con la cepa E. faecium EF214

En la figura 41, se muestra el recuento bacteriano a partir de homogenatos de
glandula mamaria de los ratones pre-tratados con AE y luego desafiados con la cepa EF214
24,48, 72,96 h'y 360 h (15 dias) post-desafio.

10=-
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Figura 41: Recuento bacteriano de glandula mamaria de ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de lactancia,
inoculados con la cepa EF214 (1x108 UFC/mI) y del grupo desafio (pre-taradas con AE y luego desafiadas con
la cepa EF214) a distintos tiempos post-inoculacion. n= 2 animales por grupo y por tiempo de sacrificio.

*p<0,05; y ***p<0,001 diferencias significativas respecto al recuento realizado post-inoculacién con
la cepa EF214 (1x108 UFC/ml).
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En las glandulas mamarias de los animales del grupo desafio se observo que el
recuento bacteriano disminuyé comparado con el grupo inoculado con la cepa EF214 (1x108
UFC/ml). No se observaron diferencias significativas a las 24, 48 y 72 h, sin embargo, las
diferencias fueron marcadas a las 96 y 360 h (15 dias) (p<0,05 y p<0,001; respectivamente).
La reduccidn de la carga bacteriana en el grupo desafio se relacionan con la disminucion de
PMNs observada a partir de las 48 h en el analisis histopatolégico (figuras 39 y 40),
sugiriendo que el AE ejerce un efecto en la glandula mamaria que contribuye a la eliminacion
del patégeno.

En estudios previos, nuestro grupo de investigacion demostré el efecto antibacteriano
del AE sobre patogenos de mastitis, incluido E. faecium (Cariddi et al., 2013; Montironi et
al., 2016b; Cerioli et al., 2018), por lo tanto la disminucion de la carga bacteriana en las
glandulas mamarias de raton podria deberse a un efecto antimicrobiano ejercido por este
producto vegetal. Sin embargo, en el presente estudio también se demostré el efecto
potenciador de la respuesta inmune innata del AE in vitro en macréfagos murinos e in vivo
en la glandula mamaria murina. Teniendo en cuenta lo descripto, es probable que el AE esté
ejerciendo un efecto dual (inmunopotenciador/antibacteriano) que lleva a la disminucién de
la carga bacteriana en la glandula mamaria y a una mejoria del dafio causado por la mastitis
inducida por E. faecium.

Silvestrini et al. (2017) desarrollaron un modelo murino de mastitis por S. aureus
Newbould 305 (ATCC 29740) utilizando ratones Balb/cJ, con el fin de evaluar el papel
protector del extracto de P. ginseng, en la glandula mamaria murina. EI nGmero de bacterias
recuperadas de las glandulas mamarias luego del pre-tratamiento con P. ginseng (50 mg/ml)
y luego desafiadas con S. aureus (1x10°) fue menor al recuento de bacterias en las glandulas
mamarias inoculadas con el microorganismo so6lo a las 48 y 96 h post-inoculacion. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en el presente trabajo en donde también se observa
una disminucion de la carga bacteriana después del pre-tratamiento de las glandulas
mamarias murinas con el AE a partir de las 96 h post-desafio con el microorganismo. Sin
embargo, es de destacar que en el presente estudio se utiliza una dosis de AE mucho menor
que la de P. ginseng con la que se logra disminuir significativamente la carga bacteriana

hasta las 360 h (15 dias) post-inoculacion.
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5.3.3.4. Recuperacion de bacterias de higado, rifiones y sangre

A partir de las improntas en ATS de higado y rifiones de los ratones del grupo desafio
se pudieron observar colonias presuntivas de E. faecium a las 24, 48, 72 y 96 h post-
inoculacion. La coloracion de Gram revel6 cocos Gram positivos y la prueba de la catalasa
resultd negativa, confirmando la identidad del microorganismo inoculado.

No se observaron colonias bacterianas en las improntas de higado y rifiones de los
grupos inoculados con la cepa EF214 (1x108 UFC/mI) o grupo desafio, a las 360 h (15 dias)
post-inoculacion.

De las muestras de sangre del grupo desafio no se recuperaron bacterias a ninguno
de los tiempos ensayados. Este resultado podria explicarse debido al efecto
inmunopotenciador/antibacteriano del AE en la glandula mamaria que favorecio la

disminucion significativa de la carga bacteriana.

5.3.3.5. Extraccion de ARN total de glandula mamaria murina

Se realizd la extraccion del ARN total de las glandulas mamarias R4 y L4 de los
ratones de los grupos control vehiculo, inoculados con la cepa EF214 (1x108 UFC/m), pre-
tratados con AE y desafio (pre-tratamiento con AE y desafio con la cepa EF214), luego de
las 24, 48, 72 y 96 h post-inoculacion. En la tabla 5 se detallan los valores obtenidos de DO
a 260 y 280 nm de cada muestra, necesarios para estimar la pureza y calcular la

concentracion de ARN (en pg/ul).

Tabla 5: Cuantificacién del ARN extraido de las glandulas mamarias abdominales derechas (GMR4) e

izquierdas (GML4) de ratones Balb/c hembras en periodo de lactancia.

