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RESUMEN
Las células madre mamarias bovinas (bMSC) son capaces de regenerar y reparar el tejido
mamario, por esta razon se plantea su uso en el tratamiento de enfermedades como la mastitis, o
para mejorar la produccién de leche. Sin embargo, la caracterizacion celular es primordial para
usarlas en terapia. Debido a esto, el objetivo de este estudio fue identificar bMSC en el tejido
mamario y en células aisladas de leche, al analizar la expresion de los marcadores: receptor
tirosina quinasa (C-Kit), citoqueratina 14 (CK14), nestin, integrina 6-alfa (I6a.), milk fat globule-
EGF factor-8 (Mfge8) y por inmunofluorescencia y/o inmunohistoquimica. Se logro aislar células
de leche y cultivarlas durante 24 dias. Mediante inmunocitofluorescencia se identificaron células
alveolares Nestin /C-Kit", células mioepiteliales 160 /C-Kit", progenitores alveolares Mfge8*/C-
Kit", progenitores mioepiteliales CK14"/C-Kit®, y progenitores multipotentes 160"/C-Kit" y
Nestin®/C-Kit". Con la tincion de H&E y el inmunomarcaje del tejido se comprob6 que los
conductos y alveolos tienen una capa interna de células epiteliales luminales y alveolares,
respectivamente, que a su vez esta rodeada por una capa de células mioepiteliales. Esta estructura
se encuentra dentro del estroma compuesto por fibroblastos y adipocitos. En el tejido de vacas en
lactancia se identificaron células alveolares Mfge8®, células mioepiteliales CK14"/C-Kit™ y
Nestin®; progenitores alveolares CK14/C-Kit®, 160 /C-Kit" y Mfge8*/C-Kit"; progenitores
mioepiteliales CK14"/C-Kit" y Nestin®, progenitores multipotentes 16a"/C-Kit", y Nestin® y
miofibrastos Nestin®. En muestras de vaconas el marcaje fue negativo para todos los anticuerpos .
PALABRAS CLAVE:
e INMUNOMARCAJE
e CELULAS MADRE MAMARIAS BOVINAS

e MARCADORES CELULARES
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ABSTRACT
Bovine mammary stem cells (bMSC) are able to regenerate and repair mammary tissue, for
this reason they are in the treatment of diseases such as mastitis, or to improve milk production.
However, cell characterization and identification are essential before using them in therapy. So
the objective of this study was to identify bMSC in mammary tissue and in cells isolated from
milk, by analyzing the expression of markers: receptor tyrosine kinase (C-Kit), cytokeratin 14
(CK14), integrin 6-alpha (I6a), nestin Milk fat globule-EGF factor-8 (Mfge8) and by
immunofluorescence and/or immunohistochemistry. It was possible to isolate milk cells and to
culture them for 24 days. Immunocytofluorescence was used to identify Nestin/C-Kit alveolar
cells, I6a’/C-Kit™ myoepithelial cells, Mfge8*/C-Kit" alveolar progenitors, CK14"/C-Kit"
myoepithelial progenitors, and 16a’/C-Kit" y Nestin*/C-Kit" multipotent progenitors. H&E
staining and immunolabelling of the mammary tissue showed that the ducts and alveoli have an
inner layer of luminal and alveolar epithelial cells, respectively, which is surrounded by a layer of
myoepithelial cells. This structure is immersed by the stroma composed of fibroblasts and
adipocytes. In the tissue of lactating cows, Mfge8* alveolar cells, CK14"/C-Kit™ and Nestin®
myoepithelial cell, CK14/C-Kit", 16a /C-Kit" y Mfge8*/C-Kit" alveolar progenitors CK14"/C-
Kit" y Nestin"myoepithelial progenitors, I6a'/C-Kit" multipotent progenitors, and Nestin®
myofibrast were identified. In samples of veal, the label was negative for all proved antibodies.
KEY WORDS:
e IMMUNOLABELING
e BOVINE MAMMARY STEM CELLS

e CELL MARKERS



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Décadas atras DeOme et al., (1959), realizaron un trasplante de tejido mamario murino y
observaron que este era capaz de originar todas las estructuras de la glandula mamaria, por lo que

fueron los primeros en evidenciar sobre la presencia de células madre en el tejido mamario.

Posteriormente, los estudios realizados por Shackleton et al., (2006), demostraron la capacidad
de multipotencia que presentan las células madre que residen en el tejido de la glandula mamaria
ya que realizaron el trasplante de una de estas células y observaron que era capaz de reconstituir

una glandula mamaria completa.

Al demostrar que las células madre mamarias tienen la capacidad de autorrenovarse a través
de la replicacion y diferenciarse en linajes celulares especificos (Shenghui, Nakada, & Morrison,
2009; Capuco et al., 2012), se planted su uso como una alternativa novedosa en la terapia de

regeneracion de tejidos mamarios enfermos y dafiados (Rauner & Barash, 2012; Medeiros, 2016).

Para evaluar la capacidad regenerativa de las células madre mamarias in vivo, se ha optado por
el trasplante (o xenoinjertos) de células a la almohadilla de grasa de una glandula mamaria
funcional como en los estudios realizados por Rauner & Barash, (2012), o Martignani et al.,
(2015), etc., el cual se ha convertido en el método estdndar. Por otra parte, la capacidad
regenerativa de las células madre mamarias también ha sido evaluada in vitro, mayormente
mediante el cultivo celular, como por ejemplo los trabajos realizados por Martignani et al.,

(2010), Cravero et al., (2015), (Choudhary, 2014), entre otros.
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A pesar de que ya se conoce sobre la existencia de células madre mamarias bovinas, no se
tiene esclarecido la composicion y dindmica celular del tejido en el que residen, razon por la cual
surge la necesidad de identificar y caracterizar la gran variedad de subpoblaciones celulares del
tejido mamario, demostrando que en este se encuentran células totalmente indiferenciadas como
lo son las células madre, células progenitoras con mayor diferenciacion, y células totalmente
diferenciadas y especializadas como las células epiteliales (luminales) y mioepiteliales (basales),

(Figura 1) (Holland et al., 2003; Li et al., 2009).

(o) Pregnancy
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Ductal
Presumed location of : epithelium
Ma5Cs during puberty
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Alvealar
epithelium

Luminal cells
= Basal cells

Figura 1. Poblaciones celulares en la glandula mamaria
Fuente: (Lloyd et al., 2017).

Al caracterizar el tejido mamario, demostraron que cada subpoblacion celular encontrada expresa
marcadores especificos (Sharma & Jeong, 2013). Sin embargo, el estudio de marcadores de
células madre mamarias lo han realizado en otras especies principalmente en modelos humanos y
murinos (Capuco et al., 2012; Rauner & Barash, 2012). Por tal motivo, parte de las

investigaciones se centraron en saber si dichos marcadores encontrados en otras especies son
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aplicables a celulas madre mamarias bovinas, o si existen marcadores propios de las poblaciones

celulares que residen ahi (Li et al., 2009; Van de Moosdijk et al., 2017).

La mayoria de los protocolos que se utilizan para identificar, caracterizar y clasificar
poblaciones celulares, dependen del inmunomarcaje, que consiste en el uso de un conjuntos de

anticuerpos contra las proteinas de la superficie o matriz celular (Cravero et al., 2014).

Moreira, (2010) y Perruchot et al., (2016) mencionan gque actualmente para la caracterizacion
del fenotipo de las poblaciones celulares se usan marcadores como citoqueratinas (CK5, CKS6,
CK8, CK9, CK14, y CK18), receptores de hormonas y de esteroides, actividad aldehido

deshidrogenasa, el receptor tirosina quinasa (C-Kit), nestin, entre otros.

Sin embargo, el nuevo enfoque de las investigaciones consiste en llevar a cabo estudios con
marcadores celulares en diferentes estadios fisiologicos del ciclo de vida mamario bovino: antes y
después de la pubertad, durante la gestacién, en la lactancia y finalmente en la involucion, debido
a que las poblaciones celulares cambian a lo largo de estas etapas, y consecuentemente la
expresion de los marcadores celulares como por ejemplo: CD24 (antigeno estable al calor), CD29
(integrina B1), CD49f (integrina a6), CD61 (integrina f3), Sca-1 (antigeno de células madre 1),

entre otros (Van Keymeulen et al., 2011; Perruchot et al., 2016; Van de Moosdijk et al., 2017).