Muestras Gléndu_la Condicion DO DO DO260nm Concentracién
mamaria 260nm 280nm DO2gnm  de ARN (ug/ul)
24 h 0,294 0,196 15 0,588
48 h 0,413 0,242 1,7 0,826
Grupo 1: GMR4 72h 0,510 0,275 1,85 1,02
Control 96 h 0,8 0,450 1,7 1,6
(PBS/DMSO 24 h 0,416 0,231 1,8 0,832
0,05%) GML4 48 h 0,497 0,239 2,08 0,994
72 h 0,394 0,189 2,08 0,788
96 h 0,170 0,082 2,07 0,34
24 h 0,165 0,073 2,26 0,33
Grupo 2 GMR4 48 h 0,303 0,144 2,1 0,606
(inoculados 72 h 0,210 0,101 2,08 0,42
con la cepa 96 h 0,481 0,289 1,6 0,962
EF214 1x10° 24 h 0,155 0,072 2,15 0,31
UFC/ml) 48 h 0,264 0,138 1,91 0,528
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72h 0,244 0,158 1,5 0,488

GML4 96 h 0,24 0,125 19 0,480
Grupo 3 GMR4 24 h 1,737 0,979 18 3,43
(pre-
tratamiento

con aceite GML4 24 h 0,196 0,121 1,6 0,392
esencial)

24 h 0,179 0,095 18 0,358

48 h 0,661 0,399 16 1,322

Grupo 4 GMR4 72h 0,174 0,094 1,9 0,348

(desafio) 9 h 0,414 0,258 1,6 0,828

24 h 0,154 0,093 17 0,308

48 h 0,177 0,099 18 0,354

GML4 72h 1,043 0,667 16 2,086

96 h 0,577 0,354 16 1,15

5.3.3.6. Cuantificacion de la expresion de los genes tlr2, tnf-a, il-15 e il-10

Se empled la técnica de PCR en Tiempo Real, para evaluar los niveles relativos de
expresion de los genes que codifican para TLR2, TNFa, IL-1f e IL-10 en las diferentes
muestras de ADNCc retrotranscripto a partir del ARN total extraido de glandulas mamarias
murinas con diferentes tratamientos a las 24, 48, 72 'y 96 h post-inoculacion segun se detallé
en el punto anterior (5.3.3.5).

La eficiencia de amplificacion definida como [10 C(Ypendiente] _1] se determind
mediante curvas de amplificacion con diluciones seriadas de ADNc para cada gen en estudio.
Los valores de eficiencia obtenidos fueron de 1,1; 1,05; 1,05; 1,1y 1,0 para gapdh, tIr2, tnfe,

il14 e il-10 respectivamente.

En la figura 42, se observa la expresion relativa de TLR2 en la glandula mamaria de
los ratones tratados. La expresion es relativa a la condicién calibradora (control: glandulas
mamarias inoculadas con PBS/DMSO 0,05%) y el gen gapdh fue utilizado como gen de

referencia o normalizador.
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Figura 42: Expresion relativa (método 2-24CY) del receptor TLR2 en glandula mamaria de ratones Balb/c

3 Pre-tratamiento AE y desafio con cepa EF214

hembras en periodo de lactancia. Condicion calibradora (control: glandulas mamarias inoculadas con

PBS/DMSO 0,05%; gen normalizador: gapdh).

Como se observo en la figura 42, la expresion relativa de TLR2 en todos los grupos
tratados se ve disminuida, a los tiempos ensayados (24, 48, 72 y 96 h), pero no se hallaron

diferencias estadisticas significativas, comparado con el grupo control.

Los receptores tipo Toll, se expresan en muchos tipos celulares que forman parte de
la respuesta inmune innata, reconocen los patrones moleculares de patdgenos y median las
respuestas inmunes innatas antimicrobianas en varios sistemas (Sabroe et al., 2005). El
TLR2 reconoce una amplia variedad de PAMPs pero esté particularmente involucrado en el
reconocimiento del &cido lipoteicoico de las bacterias Gram positivas (Kawai y Akira, 2010
y Mukherjee et al., 2016). Luego del reconocimiento se desencadena una cascada de sefiales
intracelulares que culminan en la activacion del factor de transcripcion NF-xB, que se
transloca al nacleo para activar la produccion de citoquinas pro-inflamatorias y comenzar la
respuesta inflamatoria necesaria para eliminar el microorganismo (Greef et al., 2013). Sobre
la base de lo descripto, seria esperable un incremento en la expresion de TLR2 en presencia
de E. faecium, una bacteria Gram positiva. Sin embargo, en el presente trabajo no se observo
esto.

Leendertse et al. (2008) desarrollaron un modelo murino de peritonitis luego de la
inoculacion intraperitoneal de una suspension de E. faecium (8x107 UFC/ml) en ratones

C57BL/6 de tipo salvaje y deficientes en los genes tlr2 y myd88. Los ratones de tipo salvaje
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lograron generar una respuesta inmune efectiva y eliminar los enterococos, sin embargo los
ratones deficientes para TLR2 y MyD88 mostraron una respuesta temprana disminuida
caracterizada por una leve infiltracion de PMNSs y un elevado recuento bacteriano en el sitio
de la infeccion. Estos resultados demostraron que el receptor TLR2 esta involucrado en el
reconocimiento de E. faecium, lo que desencadena una respuesta inmune temprana dptima
para hacer frente a la infeccion. Los hallazgos reportados por este grupo de investigacion,
no concuerdan con los obtenidos en el presente trabajo. Sin embargo, el analisis
histopatoldgico de las glandulas mamarias inoculadas con la cepa EF214 (1x108 UFC/ml)
revel6 una moderada a intensa infiltracion de PMNs lo que demostré que el microorganismo
fue reconocido por las células y desencadeno la cascada de transduccion de sefiales que
indujo una respuesta inflamatoria. Teniendo en cuenta estos resultados y considerando que
E. faecium es una bacteria que posee la capacidad de adherirse e internalizar en diferentes
tipos celulares, incluidos los macréfagos (Baldassarri et al., 2001; Kouidhi et al., 2011),
podria sugerirse que el reconocimiento de este patégeno haya sido a través de otros PRR
como los receptores tipo NOD (NLR) los cuales se sittan en el citoplasma celular (Mitra et
al., 2016).