Simultdneamente, varios investigadores se dedican al estudio de células madre mamarias
bovinas pero con otro enfoque, descubrir los métodos para cultivarlas en grandes cantidades,
durante largos periodos de tiempo y manipularlas para generar tipos celulares especificos, esto
con el fin de poder ser aplicadas en la regeneracion de tejidos (Sharma & Jeong, 2013; Cravero

etal., 2014).
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Estudios mas recientes, como llevados a cabo por Tornillo et al., (2013), Baratta et al., (2015),
Martignani et al., (2015), Cravero et al., (2015), entre otros, utilizan los dos enfoques para
complementar el estudio de células madre, analizar la regeneracion de las células madre in vitro e
in vivo, y ademas caracterizarlas mediante el uso de marcadores celulares en técnicas como

citometria de flujo o moleculares (Choudhary, 2014).

1.2 Justificacién

La mastitis es una infeccion intramamaria causada principalmente por E coli, S. aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, entre otros, estas ingresan a los tejidos
productores de leche, los conductos y finalmente a las cisternas que almacenan la leche,
proliferando y causando inflamacion del tejido mamario (Viguier et al., 2009; Sharma & Jeong,
2013) (Figura 2). La mastitis ocasiona dafios patoldgicos en la glandula mamaria y cambios en
las propiedades de la leche (Akers, & Nickerson, 2011). En los Gltimos afios, las técnicas de
automatizacién para la produccién de leche de manera industrial ha causado en los bovinos la
mastitis con mayor frecuencia, lo que consecuentemente representa grandes pérdidas econdmicas
por varias razones: disminucion de la produccién y la calidad de la leche, valor animal, los
costos de los medicamentos, el tiempo invertido en tratar al animal e inclusive el sacrificio del
animal (Rauner & Barash, 2012; Medeiros, 2016). De hecho, la glandula mamaria bovina puede
producir 3.000 kg de leche en un ciclo completo de lactancia, y si un cuarto de la glandula esta
afectada se reduce la produccion de leche del 10 al 12% (Viguier et al., 2009; Akers, &

Nickerson, 2011; Sharma & Jeong, 2013).
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Figura 2. Esquema de una ubre infectada con mastitis
Fuente: (Viguier et al., 2009)

Debido a las pérdidas econémicas, su prevalencia y el costo de curacion de la mastitis surge la
necesidad de tratarla y prevenir su aparicion (Viguier et al., 2009; Sharma & Jeong, 2013). Se ha
propuesto varias estrategias terapéuticas para contrarrestar la infeccion causada por la mastitis,
entre ellas el uso de células madre para reparar o reemplazar el tejido dafiado, o incluso revertir la
enfermedad o lesion (Jaime, Garza, & Ortiz, 2007). El principal enfoque de la terapia
regenerativa aplicada a los bovinos seria tratar la mastitis ya que propone repoblar el tejido con

células madre exdgenas o estimular la produccion de las células madre enddgenas (Choudhary,

2014).
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Sin embargo, el primer paso es identificar y caracterizar las células que residen en el tejido
mamario, por lo que el presente trabajo pretende plantear la identificacion y caracterizacion de
células madre bovinas en muestras de tejido mamario y leche, ya que este es uno de los métodos
mas utilizados para discernir entre poblaciones celulares, debido a que cada poblacidn expresa
marcadores celulares especificos, y asi facilmente pueden ser identificadas y separadas unas

poblaciones celulares de otras (Sharma & Jeong, 2013; Van de Moosdijk et al., 2017).

La expresion de marcadores celulares, ademas de identificar, caracterizar y clasificar a las
bMSC y su progenie, también permitird conocer sobre su regulacion, diferenciacion, y los
aspectos que influencian en la proliferacion de un tipo celular especifico como: factores de
crecimiento, citoquinas, matriz extra celular, etc. Su estudio contribuira a una mejor comprension
del papel de las células madre en la plasticidad de la glandula mamaria (Rauner & Barash, 2012;

Inman et al., 2015).

La caracterizacion de la glandula mamaria requiere la especificacion de la especie, sexo, edad,
historia reproductiva y el estadio fisioldgico en el que se encuentra el animal (Russo, Tewari, &
Russo, 1989). Por tal motivo, existe la necesidad de realizar investigaciones en modelos bovinos,
ya que gran parte de la informacion disponible sobre sus células madre mamarias y su progenie
ha sido obtenida por extrapolacion de resultados de otras especies, generalmente modelos

humanos y murinos (Li et al., 2009; Capuco et al., 2012; Rauner & Barash, 2012).

A futuro, la identificacion de marcadores celulares facilitara las estrategias disefiadas para
controlar la actividad celular, principalmente la capacidad regenerativa del tejido (Capuco et al.,
2012, Rauner & Barash, 2012; Inman et al., 2015). Ademas uno de los usos que se pretender dar

a la expresion de marcadores de las células secretadas en la leche, es que estos puedan ser usados
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como biomarcadores de la eficiencia de produccion de la glandula mamaria, ya que estan

vinculados con el estadio fisioldgico del animal (Choudhary, 2014).

Por otra parte, la terapia con células madre permitira optimizar la produccién de leche, ya que
la persistencia de la lactancia depende de la capacidad regenerativa de las células madre
mamarias bovinas. Esto quiere decir que el tiempo de produccion de leche se podria prolongar al
favorecer la proliferacion de células alveolares, ya que este tipo celular es el encargado de
producir la leche, y adicionalmente, se podria acortar el tiempo de involucién o periodo seco, al
favorecer la regeneracién rapida del tejido epitelial mamario sin tener un efecto nocivo sobre la

produccién de leche en el proximo periodo de lactancia (Capuco et al., 2012; Choudhary, 2014).

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Identificar marcadores de células madre bovinas mediante Inmunohistoquimica Yy/o

Inmunofluorescencia en tejido de glandulas mamarias y leche.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Obtener células madre bovinas a partir de leche mediante cultivo celular.

e Estandarizar las condiciones para inmunomarcaje de células madre bovinas presentes en

leche y tejido mamario.

e ldentificar los marcadores: C-Kit, Integrina 6 alfa, Citoqueratina 14 y MFGES de células

madre bovinas



CAPITULO 2: REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Células madre

Las células madre se definen como las células indiferenciadas que son capaces de
autorrenovarse, es decir, multiplicarse infinitamente y conservarse indiferenciadas a través de la
replicacion, y pueden o no diferenciarse en linajes especificos dependiendo del tipo de division:

simétrica o asimétrica (Figura 3) (Hima & Srilatha, 2011).

La division simétrica de las células madre produce dos células madre idénticas lo que permite
el aumento de la poblacién de células madre, o produce dos células diferenciadas que favorece la

especializacion de las células pero desaparece la poblacién de células madre.

(a) Asymmetric division TN
-~
N TN
N

N
Stem cell

(b) Symmetric division

P
Stem cell

Self-renewing division Lineage -restricting division

Figura 3. Tipo de division de las células madre. a) Asimétrica y b) simétrica
Fuente: (McCaffrey & Macara; 2011)

Por el contrario la division asimétrica dara como resultado una nueva célula madre y una célula
progenitora de un linaje comprometido, o una nueva célula madre y otra celula con mayor

diferenciacion, lo que permitird que se mantenga la poblacién de células madre pero repoblara el
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tejido con celulas especializadas (Shenghui, Nakada, & Morrison, 2009; McCaffrey & Macara;
2011; Cravero et al., 2014).A diferencia de las células madre, las células progenitoras tienen una
capacidad de proliferacion finita y una capacidad de diferenciacion restringida (Capuco el at.,

2012; Sharma & Jeong, 2013).

2.1.1. Clasificacion de las células madre

2.1.1.1. Potencialidad celular

La potencialidad celular se refiere a la capacidad de las células para generar o diferenciarse en
células de multiples linajes (Capuco et al., 2012). Al diferenciarse, la célula generalmente pasa
por varias etapas, volviéndose mas especializada, lo que ha permitido su clasificacion en:
totipotentes, pluripotentes, multipotentes, oligopotentes y unipotentes (Hima & Srilatha, 2011;

Kalra & Tomar, 2014).