Gunther et al. (2016) mediante un ensayo in vitro con células epiteliales mamarias
bovinas (pbMEC) estimuladas con S. uberis (1x10” UFC/mI) demostraron que esta bacteria
Gram positiva no fue reconocida por los TLR2 y no se logré la activacion de NF-«xB. Estos
autores sugieren que el acido lipoteicoico y los demas componentes de la pared celular de S.
uberis estan dispuestos estructuralmente de tal manera que son irreconocibles por los TLR2
de las pbMEC. Segun lo expuesto y teniendo en cuenta que S. uberis y E. faecium son
microorganismos taxonomicamente relacionados se podria sugerir que la cepa EF214, no
estaria siendo reconocida por los TLR2 de las células de las glandulas mamarias de raton.

Mitra et al. (2016) demostraron en un modelo murino de mastitis que una cepa de S.
uberis increment6 la expresion de TLR2 en la glandula mamaria 2 h post-infeccion y otra
cepa del mismo microorganismo disminuyd la expresion de este gen en el mismo periodo de
tiempo. Este hallazgo concuerda con lo observado en el presente trabajo, donde la expresion
de TLR2 se vio disminuida en todos los grupos de ratones tratados aunque sin diferencias
significativas con el control.

En el presente trabajo tampoco se observé una expresion incrementada de TLR2 en
el grupo de animales que recibieron el pre-tratamiento con AE. Estos resultados no
concuerdan con los obtenidos por Baravalle et al. (2015) quienes demostraron que la
expresion de TLR2 en glandulas mamarias de vacas Holstein tratadas con P. ginseng (3
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mg/ml) fue mayor a la del grupo control. Sin embargo, el anélisis histopatologico del grupo
de animales pre-tratados con AE mostré una leve infiltracion de PMNs (figura 39),
demostrando que el AE fue reconocido por las células del sistema inmune innato
desencadenando la cascada de transduccion de sefiales que indujeron una respuesta
inflamatoria local. Estos resultados sugieren que los componentes presentes en el AE, han
sido reconocidos por otros PRR presentes en las células de la inmunidad innata.

Jiang et al. (2017) revelaron que la expresion de TLR2 en ratones infectados con S.
aureus (1x10°UFC/ml) y luego tratados con polidatina (derivado del resveratrol, extraida de
Polygonum cuspidatum Sieb usada popularmente en china), se mantuvo sin diferencias
respecto al grupo control, pero disminuy6 con respecto a la expresion observada en las
glandulas inoculadas con S. aureus, demostrando que este compuesto fue capaz de disminuir
la expresion de TLR2 en las glandulas infectadas con S. aureus. Estos resultados concuerdan
en parte con los obtenidos en el presente trabajo, donde se observé una disminucién no
significativa de la expresion de TLR2 en las glandulas del grupo desafio respecto a la
expresion observada en los grupos control y cepa EF214 (1x108 UFC/ml).

Silvestrini et al. (2017) demostraron que el pre-tratamiento con un extracto de P.
ginseng en un modelo murino de mastitis por S. aureus (1x10° UFC/mI) incrementé la
expresion del gen TLR2 en glandula mamaria respecto al grupo de animales inoculados con
el microorganismo solo a las 48 h post-inoculacién. Estos resultados no concuerdan con los
hallados en el presente estudio donde se detectdé una disminucion no significativa en los
niveles de expresion de TLR2 tanto en el grupo de animales inoculados con la cepa EF214
como en aquellos del grupo desafio en todos los tiempos ensayados (24, 48, 72 y 96 h).

En la figura 43, se observa la expresion relativa de TNF-o. en glandula mamaria de

ratones Balb/c hembras en periodo de lactancia.
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Figura 43: Expresion relativa (método 2-24Y de la citoquina pro-inflamatoria TNF-a en glandula mamaria de
ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de lactancia. Condicién calibradora (control: glandulas mamarias
inoculadas con PBS/DMSO 0,05%; gen normalizador: gen gapdh).

*p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001 diferencias significativas respecto a la condicion control: glandulas
mamarias inoculadas con PBS/DMSO 0,05%.

##p<0,01, ###p<0,001 diferencias significativas respecto a glandulas mamarias inoculados con la cepa
EF214 (1x108 UFC/ml).

Los niveles de expresion de TNF-a en los ratones inoculados con la cepa EF214
(1x10® UFC/ml) se mostraron incrementados respecto al grupo control a las 96 h post-
inoculacion (p<0,001).

La expresion de esta citoquina también se observé incrementada en el grupo de
animales que recibieron el pre-tratamiento con AE comparado con el grupo control (p<0,01)
y comparado con lo observado a las 24, 48 y 72 h en los ratones inoculados con la cepa
EF214 (p<0,01). Sin embargo, la expresion de esta citoquina en el grupo pre-tratado con AE
fue significativamente menor respecto a lo observado a las 96 h para el grupo inoculado con
la cepa EF214 (p<0,01).

En los animales del grupo desafio se observo un incremento en la expresion de esta
citoguina con respecto al grupo control solo a las 96 h post-inoculacion (p<0,05), siendo
significativamente menor con respecto a la observada en los ratones tratados con la cepa
EF214 (p<0,001) (figura 43).
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En la figura 44, se observa la expresion relativa de IL-1p en glandula mamaria de

ratones Balb/c hembras en periodo de lactancia.
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Figura 44: Expresion relativa (método 244 de la citoquina pro-inflamatoria IL-18 en glandula mamaria de
ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de lactancia. Condicion calibradora (control: glandulas mamarias
inoculadas con PBS/DMSO 0,05%; gen normalizador: gen gapdh).

*p<0,05, diferencia significativa respecto a la condicion control: glandulas mamarias inoculadas con
PBS/DMSO 0,05%.

#p<0,05 y ###p<0,001 diferencias significativas respecto a glandulas mamarias inoculados con la
cepa EF214 (1x108 UFC/ml).

Los animales inoculados con la cepa EF214 (1x10® UFC/ml) mostraron un
incremento en los niveles de expresion de IL-1f comparado con el control a las 48 y 96 h
post-inoculacion (p<0,05).

La expresion de IL-13 también se vio incrementada en los animales que recibieron
el pre-tratamiento con AE comparada con el grupo control (p<0,05) y comparado con lo
observado a las 24 h en el grupo de animales inoculados con la cepa EF214 (p<0,05). Sin
embargo, la expresion de IL-1p fue menor en el grupo pre-tratado con AE comparado con
la expresion encontrada a las 48 y 96 h en el grupo inoculado con el microorganismo

Tambien se observé un incremento de esta citoquina en los animales del grupo
desafio respecto al grupo control (p<0,05) y a los animales inoculados con la cepa EF214

(p<0,05) a las 24 h post-inoculacién. Sin embargo, la expresion de IL-1 disminuyo en el
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grupo desafio comparado con el grupo inoculado con el microorganismo a las 48 y 96 h post-
inoculacion (p<0,001) (figura 44).

Después del reconocimiento de un patégeno por parte de los PRR presentes en las
células del sistema inmune innato, se desencadena una cascada de sefiales intracelulares cuyo
objetivo final es activar la produccion de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-1 e
IL-6 las cuales desempefian un papel importante en la respuesta inflamatoria, promoviendo
el reclutamiento de PMNSs al sitio de infeccidn para eliminar al microorganismo (Aitken et
al., 2011; Greef et al., 2013).

Los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con los obtenidos por
Mitra et al. (2016) y Bannerman et al. (2004b) quienes observaron, tanto en un modelo
murino como bovino de mastitis por S. uberis, que los niveles de expresion de TNF-o e IL-
1B estuvieron incrementados con respecto al control y fueron variables a lo largo de los
tiempos ensayados.

La expresion incrementada de citoquinas pro-inflamatorias en el grupo de animales
inoculados con la cepa EF214, demuestra que se desencadend un proceso inflamatorio en
las glandulas mamarias y esto fue lo que condujo al reclutamiento de los PMNs observados
en el analisis histopatoldgico (figuras 33 y 34).

Baravalle et al. (2015) y Silvestrini et al. (2017) demostraron en un modelo bovino
y murino, respectivamente, que la expresion relativa de IL-1B y TNF-a, fue mayor en las
glandulas mamarias que fueron pre-tratadas con extracto de P. ginseng respecto a las
glandulas mamarias control. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el presente
trabajo donde la expresion relativa de ambas citoquinas pro-inflamatorias aumento
significativamente en las glandulas mamarias de los animales pre-tratados con AE (100
pg/ml).

La expresion incrementada de citoquinas pro-inflamatorias en las glandulas pre-
tratadas con AE esta relacionada con los resultados obtenidos en las pruebas in vitro en las
que se evidencio la capacidad del AE para activar macrofagos (Montironi et al., 2016a) e in
vivo donde el andlisis histopatologico revelo una leve infiltracion de PMNSs sin afectar la
arquitectura del tejido mamario de los ratones pre-tratados con AE (figuras 39 y 40). Todos
estos resultados indicarian que la dosis de AE (100 upg/ml) empleada para realizar el pre-

tratamiento de las glandulas mamarias seria la 6ptima para desencadenar una respuesta
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inflamatoria adecuada que prepararia a la glandula para una posterior infeccion con un
microorganismo patdgeno.

En un modelo murino de mastitis, Silvestrini et al. (2017) demostraron que la
expresion de TNF-a, en los animales del grupo desafio (pre-tratados con P. ginseng y
desafiados con S. aureus) se incrementd respecto a los animales inoculados con el
microorganismo solo, a las 6 h post-inoculacion. Sin embargo, Guo et al. (2017) observaron
una disminucion del nivel de expresion de TNF-o e IL-1 en los animales que recibieron el
pre-tratamiento con luteolina y el posterior desafio con S. aureus respecto a los animales
inoculados con S. aureus, a las 24 h post-inoculacion. Los resultados informados por estos
autores concuerdan con los observados en el presente trabajo donde si bien los niveles de
expresion de IL-1B aumentaron en los animales del grupo desafio en comparacion con
ratones del grupo cepa EF214 a las 24 h, la expresion de ambas citoquinas pro-inflamatorias
disminuyd en el grupo desafio respecto a lo observado en los ratones tratados con la cepa
EF214 a las 48 y 96 h post-inoculacion. Estos resultados se relacionan con el analisis
histopatologico de las glandulas mamarias del mismo grupo de animales donde se observo
una disminucion de la inflamacién a partir de las 24 h con respecto a lo observado en las
glandulas inoculadas con la cepa EF214 (figuras 39 y 40), sugiriendo que el AE estaria
ejerciendo un efecto que tiende a disminuir la respuesta inflamatoria causada por la cepa
EF214. Este hallazgo es alentador debido a que un aumento exagerado y descontrolado en
la expresidn de citoquinas pro-inflamatorias provocaria dafios a nivel tisular (Guo et al.,
2017).

En la figura 45, se observa la expresion relativa de 1L-10 en glandula mamaria de

ratones Balb/c hembras en periodo de lactancia a las 24, 48, 72 y 96 h post-inoculacion.
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Figura 45: Expresion relativa (método 244%Y) de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 en glandula mamaria de
ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de lactancia. Condicion calibradora (control: glandulas mamarias
inoculadas con PBS/DMSO 0,05%; gen normalizador: gen gapdh).

*p<0,05; ***p<0,001 diferencias significativas respecto a la condicion control: glandulas mamarias
inoculadas con PBS/DMSO 0,05%.

##p<0,01 diferencia significativa respecto a glandulas mamarias inoculados con la cepa EF214 1x108
UFC/ml.

Se detectaron bajos niveles de expresion de IL-10 en todos los grupos tratados,
manteniéndose sin diferencia respecto al grupo control a las 24, 48 y 72 h post-inoculacion.
Sin embargo, en los animales inoculados con la cepa EF214, se observé un incremento
significativo de IL-10 con respecto al control a las 96 h (p<0,05). También se observé un
incremento en los niveles de esta citoquina en los animales del grupo desafio comparado con
el grupo control (p<0,001) y comparado con el grupo inoculado con la cepa EF214 (p<0,01)
a las 96 h post-inoculacion (figura 45).