Las células madre totipotentes se caracterizan porque pueden diferenciarse en células
embrionarias y extraembrionarias (placenta), por lo tanto pueden originar un organismo completo
y viable. Estas células son producto de la fusion de un 6vulo y un espermatozoide, por lo que el
huevo fertilizado y las células producidas por las primeras divisiones son totipotentes (Hima &

Srilatha, 2011; Kalra & Tomar, 2014).

Las células madre pluripotentes son capaces de generar células de cualquiera de las tres capas
germinales del organismo: ectodermo, mesodermo y endodermo. Por ejemplo, las células madre

embrionarias (Hima & Srilatha, 2011; Kalra & Tomar, 2014).
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Las células madre multipotentes pueden diferenciarse en varias células de una familia
estrechamente relacionada, es decir, solamente una de las tres capas germinales del organismo:
ectodermo, mesodermo y endodermo. Por ejemplo, la médula 6sea contiene células madre
multipotentes que dan origen a todas las células de la sangre, pero no a otros tipos de celulas

(Hima & Srilatha, 2011; Kalra & Tomar, 2014).

Las células madre oligopotentes pueden diferenciarse en solo unas pocas células, como las

células madre linfoides o mieloides (Hima & Srilatha, 2011; Kalra & Tomar, 2014).

Las células unipotentes pueden producir un solo tipo de célula, el suyo propio, pero tienen la
propiedad de la auto renovacion. La mayoria de células adultas que residen en los tejidos y
organos de un individuo son unipontetes, aunque también existen células progenitoras
unipotentes como por ejemplo los tejidos epiteliales que se renuevan durante la vida adulta

(Hima & Srilatha, 2011; Kalra & Tomar, 2014).

2.1.1.2. Origen celular

Las células madre se dividen en tres categorias: células madre embrionarias (ESC por sus
siglas en inglés “embryonic stem cells”), células madre adultas (somaticas) y células madre

pluripontes inducidas (iPSC) (Capuco et al., 2012; Kalra & Tomar, 2014).

Las células madre embrionarias provienen de la masa celular interna del blastocito y son
pluripotentes (Arias & Felmer, 2009; Capuco et al., 2012). Estas células se pueden obtener

después de la formacion del cigoto y antes de su implantacion en el utero (Kalra & Tomar, 2014).

Por otro parte, las células madres adultas se encuentran en los tejidos adultos, y son capaces de

dividirse y crear otra célula identica o una célula mas diferenciada, por lo que son multipotentes
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(Jaime, Garza, & Ortiz, 2007; Shenghui, Nakada, & Morrison, 2009). Esto les permite mantener

y reparar el tejido en el que se encuentran (Kalra & Tomar, 2014).

Finalmente las iPSC se obtienen al inducir a las células diferenciadas terminalmente a
expresar genes que normalmente estan presentes en las células madre embrionarias y que
controlan las funciones celulares, se manipulan (reprograman) genes especificos para llevar a las

células un estado indiferenciado pluripotente (Kalra & Tomar, 2014; Qu et al., 2017).

La Figura 4 describe un diagrama sobre los tipos de células madre.
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Figura 4. Origen y potencia de las células madre.
Fuente: (Balogh & Engelmann; 2011)

2.1.2. Terapias con células madres

Las células madre se plantean como terapia para reparar o reemplazar tejido dafiado. Esta

técnica consiste en extraer células madre de un individuo, promover su proliferacion y conducir
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su diferenciacion hacia el tipo celular deseado, y finalmente injertarlas en el tejido u drgano

afectado (Jaime, Garza, & Ortiz, 2007).

La terapia con células madre mas conocida consiste en trasplantar células madre adultas de
médula 6sea, porque son capaces de reconstituir la hematopoyesis en enfermedades o afecciones
hematoldgicas como canceres de sangre, trastornos autoinmunes y defectos hematopoyéticos
(Hima & Srilatha, 2011; Karla &Tomar, 2014). También existen otras aplicaciones del uso de la
terapia con células madre como por ejemplo: se realizan injertos cutaneos de células de la
epidermis para tratar quemaduras, se realiza aislamiento de células madre de grasa para el
tratamiento de la pérdida de cabello, se realizan trasplantes de células hepaticas para tratar
afecciones del higado, trasplante de células pancreaticas para el tratamiento de la diabetes,
trasplante de células cardiacas para el tratamiento de afecciones al corazédn, entre otras (Balogh &
Engelmann, 2011; Karla &Tomar, 2014). Actualmente se usa las células madre como reemplazo
de células o como vector para la entrega de genes para el tratamiento de enfermedades

neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson, etc. (Karla &Tomar, 2014).

Las células madre, tanto embrionarias como adultas, tienen gran potencial para aplicarse en la
terapia regenerativa, sin embargo, el uso de ESC genera un gran dilema ético sobre su uso, y por
otra parte, obtener células madre adultas es mas complicado debido a su reducido numero en el
tejido. Debido a esto, se plantea a las iPSC como una de las mejores estrategias usadas en la

terapia celular (Jaime, Garza, & Ortiz, 2007, Karla &Tomar, 2014, Qu et al., 2017).

El esquema general de la terapia celular usando diferentes fuentes de células madre como:
iPSC, ESC y células madre adultas consiste en: 1) recoleccion de células del individuo

(autdlogas) o un donante (alogénico, autogénico, heterélogo); 2) aislamiento y purificacion de
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células madre, 3) diferenciacion de las células madre en un tipo celular especifico, 4) métodos de
ingenieria celular que promuevan la supervivencia (agentes adyuvantes, factores troficos,
alteraciones genéticas, etc.); y finalmente 5) implantacion de células en el individuo (Figura 5).
Las iPSC se generan reprogramando células somaticas adultas que se aislan de la sangre o la piel
y luego las diferencian en células de interés. De igual forma las ESC pueden diferenciarse en
derivados celulares de interés. Sin embargo las células madre adultas, como las células de la
médula dsea, las células madre mesenquimaticas, etc., no requieren reprogramacion o

diferenciacion (Nguyen et al., 2106).
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Figura 5. Esquema de la terapia celular con diferentes fuentes de células madre
Fuente: (Nguyen et al., 2106)

A pesar del potencial uso de las células madre en el tratamiento de varias enfermedades, se

necesita mas investigaciones para comprender el comportamiento de las células madre después
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del trasplante, asi como los mecanismos de interaccion de las células madre con el microentorno

afectado en el que se realizara la terapia (Jaime, Garza, & Ortiz, 2007)

2.3.1. Cultivo de células madre

En la terapia basada en células tiene varias desventajas como pérdida de viabilidad celular,
migracion después de la implantacion, entre otras (Mandrycky et al., 2016; Jammalamadaka &
Tappa, 2018). Debido a esto, se propone la ingenieria de tejidos, en la que se combinan las
células y biomateriales a través de una variedad de procesos para obtener matrices
bidimensionales (2D) y tridimensionales (3D) para crear andamios. Para esta terapia se deben
tomar en cuenta varios factores que incluyen biocompatibilidad, citotoxicidad, rigidez,
elasticidad, propiedades de la superficie, tamafio y disposicion de los poros, arquitectura interna,

etc. (Mandrycky et al., 2016; Jammalamadaka & Tappa, 2018).

Actualmente el uso de andamios o matrices mejoran el proceso de reparacion del tejido al
promover la adhesion, proliferacion y diferenciacion de las células madre; ademas se trata de
recrear un nicho de células madre (Mandrycky et al., 2016; Qu et al., 2017; Jammalamadaka &

Tappa, 2018).

Alguno ejemplos de las aplicaciones del uso de matrices 2D y 3D, es construir vasos
sanguineos, huesos, cartilagos o favorecer el crecimiento y proliferacion de neuronas, musculos,

etc. (Mandrycky et al., 2016).

El aplicar técnicas biotecnoldgicas pueden proporcionar sistemas precisos y biolégicamente
relevantes para el estudio de 6rganos o tejidos, para el desarrollo terapias y medicamentos, para la

liberacion controlada de moléculas y farmacos, para crear modelos de enfermedades, incluido los
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tumores, de tal forma que permiten aproximarse a las condiciones reales in situ (Figura 6)

(McCaffrey & Macara; 2011).
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Figura 6. Esquema del proceso de Ingenieria de tejidos
Fuente: (Mandrycky et al., 2016)

2.2 Células madre mamarias bovinas

Todas las células epiteliales que forman el tejido de glandula mamaria se derivan de células
madre mamarias (MSC o MaSC, por sus siglas en inglés “mammary stem cells”) (Sharma &
Jeong, 2013), mientras que las células madre mesenquimales proporcionan los linajes del estroma

(almohadilla de grasa) y tejido conectivo de este 6rgano (Capuco et al., 2012).