La respuesta inmune innata se activa en las primeras horas luego de la penetracion
de un microorganismo patégeno al hospedador. En la glandula mamaria, se ha demostrado
que la rapidez y magnitud de esta respuesta influyen en la resolucion de la mastitis
(Bannerman, 2009). Si bien la respuesta inflamatoria originada por los diferentes factores
inmunes es necesaria porque conduce a la eliminacion de los patdgenos, es fundamental la
regulaciéon de estos procesos, porque podrian resultar perjudiciales y mortales si no son

controlados (Di Gioia y Zanoni, 2015). IL-10, es una citoquina anti-inflamatoria, secretada
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principalmente por macrofagos activados al final del proceso inflamatorio. Ejerce su accion
suprimiendo la produccién de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a, e 1L-12 por parte
de los macréfagos, lo cual inhibe el reclutamiento de PMNSs al sitio de la infeccion (Redpath
etal., 2001; Guo et al., 2017).

En sintesis, los efectos bioldgicos de 1L-10 se deben principalmente a su capacidad
para reducir las respuestas originadas por los macréfagos y atenuar la actividad bactericida
de PMNs para devolver el sistema a su estado de reposo cuando la infeccion se ha erradicado,
contribuyendo a la disminucion del dafio tisular (Abbas et al., 2012).

En el presente estudio se detect6 que la cepa EF214 indujo la produccién de I1L-10 a
las 96 h post-inoculacion. Estos resultados concuerdan con los reportados por Bannerman et
al. (2004b) y Trigo et al. (2009), quienes observaron niveles elevados de IL-10 a partir de
las 42 h y 72 h post-infeccionen un modelo bovino y murino de mastitis por S. uberis y S.

agalactiae, respectivamente.

Segln Bannerman (2009), la induccién de IL-10 se ve inhibida o retrasada en vacas
con mastitis que presentan recuentos bacterianos elevados o persistentes en leche. Entonces,
los niveles de IL-10 alcanzados durante la infeccion por la cepa EF214 estarian relacionados
con el nimero casi constante de bacterias observado en el tejido mamario desde las 96 hasta
las 360 h (15 dias) post-infeccion (figura 41). Ademas, estos niveles no serian suficientes
para contrarrestar los efectos de las citoquinas pro-inflamatorias y comenzar a resolver la
inflamacion en el tejido mamario.

Guo et al. (2017), reportaron que el pre-traramiento con luteolina en un modelo
murino de mastitis por S. aureus provocd un incremento en los niveles de IL-10. Esta
citoquina, ejerce sus efectos anti-inflamatorios a través de la regulacion positiva del
antagonista del receptor de IL-1B y de los receptores solubles de TNF-a, lo que altera la
capacidad de estas citoquinas para ejercer sus efectos (Bannerman, 2009). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en el presente trabajo donde el aumento en la expresién de IL-
10 coincide con la disminucion de TNF-a., IL-1p en los animales del grupo desafio, respecto
al grupo inoculado con la cepa EF214. Por otro lado, el incremento de IL-10 se relaciona
con la disminucion de la inflamacion observada a partir de las 24 h post-desafio (figuras 39
y 40) y con la disminucion significativa en el nUmero de bacterias a partir de las 96 h post-
infeccion comparado con el recuento bacteriano observado en el grupo inoculado con la cepa
EF214 (figura 41).
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Estos resultados sugieren que el AE potenciaria la expresion de IL-10, lo que resulta
benéfico para favorecer la resolucion del proceso inflamatorio disminuyendo los signos de
la mastitis, teniendo en cuenta que un aumento exagerado y descontrolado en la expresion
de citoquinas pro-inflamatorias provocaria dafios a nivel del tejido mamario (Bannerman,
2009; Guo et al., 2017).

5.3.3.7. Cuantificacion de las subpoblaciones de linfocitos T (CD4*/CD69* y CD8*/
CD69%)

A partir de muestras de sangre de los ratones de todos los grupos obtenidas a las 96
h post-inoculacion, se analiz6 el porcentaje de LT CD4" y CD8" que expresan el marcador
CD69" mediante citometria de flujo. CD69" es un marcador de activacion linfocitaria el cual
se expresa en los LT dentro de los 30 minutos de ocurrida la presentacion antigénica (Maino
etal., 1995).

En la figura 46, se observa el porcentaje de células T CD4*/CD69* y CD8"/ CD69"

de los ratones del grupo control, inoculados con la cepa EF214 (1x108 UFC/mI), pre-tratados

con AE (100 pg/ml) y grupo desafio.
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Figura 46: A) graficos dot plot (de puntos) y B) porcentaje de linfocitos T CD4* y CD8* que expresan el

marcador CD69" en sangre de ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de lactancia, 96 h post-inoculacion

int

ramamaria con PBS/DMSO 0,05% (grupo control vehiculo), cepa EF214 (1x108 UFC/m), pre-tratadas con

AE (100 pg/ml) y grupo desafio (pre-tratamiento con AE y el posterior desafio con la cepa EF214).

*p<0,05; **p<0,01 diferencias significativas respecto al grupo control.

#p<0,05, ###p<0,001 diferencias significativas respecto a glandulas mamarias inoculados con la cepa

EF214 1x108 UFC/ml.

En la figura 46, se observa un incremento en el nimero de LT CD4* y CD8"*
activados, sélo en el grupo inoculado con la cepa EF214 comparado con el grupo control
(p<0,01; p<0,05, respectivamente). En los animales del grupo desafio el porcentaje de
células T CD4" y CD8" activadas fue significativamente menor respecto a lo observado en

el grupo inoculado con la cepa EF214 (p<0,001; p<0,05, respectivamente).

E. faecium es una bacteria Gram positiva que presenta la capacidad de formar biofilm
(Cerioli et al., 2018). Los microorganismos del género Enterococcus son considerados
patdgenos extracelulares. Sin embargo, se ha demostrado que poseen la habilidad de
adherirse e internalizar en diferentes tipos celulares, incluidos los macréfagos, y sobrevivir
dentro de ellos evadiendo la respuesta inmune (Baldassarri et al., 2001; Kouidhi et al., 2011).

La inmunidad antimicrobiana comienza con una respuesta innata temprana, sin
embargo, si un patdgeno es capaz de evadir 0 no es completamente eliminado, la inmunidad
adaptativa se activa (Tizard, 2009).

Las células efectoras que intervienen en la inmunidad adaptativa son los LT y LB.

Las células dendriticas regulan ambas formas de respuesta inmune debido a que captan el
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antigeno activando las defensas innatas y simultdneamente, procesan estos antigenos y
actian como CPA para dar inicio a la respuesta inmune adaptativa. Las CPA reconocen al
microorganismo invasor, dando inicio al procesamiento del antigeno que incluye la
fragmentacion de las moléculas del mismo en pequefios péptidos y la union de éstos a las
moléculas del CMH. Hay dos clases de moléculas del CMH, las CMH de clase I, que
presentan principalmente antigenos de microorganismos intracelulares a los LT CD8" y las
CMH de clase Il, que presentan principalmente antigenos exdgenos, es decir de
microorganismos extracelulares a los LT CD4" (Tizard, 2009).

Teniendo en cuenta que E. faecium es un microorganismo extracelular, el aumento
en el nimero de LT CD4" activados, observado en el grupo inoculado con EF214 a las 96 h,
es esperable debido a que el patdgeno fue reconocido por una CPA y presentado a las células
T CD4" a través del CMH 1. Sin embargo, también se observé un incremento en el nimero
de LT CD8" activados, lo que podria explicarse debido a que este patégeno tiene la capacidad
de internalizar en diferentes tipos de células, por lo que pudo haber sido presentado a los LT
CD8* a través del CMH I. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Trigo et al.
(2009) en un modelo murino de mastitis por S. agalactiae, donde observaron que este
microorganismo provoc6 un aumento de los LT CD4" y CD8" activados en los ganglios
linfaticos mamarios a las 24 h post-inoculacion. A pesar de haber estudiado diferentes
microorganismos es importante aclarar que al igual que E. faecium, S. agalactiae es una
bacteria extracelular, que presenta ademas la capacidad de adherirse e invadir diferentes

tipos celulares durante el curso de la infeccién (Tenenbaum et al., 2007).

Cuando las CPA presentan el antigeno a través de moléculas del CMH | a los LT
CD8, estos se diferencian a LT CD8" citotoxicos (LTc) efectores. La diferenciacion de LT
CD8" a LTc efector implica la adquisicion de mecanismos para llevar a cabo la destruccion
de las células, como el desarrollo de granulos citoplasmaticos que contienen proteinas como
perforinas y granzimas y la expresion de moléculas como el FasL que se unird a Fas sobre
la célula diana, y de esta manera destruiran por apoptosis a la célula infectada. Por otro lado,
los LTc tienen la capacidad de secretar citoquinas como IFN-y y TNF-a, que activan a los
macrofagos para que fagociten mas eficientemente a los microorganismos intracelulares
(Abbas et al., 2012).

En sintesis, las subpoblaciones de LT CD4" y CD8" se activaron a las 96 h en el
grupo de ratones inoculados con la cepa EF214 indicando que fue necesaria la activacion de
la respuesta inmune adaptativa para resolver la infeccion causada por este patdgeno. Si bien
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las subpoblaciones de células T fueron cuantificadas en sangre se ha descripto que hay un
reclutamiento selectivo de las subpoblaciones de LT a la glandula mamaria bovina durante
la mastitis, que depende del tipo de patdgeno. En muestras de leche obtenidas de vacas con
mastitis estafilococica, se observé un aumento en el nimero de LT CD4*, mientras que en
la leche de vacas con mastitis estreptocécica se observaron aumentos tanto de LT CD4"
como CD8" (Soltys y Quinn, 1999). Considerando esto y que E. faecium es un
microorganismo taxondémicamente relacionado con el género Streptococcus, los resultados
obtenidos serian los esperables. Estos resultados ademas, se relacionan con la presencia de
macrofagos y linfocitos observada en el analisis histopatolégico de este grupo de ratones
(figuras 33y 34).

En los animales que recibieron el pre-tratamiento con AE y en los animales del grupo
desafio no se observé incremento en el nimero de LT CD4" y CD8* activados. Este resultado
indica que no fue necesaria la activacion de la inmunidad adaptativa y sugiere que los
mecanismos de la inmunidad innata desencadenados en presencia del AE habrian sido
suficientes para controlar la infeccion. Estos resultados se relacionan con los bajos niveles
de TNF-a e IL-1B, la disminucion de PMNs y la disminucion en el recuento bacteriano,
observados en el grupo desafio.

Los resultados obtenidos en este ensayo demuestran que el AE de M. verticillata
moduldé la respuesta inmune innata de la glandula mamaria pre-tratada con AE
desencadenando una respuesta inflamatoria con incremento en la expresion de TNF-a e 1L-
1B, lo que indujo el reclutamiento de PMNs hacia la glandula mamaria preparandola de esta
forma para una posterior infeccion por un microorganismo patégeno. De acuerdo a lo
observado en el grupo desafio, donde las glandulas recibieron el pre-tratamiento con AE y
el posterior desafio con la cepa EF214 (1x108 UFC/mI) la infeccion se pudo controlar en las
primeras horas con la disminucién gradual del patégeno, sin la intervencion de la inmunidad

adaptativa.