Jaime, Garza, & Ortiz, (2007); Capuco et al., (2012) mencionan que las MSC son un tipo de

células madre somaticas, por lo que son capaces de formar todos los tipos de células
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especializadas que se encuentran dentro del tejido en el que residen (luminales ductales o

alveolares, y células basales/mioepiteliales), es decir, son multipotentes (Choudhary, 2014).

De acuerdo con Hennighausen & Robinson, (2005), Capuco et al., (2012) y Choudhary,
(2014), las MSC cumplen tres funciones: 1) proliferacion celular asegurando el crecimiento de
los tejidos, 2) mantiene la homeostasis del tejido en el que residen, y 3) regeneracion del tejido

mamario.

Estan presentes en todos los estadios del ciclo mamario, estos incluyen: la proliferacion del
tejido mamario durante la pubertad, ramificacion adicional durante ciclos reproductivos
consecutivos, expansion masiva y diferenciacion terminal durante la gestacion, secrecién de leche
durante la lactancia y, finalmente, remodelacion completa durante la involucion o regresion, en el
que se requiere la muerte celular programada y la eliminacién del 90% del epitelio de la glandula

mamaria (Atabai et al., 2005; Van de Moosdijk et al., 2017).

2.2.1. Precursores de células madre mamarias

La glandula mamaria contiene jerarquias de células madre o progenitoras funcionales que se
mantienen durante todo el ciclo de vida del bovino (Hennighausen & Robinson, 2005; Sharma &
Jeong, 2013). Por lo que cada tipo celular es generado a partir de MSC de acuerdo a la necesidad
del tejido en los diferentes estadios del ciclo de vida mamario (Holland et al., 2003; Sharma &

Jeong, 2013).

Todavia no se tiene esclarecido el origen celular de las subpoblaciones del tejido mamario

bovino, pero se tiene evidencia que las MSC dan lugar a células precursoras epiteliales
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comprometidas (EPC) que pueden seguir dos destinos, convertirse en células precursoras ductales

(DP), o alveolares (AP) (Figura 7) (Hennighausen & Robinson, 2005; Choudhary, 2014).

Myoepithelial cell
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/ Puberty Involution

Ectoderm

=-©-@ W

\ Pregnancy,
lactation
Neuroectoderm Myoepithelial cell

Luminal cell

Ductal precursor @ Mammary stem cells

@ Epithelial precursor cells Alveolar precursor

Figura 7. Esquema del linaje de células madre mamarias.
Fuente: (Hennighausen & Robinson, 2005)

En la pubertad de bovino, las EPC originan células progenitoras ductales (DP), y estas, a su
vez, dan origen a células mioepiteliales o células epiteliales (luminales) que forman los
conductos, y favorecen el crecimiento del tejido mamario (Figura 7 y 8A). Sin embargo, en la
gestacion y lactancia, las EPC se convierten en progenitores alveolares (AP) que igualmente dan
lugar a células mioepiteliales y epiteliales (alveolares), pero con el proposito de formar los
alveolos para producir leche (Fig. 7 y 8D) (Hennighausen & Robinson, 2005; Capuco et al.,

2012; Rauner & Barash, 2012).
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Figura 8. Origen de las poblaciones celulares en el tejido mamario.
Fuente: (Inman et al., 2015)

Durante el desarrollo mamario, las MSC que residen en el tejido pueden presentar
caracteristicas de unipotencia, es decir, se restringen a solo un linaje celular, como por ejemplo:
las MSC dan lugar a progenitores luminales restringidos unipotentes que, a su vez, se diferencian
en células luminales o alveolares. (Figura 8A y 8C.). Las MSC también pueden presentar
caracteristicas de multipotencia, es decir, podran generar dos linajes celulares a partir de un
progenitor multipotente, como por ejemplo: las MSC dan lugar a un progenitor ductal que pueden

originar células mioepiteliales ductales o epiteliales ductales (Fig. 8B) (Rauner & Barash, 2012;

Inman et al., 2015).

2.2.2. Nicho de células madre mamarias bovinas

El nicho de células madre es un microambiente celular especifico en el que reside una célula
madre madura. En este entorno las células reciben sefializacion celular fundamental (autocrina,

paracrina, endocrina o intracelular) para regular su actividad (Cravero et al., 2014; Medeiros,

2016; Lloyd et al., 2017).
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Figura 9. Composicion del nicho de células madre
Fuente: (Lane, Williams & Watts, 2014)

Los nichos de células madre estan influenciados por factores de crecimiento y citoquinas asi
como interacciones célula-célula y célula-matriz, lo que favorece su proliferacion o
diferenciacion, o cualquier otra decisién para mantener la homeostasis en el tejido ya sea
modulando el sistema inmunolédgico para que proporcione mecanismos para los efectores de
reparacion de tejidos, que involucran desde la activacion de la localizacion celular, la apoptosis
celular, la induccién de la formacion de nuevos vasos sanguineos y el proceso de curacién

(Figura 9) (Lloyd et al., 2017).
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2.3 Marcadores de células mamarias bovinas

Cada subpoblacion encontrada en el tejido mamario expresa marcadores celulares especificos,

inclusive las células madre mamarias (Sharma & Jeong, 2013).

2.3.1. Marcadores de células mioepiteliales/basales

Las citoqueratinas son proteinas de filamentos intermedios (IFP), y su expresién en el tejido
mamario depende del estado de diferenciacion de la célula, por lo que son usados comunmente
como marcadores celulares (Cregan et al., 2007). La citoqueratina 14 (CK14) es un potente
marcador para diferenciar células basales/mioepiteliales de la glandula mamaria (Rauner &
Barash, 2012; Cravero et al., 2014). CK6 también es un marcador de células basales y del

estroma de la glandula mamaria bovina (Rauner & Barash, 2012).

Las células mioepiteliales de la glandula mamaria también expresan Alfa-actina de musculo
liso (a-SMA), integrina alpha-6 (CD49f) y p63 (Rauner & Barash, 2012; Sharma & Jeong, 2013),
antigeno de leucemia linfoblastica aguda comun (CALLA o CD10) y endopeptidasa neutral

(Safayi et al., 2012; Sharma & Jeong, 2013).

Otro marcador usado para clasificar a las células madre mamarias bovinas es seguin actividad
aldehido deshidrogenasa (ALDH), la que mayor en células luminales, y menor si se trata de

células mioepiteliales (Rauner & Barash, 2012).

2.3.2. Marcadores de células epiteliales

Las células epiteliales mamarias luminales/alveolares bovinas expresan principalmente CK7,

CK8, y CK19 (Sharma & Jeong, 2013). También expresan CK18 y E-cadherin que son potentes
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marcadores del linaje del conducto mamario bovino (Rauner & Barash, 2012; Sharma & Jeong,
2013). Despues del desarrollo juvenil completo, solo existen células luminales positivas para

CK8y CK19, y células mioepiteliales positivas para CK14 y CK15 (Richter et al., 2013).

Segun Rauner & Barash (2012) e Inman et al., (2015), las células madre epiteliales se dividen
en 4 grupos de acuerdo a la expresion de los marcadores de superficie, antigeno estable al calor
(CD24) e integrina alpha-6 (CD49f): 1) células madre putativas o unidades de repoblacion
mamaria (MRU) (CD24™"™d v cD49") 2) células basales (CD24"™CD49f "), 3)
progenitores putativos o luminales (CD24™"CD49f"™") y 4) células luminales diferenciadas
(CD24™9CD49f°""™9) . Sin embargo, CD24 y CD49f no son marcadores exclusivos de las células
progenitoras epiteliales mamarias bovinas (Rauner & Barash, 2012; Rauner & Barash, 2015;
Perruchot et al., 2016). CD49f es parte del receptor laminina-1 y se expresa en el tejido mamario
por células basales, pero también se ha asociado con progenitores mioepiteliales y células madre

mamarias adultas (Baratta et al., 2015).

C-Kit también conocido como CD117, es un receptor del factor de crecimiento de la familia
de la subclase 111 de tirosina quinasa y es usada como un marcador que se expresa en membrana
lateral de las células que recubre los conductos (Colitti, 2010; Iglesias et al., 2015). Las células
madre mamarias asi como las células mioepiteliales son C-Kit ", mientras que las células maduras

luminales y progenitoras luminales son C-Kit" (Iglesias et al., 2015).

Un marcador menos popular para la caracterizacion de las células madre mamarias es la
nestina que es un filamento intermedio. Es expresado por células de la glandula mamaria y es

asociado con la multipotencia (Richter et al., 2013). Se expresa en dos tipos de células distintas
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dentro de la capa basal/mioepitelial de la glandula mamaria y usualmente es coexpresasda con

CK14 (Li et al., 2007).

MFGES (por sus siglas en inglés “milk fat globule-factor 8°) es una glicoproteina de la leche
que se expresa abundantemente en el epitelio de la glandula mamaria. Tiene dos funciones:
morfogénesis de la glandula mamaria ya que se encarga de regular la proliferacion celular
durante el crecimiento ductal, y, en mayor proporcion, remodelacién de la glandula mamaria ya
que elimina células apoptoticas durante la involucion (Atabai et al., 2005; Macias & Hinck

(2012).

2.3.1. Marcadores de células aisladas de leche

La poblacion celular encontrada en la leche generalmente esta formada por células
provenientes de la capa interna (luminales CK18"), o de la capa externa (mioepiteliales CK14%).
Sin embargo pueden encontrarse otras tipos celulares como macréfagos, neutrofilos, fibroblastos
y células adiposas porque se desprenden durante la fase de lactancia (Akers & Nickerson, 2011).
Debido a esto se encontrara la expresion de marcadores del tejido epitelial y mioepitelial que
forma la glandula mamaria, y también marcadores de otros linajes celulares como la vimentina

propio de fibroblastos (Sharma et al., 2015).

Se ha observado que las poblaciones celulares encontradas en leche varian acorde a la etapa en
la que se encuentre el animal, la lactancia y fase de involucion. De igual forma se han detectado
células CD49f" e incluso dobles positivos para CK14*/CK18" (Baratta et al., 2015). Incluso se ha
detectado células nestin positivas en la leche humana lo que indica que la presencia de células

diferenciadas (Cregan et al., 2007).
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En la leche usualmente se encuentra células que expresan proteinas de la leche como -
caseina, lactoferrina, butirofillina, etc., proteinas que incluso se pueden encontrar en el
sobrenadante del medio de cultivo cuando las células productoras de leche son aisladas (Sharma

etal., 2015).

2.3 ldentificacién de células madre

Morfologicamente las células madre suelen confundirse con otras células como por ejemplo
progenitoras o células especializadas, por lo que es necesario el uso de técnicas especializadas
como el inmunomarcaje y la citometria de flujo, en las que se usan conjuntos de anticuerpos
contra las proteinas de la superficie o la matriz celular que permiten identificar, caracterizar y

clasificar las células madre (Cravero et al., 2014).

Hasta la fecha, los marcadores cominmente usados para caracterizar poblaciones celulares
abarcan receptores de hormonas, citoqueratinas y el receptor tirosina quinasa (Moreira, 2010),
pero también la expresion de marcadores especificos de células madre/progenitoras tales como

nestin o p63 (Baratta et al., 2015).

La inmunofluorescencia (IF), la inmunohistoquimica (IHC) y la inmunocitoguimica (ICC) son
técnicas de inmunomarcaje empleadas para localizar la expresién de marcadores especificos. La
IF y la IHC consisten en el uso de secciones de tejido, mientras que ICC describe el uso de
celulas cultivadas o suspensiones celulares. En resumen, las muestras se fijan para preservar la
integridad y luego se someten a incubacion con reactivos de bloqueo para evitar la union no

especifica de los anticuerpos, finalmente se incuban posteriormente con anticuerpos primarios y
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secundarios, y la sefial positiva se visualiza por fluorescencia en el caso de IF o por la formacién

de un cromogeno para IHC (R&D Systems, 2014).

2.4 Glandula mamaria

La glandula mamaria es el 6rgano que diferencia a los mamiferos de otros grupos animales, y
su funcion es la produccién y secrecion de leche que servira de alimento a la descendencia

(Macias & Hinck; 2012; Inman et al., 2015).

2.4.1. Anatomia de la gldndula mamaria bovina

La glandula mamaria bovina esta ubicada en la zona inguinal. Esta dividida en dos partes
iguales, separadas por ligamentos suspensorios medios 0 medianos, que proporcionan la mayor
parte del soporte para mantener la ubre unida a la pared del cuerpo ventral. Ademas, un tabique
fino de tejido conectivo divide a las mitades en cuartos, 2 frontales y 2 posteriores, aislando cada

cuarto de la glandula mamaria (Figura 10) (Kovacs & Husvéth, 2011; Nickerson & Akers, 2011).

Quarter

Y
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Gland cistern

Figura 10. Glandula mamaria bovina.
Fuente: (Koeckhoven et al., 2011; Rasby, 2018)
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2.3.2. Estructuray composicion celular de la glandula mamaria.

La glandula mamaria estd compuesta por un sistema de conductos ramificados altamente
organizado divido en dos compartimientos: el estroma y una estructura lébulo-alveolar
(Hennighausen & Robinson, 2005). Ambos compartimentos mantienen una interaccion
estructural y funcional intima durante todo el ciclo de vida mamario (Gusterson, Warburton, &

Monaghan, 1989).

El estroma, también denominado almohadilla mamaria de grasa o tejido conectivo, esta
compuesto principalmente de adipocitos, ademas de fibroblastos, neuronas, células del sistema

hematopoyético y vasos sanguineos (Hennighausen & Robinson, 2005).

Por otro lado la estructura l6bulo-alveolar estd compuesta por tres linajes celulares: células
lisas tipo masculo Ilamadas mioepiteliales, que forman la capa basal de conductos y alvéolos,
células epiteliales ductales que varia entre células cubicas o columnares que recubren la luz de
conductos, y células epiteliales alveolares que forman la capa luminal (Gusterson, Warburton, &

Monaghan, 1989; Li et al., 2009; Sharma & Jeong, 2013).

Las células mioepiteliales son contractiles y participan en la liberacion de la leche, mientras
que las células epiteliales alveolares son las encargadas de sintetizar y secretar la leche (Figura

11) (Hennighausen & Robinson, 2005).
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Figura 11. Secrecion de leche por células alveolares
Fuente: (Kovécs & Husvéth, 2011)

Los alvéolos son estructuras esféricas de 50 a 250 mm de diametro, de acuerdo al volumen de
leche almacenado; y debido a que estan formados por células epiteliales alveolares, se los
considera como la unidad estructural productora de leche (Sharma & Jeong, 2013). El tamafio y
forma de los alveolos varia dentro de una ubre y puede almacenar aproximadamente ente 100 a

2000 mL de leche (Nickerson & Akers, 2011).

Un grupo de alvéolos separados de otros grupos por tejido fibroso se conoce como un I6bulo,
y cada uno estd conectado a un conducto lactifero; la combinacion de alvéolos y conductos se
conoce como la estructura lobulo-alveolar, la que esta soportada por tejido conectivo (estroma)

(Figura 12 y 13) (Nickerson & Akers, 2011).
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Figura 12. Diagrama de la estructura l6bulo-alveolar de la glandula mamaria.
Fuente: (Cowie, Forsyth, & Hart; 1984)

Al igual que otros mamiferos, la glandula mamaria de bovinos adultos estad formada por: una
tetina o pezon que permite la liberacion de lecha hacia el exterior, una cisterna que almacena la
leche, estructuras l6bulo-alveolares compuestos por células que secretan la leche y la almacenan
en el espacio hueco, un sistema de conductos que transportan la leche hacia la cisterna, y tejidos

de soporte (Figura 13) (Capuco & Ellis, 2005; Nickerson & Akers, 2011 Sharma & Jeong, 2013).