5.3.3.8. Evaluacion de anticuerpos totales (IgM, 1gG e IgA) especificos para la cepa E.

faecium EF214 en glandulas mamarias y suero

Se empled la técnica de ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos totales anti-
EF214 en homogenato de glandula mamaria y en suero de los grupos de ratones evaluados.

Las muestras de sangre se tomaron a las 360 h (15 dias) post-inoculacion.
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En la figura 47 A, se observan los titulos de anticuerpos en suero y en la figura 47

B, los titulos de anticuerpos en homogenato de glandula mamaria.
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Figura 47: Anticuerpos totales (IgM, IgG e IgA) anti- EF214 en A) suero y en B) glandula mamaria de ratones
Balb/c hembras con 10-15 dias de lactancia, 360 h (15 dias) post-inoculacién con PBS/DMSO 0,05% (grupo
control vehiculo), la cepa EF214 (1x108 UFC/mI) y grupo desafio (pre-tratadas con aceite esencial y luego
desafiadas con la cepa EF214).

**p<0,01; ***p<0,001; diferencias significativas respecto al grupo control vehiculo. #p<0,05 diferencia

significativa respecto al grupo inoculado con la cepa EF214 1x108 UFC/m.

Se observo un incremento significativo en los niveles de anticuerpos anti-EF214 en
suero y homogenatos de glandula mamaria del grupo inoculado con la cepa EF214 (1x108
UFC/ml) comparado con el grupo control (p<0,01 y p<0,001, respectivamente).

En el suero y homogenatos de glandula mamaria del grupo desafio se observé un
incremento en la produccion de anticuerpos anti-EF214 con respecto al grupo control, que

solo fue significativo en la glandula mamaria (p<0,01) (figura 47 Ay B).
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Los niveles de anticuerpos tanto en las glandulas mamarias como en el suero de los
animales del grupo desafio fueron menores comparados con el grupo inoculado con la cepa

EF214, aunque solo fue significativo en las glandulas mamarias (p<0,05) (figura 47 B).

La produccion de anticuerpos estd determinada por la activacion de los LB. Los LTfh
activados por el reconocimiento de un antigeno presentado por las células dendriticas en
moléculas del CMH I, cooperan con los LB para que éestos se diferencien en células
plasmaticas productoras de anticuerpos (Fainboim y Geffner, 2017). Los anticuerpos, que
pueden ser de clase IgM, 1gG, IgA o IgE, opsonizan a los microorganismos activando, entre
otras cosas, la fagocitosis celular. Del mismo modo neutralizan la accion de las toxinas
producidas por ciertos patdgenos (Tizard, 2009; Abbas et al., 2012).

En el presente trabajo, se observo un incremento en los niveles de anticuerpos anti-
EF214, tanto en el suero como en las glandulas mamarias del grupo inoculado con la cepa
EF214. Estos resultados concuerdan con los informados por Trigo et al. (2009) quienes
observaron un aumento en los niveles de anticuerpos anti-S. agalactiae en las glandulas
mamarias y en el suero de ratones infectados a las 240 y 360 h (10 y 15 dias, respectivamente)
post-inoculacion intramamaria en ratones Balb/c.

El incremento en los niveles de anticuerpos anti-EF214, se relaciona con la
disminucion en el recuento bacteriano observada a las 360 h en el tejido mamario inoculado
con la cepa EF214 (1x108 UFC/ml). Sin embargo, como lo muestra la figura 41, la bacteria
no fue completamente erradicada de la glandula mamaria, lo que podria indicar que si bien
la inmunidad humoral, cumpliria un rol importante en el control de la mastitis causada por
E. faecium, no seria suficiente para eliminar al patégeno del tejido mamario. Este resultado
evidencia la capacidad de esta bacteria para internalizar en las células de la glandula mamaria
y evadir el sistema inmune.

Los niveles de anticuerpos detectados en el grupo desafio demostraron que en
presencia del AE no fue necesaria la activacion de la inmunidad humoral.

Todos los resultados obtenidos en esta tesis doctoral demuestran el efecto modulador
del AE sobre los mecanismos de la respuesta inmune innata en un modelo murino de mastitis
y su capacidad para controlar la infeccion en las primeras horas sin que sea necesaria la

activacion de la respuesta inmune adaptativa.
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6. CONCLUSIONES

v El analisis quimico del aceite esencial (AE) obtenido de M. verticillata, proveniente
de la provincia de San Luis, reveld un quimiotipo de tipo 3 (pulegona-mentona) similar al

aceite de esta misma especie anteriormente caracterizado como inmunoestimulante.

v AE no resulto toxico para células epiteliales de glandula mamaria bovina (MAC-T), a

las concentraciones y tiempos ensayados.

v' AE estimulé los mecanismos de adherencia y fagocitosis de macréfagos murinos
(RAW 264.7) y activé uno de los mecanismos microbicidas a través de la produccion de
ROS. Ademas, demostré un efecto antiinflamatorio disminuyendo los niveles de NO en

presencia de LPS e IFN-y.

v' AE no afectd el peso, la coloracién o la arquitectura de las glandulas mamarias de
ratones Balb/c hembras en periodo de lactancia, independientemente de la concentracion
ensayada o el tiempo de exposicion.

v AE (100 pg/ml) result6 la dosis 6ptima como inmunoestimulante en glandula mamaria

activando el reclutamiento de PMNs sin afectar la arquitectura del tejido glandular.

v’ La cepa E. faecium EF214 (1x10® UFC/ml), que logr6 establecer una infeccion
intramamaria en ratones Balb/c hembras, afecté la coloracion, peso y arquitectura de la
glandula mamaria. No fue reconocida por TLR2, sin embargo, produjo un incremento en la
expresion de citoquinas pro-inflamatorias y el reclutamiento de un gran namero de PMNS.
La bacteria fue capaz de diseminar a diferentes dérganos y permanecio en la glandula con un
recuento estable desde las 96 a las 360 h activando la inmunidad adaptativa celular y
humoral. Alrededor de las 96 h se produjo un incremento de la citoquina anti-inflamatoria
IL-10.