Justo antes del ordefio, aproximadamente el 60% de la leche sintetizada se almacena en los
alvéolos y los conductos pequerios, y el 40% restante se almacena en las cisternas y los conductos

grandes (Nickerson & Akers, 2011).
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Figura 13. Estructura y composicion celular de la glandula mamaria.
Fuente: (Kovécs & Husvéth, 2011)

2.3.3. Desarrollo de la gldndula mamaria

El crecimiento de la glandula mamaria comienza cuando el animal tiene aproximadamente de
1 a 3 meses de edad (Binart, Ormandy, & Kelly, 2002; Sayafi et al., 2012). Un pequefio conjunto
de conductos dentro de la almohadilla de grasa mamaria es visible en el nacimiento y crece a la
misma velocidad que el animal pero este es minimo hasta el inicio de la pubertad (Figura 14A)

(Capuco & Ellis, 2005 Hennighausen y Robinson, 2005; Inman et al., 2015).

A partir de la pubertad, es cuando el desarrollo mamario aumenta y continua a lo largo de la
vida adulta (Holland et al., 2003). Bajo la influencia de hormonas como la prolactina y la
progesterona, comienza la ramificacion rapida del tejido mamario originando un sistema ductal
altamente organizado que tiene en sus terminaciones brotes extremos terminales (TEB por sus

siglas en inglés “terminal end buds”) (Hennighausen y Robinson, 2005; Inman et al., 2015). La
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capa de células que rodea al TEB puede especializarse en un linaje mioepitelial o un linaje
epitelial luminal, debido a que alberga células madre (Fig. 14B) (Woodward et al., 2005). Por
esta razon, los TEB se consideran solo un nicho temporal, ya son estructuras transitorias que

desaparecen una vez que el conducto llega al final de la almohadilla de grasa.

Birth
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Virgin

Lactation

Involution

Key @Alveolar cells @ Epithelial cap cells

) Epithelial body cells  (B) Luminal epithelial cells <) Myoepithelial cells

Figura 14. Desarrollo celular de la glandula mamaria.
Fuente: (Inman et al., 2015)
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La organogénesis de la glandula mamaria se completa cuando el sistema ductal ha crecido
hasta la extension total de la almohadilla adiposa, debido a la proliferacion de células epiteliales
ductales y células mioepiteliales (Fig. 14C) (Binart, Ormandy, & Kelly, 2002; Hennighausen &

Robinson, 2005; Inman et al., 2015).

La gestacion puede darse cuando la vaca tiene 14 o 15 meses de edad, y es el periodo en que
aparecen las primeras formaciones de tejido alveolar a partir del sistema ductal, y aumentan
progresivamente, y con esto, la expansion de las estructuras l6bulo-alveolares, las mismas que se
encargaran de la secrecion y el almacenamiento de la leche durante la lactancia (Fig. 14D) (Van

de Moosdijk et al., 2017; Hennighausen & Robinson, 2005).

La finalizacion de la lactancia ya sea por destete o la interrupcién del ordefio, ocasiona que el
tejido alveolar sufra apoptosis y remodelacion, periodo conocido como involucién (Fig. 14E)

(Capuco et al., 2012; Van de Moosdijk et al., 2017).

2.3.4. Ciclo de vida mamario bovino

La edad a la que las vacas entran en la pubertad esta influenciada por varrios factores como la
genética, la nutricién y el peso corporal; pero generalmente una vaca lechera alcanzara la
pubertad entre los 9 y 15 meses de edad, periodo en el que comenzaréa el desarrollo mamario. El
inicio de la pubertad esta marcado por la regulacion endocrina (Osinska et al., 2014). A partir de
la pubertad, la vaca tendré ciclos regulares de celo cada 21 dias, en este estadio a la vaca se le
conoce como vacona o virgen adulta, debido a que la organogénesis de la glandula mamaria esta

completa, pero no ha tenido ningun parto (FDA, 2018; Inman et al., 2015).
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La gestacion en las vacas puede comenzar a los 14 o 15 meses de edad, y dura alrededor de
283 dias. En este periodo la glandula mamaria empezara su preparacion para la produccion de

leche debido a la formacién de nuevas estructuras lobulo-alveolares.

Cuando la vaca entra en periodo de lactancia, el pico de produccion de leche dura 2 meses
después de parir, luego disminuye progresivamente hasta que rapidamente cesa debido a la
muerte de las células alveolares, lo que se conoce como periodo seco o involucién (Choudhary,
2014; Perruchot et al., 2016). Sin embargo el periodo de lactancia puede extenderse hasta

aproximadamente 300 dias antes de entrar en la involucion (Capuco & Ellis, 2005).

La involucidn se divide en dos etapas: una temprana y una tardia. La etapa temprana también
conocida como estadio | de la involucion, dura las primeras 48 horas y se caracteriza por que la
membrana basal permanece intacta, existe apoptosis del epitelio alveolar y la lactancia puede
reanudarse si se reinicia la succién. Por el contrario, si la glandula mamaria entra en el estadio Il
no vuelve a reanudarse la lactancia, y existe total destruccién y remodelacién del tejido mamario

(Atabai et al., 2005).

La pubertad, la gestacion, la lactancia y la involucidn, en conjunto, se conocen como el ciclo

de vida mamario (Figura 15).
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CAPITULO IlI: MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion geografica

El proyecto involucro dos fases:

3.1.1. Trabajo de campo

La obtencion de muestras de tejido de las glandulas mamarias y leche fueron recolectadas de
vacas (Bos taurus) en el campus IASA | de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE,
ubicado en la Hacienda El Prado, sector Selva Alegre, canton Rumifiahui, provincia de Pichincha,

Ecuador.

3.1.2. Trabajo de laboratorio

Posteriormente el trabajo de investigacion se realizd en el Laboratorio de Inmunologia y
Virologia del Departamento de Ciencias de la Vida en el campus principal de la Universidad de
las Fuerzas Armadas ESPE, ubicado en Sangolqui en la Av. El Progreso s/n, canton Rumifiahui,

provincia de Pichincha, Ecuador.

Adicionalmente, existe una colaboracion con el Hospital Eugenio Espejo ubicado en la Av.
Gran Colombia s/n y Yaguachi, canton Quito, provincia de Pichincha, Ecuador, en el que se
realizd el procesamiento de las biopsias, al incluir el tejido en bloques de parafina y realizar los

cortes con un micrétomo para su posterior procesamiento.
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3.2. Seleccion de vacas para la toma de muestras de leche

Se tomaron en total 8 muestras de leche de vacas libres de mastitis en diferente estadio de
lactancia. En la tabla 1 se describe las caracteristicas de las vacas muestreadas y el volumen

aproximado de leche recolectado.

Tabla 1
Caracteristicas de los animales en la toma de muestras de leche

Caodigo del Volumen de
N° muestreo Raza |g_ Edad u
bovino leche recolectada
1 75%Holtesin 25%Montbeliard 1315 4 afios 11 meses 400 ml
2 50%Holtesin 50%Montbeliard 1035 7 afios 7 meses 400 ml
3 50%Holtesin 50%Montbeliard 1134 8 afios 10 meses 450 ml
4 8 afios 1 mes 450 ml
50%Holtesin 50%Montbeliard 1009
5 8 afios 3 meses 400 ml
6 7 afios 3 meses 400 ml
7 50%Holtesin 50%Montbeliard 1102 7 afios 4 meses 450 ml
8 7 afios 6 meses 850 ml

3.3. Aislamiento y cultivo de células de leche bovina

3.3.1. Obtencidn de células a partir de leche bovina

La toma de leche se realizé en el horario de las cuatro de la tarde en el campus del IASA I, se
limpiaron los pezones de la ubre con agua estéril, luego con etanol al 70% y después nuevamente
con agua estéril. A continuacion se descartaron aproximadamente los primeros 100 ml de leche, y
se procedié a recolectar la muestra de leche (aproximadamente 500 mL) en un recipiente esteril y

se almaceno en hielo hasta ser procesada (Baratta et al., 2015).
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3.1.1. Aislamiento de células a partir de leche bovina

Primero se realizé una dilucion 1:1 entre la muestra de leche y una solucion fosfato salina
tamponada 1X (PBS; CS1PBS00-01, Eurobio AbCys), se centrifugo a 810 g durante 20 minutos
a 4°C, se elimino el sobrenadante (componente liquido de la leche y la capa de grasa) y el
sedimento celular fue lavado dos veces con PBS 1X. Cada pellet se resuspendié en 1 mL de PBS
1X, y se recogieron en un tubo conico. Se centrifug6 a 1200 rpm durante 10 minutos a 4°C y se
descartd el sobrenadante. Se resuspendié nuevamente en 1 mL de PBS 1X y se hizo pasar a
través de un filtro de 40 um para obtener una suspension de células. Finalmente, para conocer la
viabilidad celular y calcular la concentracion de células vivas, se utilizé un contador celular y
camara de Neubauer, realizando una dilucién 1:9 de suspension de células: azul de tripan al 0,4%

(1550-061; Gibco, Life Technologies) (Atabai et al., 2005; Baratta et al., 2015).

3.3.2. Cultivo de células de muestras de leche bovina

En una placa de 24 pocillos, se colocé coverslips circulares de 12 mm de didmetro uno en cada
pocillo, y sobre estos se colocaron 1x10° células por pocillo. Se colocé 1 mL de medio en cada
pocillo, el que estaba formado por: Suero bovino fetal al 10% (SBF, CVFSVF06-01, Eurobio
AbCys), Penicilina/Estreptomicina/Amfotericina al 1% (CABPSAO00-OP, Eurobio AbCys),
tampdn Hepes al 1% (CSTHEPO00-0U, Eurobio AbCys), y Dulbecco’s modified Eagle’s médium
(DMEM, CM1DMEG6A-01, Eurobio AbCys)/Ham’s F12 (CM1H1200-01, Eurobio AbCys) (v/v).
Las celulas se incubaron a 37°C con 5% de CO, (Cravero et al., 2014; Baratta et al., 2015). El
cultivo de células se mantuvo durante 25 dias, y fueron tomados fotografias diariamente usando

un microscopio invertido Micros Austria Sundew MCXI1600.
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3.4.Inmunocitoquimica: Marcaje de células aisladas de muestras de leche

Una vez que las células lograron adherirse, los coverslips se lavaron dos veces con PBS 1X
para retirar restos celulares. Se colocoé paraformaldehido al 4% en PBS 1X pH7.2 durante 15
minutos a temperatura ambiente para fijar las células y se realiz6 dos lavados con PBS 1X. Se
incubd durante 15 minutos en una solucién de 0.1% de Triton X-100 (X100, SIGMA-ALDRICH)
en PBS 1X en un recipiente con hielo para permeabilizar las células y se realizo dos lavados con
PBS 1X. Se incubaron las muestras durante media hora una solucion de leche descremada en
polvo (sc-2325, SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC.) al 5% en PBS 1X conocida como

solucion de bloqueo (Buchwalow & Bocker, 2010; Safayi et al., 2012; Sun et al., 2014).

Para el marcaje se siguio el protocolo descrito por Buchwalow & Bdcker, (2010) e Iglesias et
al., (2015). Se realiz6 marcaje directo, indirecto o doble como se describe en la parte inferior. Los
anticuerpos (primarios y secundarios) fueron diluidos en una solucién de leche descremada al

1.5% en PBS 1X.

Inmunocitoquimica directa: Se colocd 50 uL del anticuerpo primario o fluoréforo y se

incubd por 1 hora a temperatura ambiente. Se lavo tres veces con PBS 1X.

Inmunocitoquimica indirecta: Se colocd 50 uL del anticuerpo primario y se incubd a 4°C
protegido de la luz durante 2 horas. Se lavo tres veces con PBS 1X. Se colocé 100 uL del

anticuerpo secundario o fluoroforo durante una hora. Se lavo tres veces con PBS 1X.

Inmunocitoquimica doble: Se colocé 50 uL del anticuerpo primario y se incubd a
temperatura ambiente protegido de la luz durante dos horas. Se lavo tres veces con PBS 1X. Se

colocd 50 uL del anticuerpo secundario conjugado con un fluoroforo durante una hora. Se lavo
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tres veces con PBS 1X. Se coloco 50 uL del anticuerpo primario conjugado con un fluoroforo y

se incub0 a temperatura ambiente durante 2 horas. Se lavo tres veces con PBS 1X.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron Nestin (sc-33677), Integrina 6 alfa (CD49f, sc-
71426), Citoqueratina 14 (CK14, sc-58725), Milk fat globule-EGF factor 8 (MFG-ES8, sc-71573),
Receptor tirosina quinada (C-Kit, sc-19983sc-); y como anticuerpo secundario para revelar por
inmunofluorescencia se utilizdé m-lgGk BP-CFL 488 (sc-516176). También se utiliz6 Beta actina
(B-actina, sc-47778) que sirvid como control y permitid la estandarizacion del inmunomarcaje.

Todos los anticuerpos fueron obtenidos de SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC.

Los anticuerpos con sus respectivas diluciones y tiempos de incubacion se encuentran

descritos en la tabla 2.

Tabla 2
Anticuerpos usados para el marcaje por Inmunofluorescencia en células aisladas de leche
bovina

Antigeno Ant_lcuer_po Dilucién Tiempo Anticuerpo secundario Dilucién Tiempo
primario (horas) (horas)
Beta Monoclonal de CruzFluor™ 488-conjugado
. . 1:2 2 . 1:2 1
actina raton 1gG1 50 anti-ratén 1IgGk 00
C-Kit Monoclonal de 1:250 2 NA NA NA
raton 1gG1
Nestin Monoclonal de 1:250 2 NA NA NA
raton 1gG1
. T™ - i
Integrina 6 Mon(,)clonal de 1-950 5 CruzFluOf 4{88 conjugado 1200 1
alfa raton 19G2 anti-raton 1gGk
™ - i
CK14 Monc,)clonal de 1:250 ’ CruzFluoT 4{88 conjugado 1:200 1
raton 1gG1 anti-raton 1gGk
™ - 1
MFEG-ES Monc,)clonal de 1:250 ’ CruZFluo¥ 4{88 conjugado 1:200 1
raton 1gG1 anti-ratén IgGk

NA: No aplica
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Luego del inmunomarcaje se realizd una contratincion del nucleo con DAPI y se realizé
montaje en medio seco, para lo cual se colocé 20 uL de medio de montaje que tenia DAPI
(VECTASHIELD, H-1500, VECTOR LABORATORIES) en un portaobjetos e inmediatamente

se coloco el coverslips evitando la formacion de burbujas, y se dejo secar a temperatura ambiente.

Los coverslips fueron observados en el microscopio Confocal (OLYMPUS 1X83) y en el
microscopio de fluorescencia (OLYMPUS 1X53) (Buchwalow & Bocker, 2010; Safayi et al.,

2012; Sun et al., 2014).

3.5. Animales para la toma de tejido mamario bovino

Los tejidos mamarios fueron obtenidos de vacas (Bos taurus) de raza Holtesin en el campus
IASA | de la Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE. En total, se analizaron 3 biopsias de

vacas y 1 vacona, y sus caracteristicas estan descritas en la tabla 3.

Tabla 3
Caracteristicas de los animales muestreados para la toma de tejido mamario

N° Codigo del . Fechay hora de
Raza |g_ Estadio y N° de placas
muestreo bovino toma de muestra
0 -
1 25%Holtesin 1620 Vacona 22/11/2017 11:30 20

75%Montbeliard

50%Holtesin

2 50%Montbeliard 1412 6 meses de lactancia 22/11/2017 10:30 46

3 Jersey 1406 9 meses de lactancia 10/04/2018 12:30 16

50%Holtesin 1 afio 2 meses de
4 50%Montbeliard 920 lactancia 05/07/2018 15:00 34
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3.6.0btencion biopsias de tejido mamario bovino

Para comenzar con el proceso de toma de biopsias, primero se realizé la desinfeccion externa
de la parte posterior de los animales, con agua y jabon. Luego fueron anestesiados en la epidural
con lidocaina de acuerdo al peso para producir anestesia general, y adicionalmente se realizaron
inyecciones subcutaneas en la ubre para desensibilizar el tejido. Se dejé actuar la anestesia

durante 10 minutos.