v’ El pre-tratamiento con AE (100 ug/ml) revelé que AE no fue reconocida por TLR2,
sin embargo provocé un aumento en la expresion de IL-13 y TNF-a lo que indujo una leve
infiltracion de PMNs asociada con un cambio en la coloracion de las glandulas sin afectar la
arquitectura, tamario y peso de las mismas. No incremento la expresion de IL-10 ni activo la

inmunidad adaptativa celular.

v' En los animales del grupo desafio se observd una mejoria macroscépica de las

gldndulas mamarias asociada a una menor infiltracion de PMNs y un recuento bacteriano
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mas bajo a partir de las 96 h post-inoculacion respecto al recuento en las glandulas mamarias
infectadas con la cepa EF214. La expresion de TLR2 se vio disminuida aunque sin
diferencias con respecto al grupo control. A las 48 y 96 h se observé una disminucién en la
expresion de TNF-a e IL-1B que coincide con un incremento en la expresion de 1L-10. No

se activo la inmunidad adaptativa celular ni humoral.

Sobre la base de lo expresado se confirma el potencial inmunomodulador del AE de
M. verticillata. Los resultados obtenidos sientan base para futuros estudios en un modelo
bovino que permita la posible aplicacion del AE de M. verticillata como terapia

alternativa/complementaria en la prevencion de la mastitis bovina.
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ANEXO I:

Identificacién y cuantificacion de los compuestos mayoritarios del aceite esencial
de M. verticillata



Tabla 1: Composicion quimica del aceite esencial de Minthostachys verticillata. Se detallan los compuestos

identificados con su respectivo porcentaje relativo en cada una de las muestras oleosas obtenidas a partir

de dos especimenes de M. verticillata.

AE M. verticillata proveniente de Santa

AE M. verticillata proveniente de Villa

Rosa (Co6rdoba) Larca (San Luis)
Compuesto Identificado Tiempos de Porcentaje relativos Tiempos de Porcentaje relativos
retencion (min.) (%) retencion (min.) (%)
é-careno 10,486 0,39 10,486 0,29
S-pineno 12,136 0,51 12,136 0,40
Limoneno 14,012 1,41 14,002 1,14
Mentona 18,809 60,57 18,634 37,79
Cis-mentona 18,969 3,72 18,879 1,38
Isopulegona 19,254 0,86 19,219 1,15
Cyclohexanone, 2-
isopropyl-2,5-dimethyl- 20,620 114
Pulegona 21,455 29,58 21,390 51,66
Piperitona 21,845 1,45 21,810 1,40
Bicyclo[2.2.1]heptan-2-
ol, 2-allyl-1,7,7- 22,820 0,63
trimethyl-
Pipieritenona 24,426 0,50 24,421 1,56
y-elemeno 28,833 0,39 28,833 0,27
Espatulenol 31,029 0,62 31,029 1,19
Total -—-- 100 -—-- 100

133



26-May-2015 + 15:59:18|
muestra ivana 1 Scan El+
18.81 TIC
1007 2.73e9

Mentona

21.46

Pulegona
%_
1043 12,14 24.43 28.83 R
A 5
Dl 58 T L T R T Tt D gl L P PN S L | RTSUER A) ) P e R R . e e e e S B s TR s T
760 12.60 17.60 2260 2760 32.60 37.60 42.60 47.60

Figura 1: Perfil cromatogréfico obtenido por CG-MS del aceite esencial obtenido de la especie Minthostachys verticillata proveniente de la localidad de Santa Rosa, Provincia

de Cordoba, Argentina. El &rea representada por los picos, corresponde a las proporciones en las que se encuentra cada componente en dicha mezcla. Se observan los tiempos

de retencién sobre cada pico.
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ANEXO II

Seguimiento de ratones Balb/c hembras y optimizacion de la inoculacion

intramamaria en un modelo murino



Figura 1: A) Cajas provistas por el Bioterio donde se mantuvieron los ratones Balb/c hembras durante todo
su ciclo de vida. B) Periodo de apareamiento: se colocaron 4 ratones Balb/c hembras en cajas que
permanecieron durante 7 dias con 2 machos. Finalizado ese tiempo, los machos se retiraron de las cajas. C)
Hembras en periodo de gestacidn, el cual tiene una duracion de 19 a 21 dias a partir del dia 0 (momento en

gue se colocaron las hembras y machos juntos).

Figura 2: Sujecién y marcaje de ratones Balb/c hembras en su primer dia de lactancia.
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Figura 4: Fotografias representativas de glandulas mamarias de la regién abdominal de ratones Balb/c

hembras con 10-15 dias de lactancia. A la izquierda de la figura se muestran las glandulas L4 y R5
inoculadas con la solucion de Azul de Evans al 0,2% y a la derecha las glandulas R4 y L5 no inoculadas.
Se observa que el colorante no difundio hacia las glandulas no inoculadas, confirmando la precision de las

inoculaciones intramamarias. n= 2.
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Figura 5: Fotografias representativas de glandulas mamarias de ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de
lactancia, 72 h post-inoculacion con PBS. Glandula mamaria de hembra que A) continué y B) no con la

lactancia luego de la inoculacion. n= 2.

Figura 6: Histopatologia de glandulas mamaria de ratones Balb/c hembras con 10-15 dias de lactancia, 72

h post-inoculacion con PBS. Histopatologia de glandula mamaria de hembra que continué (A) y no (B) con
la lactancia luego de la inoculacion. La flecha indica un PMN, la estrella secrecion lactea y la punta de

flecha, un alveolo. Secciones representativas del tejido mamario. Magnificacion 10X. n= 2.
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ANEXO 111

Curva de crecimiento cepa E. faecium EF214
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Figura 1: curva de crecimiento de la cepa E. faecium EF214.
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