Para la toma de tejido, primero se limpié la ubre con alcohol y luego con yodo, con
movimientos circulares desde el centro hacia afuera. En los casos donde la ubre tuvo pelos, se
rasurd. Luego se realizo cortes profundos con bisturi y equipo de diseccién, con el fin de alcanzar
el tejido mamario. Se tomd biopsias de tejido mamario en trozos pequefios utilizando un punch
estéril N°5. Las biopsias se extirparon de la regidén parenquimatosa bien distinguida cerca del
borde con la almohadilla de grasa mamaria. Los cortes fueron lavados con PBS 1X para eliminar
los restos de sangre, y luego fueron sumergidos en formol bufferizado al 10% en una relacion 1:3
con la porcion de tejido tomada. Los tejidos fueron almacenados durante 24 horas a temperatura

ambiente hasta ser procesados.

3.7.Procesamiento de muestras de tejido mamario

3.7.1. Inclusion del tejido mamario en bloques de parafina

Se realizo el proceso de inclusion del tejido en bloques de parafina, para lo cual se utilizo el
equipo "Spin Tissue Processor Microm STP 120" perteneciente al Hospital de Especialidades

Eugenio Espejo, siguiendo el protocolo descrito a continuacion:



Tabla 4

Protocolo para inclusion cortes de tejido de la glandula mamaria en parafina
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Orden Substancia Observacion Tiempo Funcién
Formol bufferizado al 10% con sales de .
1 Formol fosfato pH 6.8-7.2 1h30min o
Formol bufferizado al 10% con sales de Fijacion
0 .
2 Formal fosfato pH 6.8-7.2 1h30min
3 Alcohol Metanol: Isopropanol (3:1) 1h
4 Alcohol Metanol: Isopropanol (3:1) 1h
5 Alcohol Metanol: Isopropanol (3:1) 1h
Deshidratacion
6 Alcohol Metanol: Isopropanol (3:1) 1h
7 Alcohol Isopropanol 1h
8 Alcohol Isopropanol 1h
9 Xilol 1h30min
Aclarante
10 Xilol 1h30min
11 Parafina 60 °C 1h30min
Inclusién
12 Parafina 60 °C 1h30min
Total: 15h

Posteriormente se vertié parafina liquida en un molde, se introdujo la muestra de tejido

previamente embebida en parafina, y se coloco en la orientacion deseada, finalmente se dejo

solidificar a temperatura ambiente.

Una vez obtenidos los blogues de parafina fueron cortados en secciones de 4 um con un

micrétomo LEICA modelo RM 2245 (semiautomatico), equipo perteneciente al Hospital de

Especialidades Eugenio Espejo. Los cortes fueron colocados en portaobjetos con cobertura

especial para la adhesion del tejido (“double frosted”) y fueron almacenados a temperatura

ambiente hasta ser utilizados para el inmunomarcaje o para la tincion con H&E.
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3.7.2. Desparafinado de cortes de tejido
Para el proceso de desparafinacion, las secciones de tejido se sometieron al protocolo descrito en
la parte inferior realizado por Buchwalow & Bdcker, (2010), y Safayi et al., (2012).

Tabla 5 Protocolo para el desparafinado de cortes de tejido de la glandula mamaria
incrustados en parafina

Orden Substancia Observacion Tiempo Funcién
1 56 °C Estufa M|n|r_no 60  Remover e?<ceso
min de parafina
2 Xilol p-Xileno (8086912500, MERCK) 10 min Desparafinado
3 Alcohol Etanol absoluto 3 min
4 Alcohol Etanol absoluto 3 min
hidratacion
5 Alcohol Etanol 90% 3 min
Alcohol Etanol 70% 3 min
6 Agua Agua destilada 3 min Lavado
7 PBS IXpH 7.2 3 min Lavado
Total: 88 min

Los cortes fueron sumergidos en un tubo conico de 50 ml que contenia 35 ml de cada
sustancia mencionada. Las soluciones fueron recicladas hasta 5 veces. Se utiliz6 un rotor para

mejorar la remocion de la parafina, la hidratacion y el lavado de los tejidos cortes de tejido.

3.7.3. Desenmascaramiento del antigeno

Para desenmascarar el antigeno se usé el método inducido por calor. Se colocaron los
portaobjetos en un recipiente que permita la evaporacién, un tubo cénico de 50 mL, con buffer

Citrato de sodio (10 mM citrato trisédico (dihidratado) (GRM255, NazCsHs07.2H,0,
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HIMEDIA), 0.05% Tween 20 (P1379, SIGMA-ALDRICH), pH 6.0) (preparacion en Anexol), se
calento en el autoclave a 120°C durante 10 minutos. Las placas se dejaron enfriar a temperatura
ambiente aproximadamente 20 minutos en el mismo buffer, y por Gltimo se realizé un lavado con

PBS durante tres minutos (Buchwalow & Bocker, 2010; Safayi et al., 2012).

3.8.Tincién con Hematoxilina y Eosina (H&E)
Los cortes de tejido primero se sometieron al proceso de desparafinacion, de acuerdo al
protocolo de rutina usado en el laboratorio (Tabla 6).

Tabla 6
Protocolo para tincién de Hematoxilina & Eosina de cortes de tejido

Orden Substancia Observacion Tiempo Funcién
- Hematoxilina de Harris modificada. . Tincién de
1 Hematoxilina . . . 5 min ,
Sin oxido de mercurio* nacleos
. . Lavado del
2 Agua Agua corriente 1 min
colorante
3 Alcohol &cido 1% 30s Virar la tincién
4 Agua Agua destilada 1min Lavado
5 Agua Agua corriente 1 min Lavado
5 Eosina Solucién acuosa de eosina 5 min Tincién de
Amarillenta al 0,5 %, * citoplasma
7 Agua Agua corriente 30s Lavado
8 Medio de montaje Montaje
Total: 14 min

* Preparacion en Anexo 1

Una vez obtenidos los cortes con la tincion, se procedid a tomar fotografias con el microscopio

invertido Micros Austria Sundew MCXI1600.
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3.9.Inmunomarcaje de tejido y células de leche

Los cortes de tejido primero se sometieron al proceso de desparafinacion y de
desenmascaramiento del antigeno. Se procurd que no se sequen en ningln momento los cortes

porque eso afectaria el proceso de inmunomarcaje.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron Integrina 6 alfa (CD49f, sc-71426), Citoqueratina
14 (CK14, sc-58725), Milk fat globule-EGF factor 8 (MFG-ES8, sc-71573); los anticuerpos
conjugados a fluoréforo fueron Nestin (sc-33677) y Receptor tirosina quinasa (C-Kit, sc-
19983sc-); y como anticuerpos secundario para revelar por inmunofluorescencia se utiliz6 m-
IgGk BP-CFL 488 (sc-516176), mientras que para inmunohistoquimica se utilizé m-lgGk BP-
HRP (sc-516102) y el sustrato 3,3'-Diaminobencidina (DAB, D8001, SIGMA-ALDRICH).
También se utiliz6 Beta actina (B-actina, sc-47778) que sirvié como control y permiti6 la
estandarizacion del inmunomarcaje. Todos los anticuerpos fueron obtenidos de SANTA CRUZ

BIOTECHNOLOGY, INC.

3.9.1. Inmunofluorescencia del tejido mamario bovino

Las placas se lavaron dos veces en PBS 1X durante tres minutos. Se incubaron durante 30
minutos con la solucién de bloqueo de leche descremada al 5% en PBS. Se realiz6 el marcaje
directo, indirecto o doble, que se encuentra descrito en la parte inferior. Los anticuerpos
(primarios y secundarios) fueron diluidos en una solucién al 1.5% de leche descremada en polvo

en PBS 1X.
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Inmunofluorescencia directa: Se colocé 100 uL del anticuerpo primario conjugado a un
fluordforo y se incubd a 4°C protegido de la luz durante toda la noche. Se lavo tres veces con

PBS 1X.

Inmunofluorescencia indirecta: Se colocé 100 uL del anticuerpo primario y se incubé a 4°C
protegido de la luz durante toda la noche. Se lavo tres veces con PBS 1X. Se colocd 100 uL del

anticuerpo secundario o fluoréforo durante una hora. Se lavo tres veces con PBS 1X.

Inmunofluorescencia doble: Se colocé 100 uL del anticuerpo primario conjugado con un
fluoréforo y se incubd a 4°C protegido de la luz durante toda la noche. Se lavé tres veces con
PBS 1X. Se coloc6 100 uL del otro anticuerpo primario y se incubd a 4°C protegido de la luz
durante toda la noche. Se lavd tres veces con PBS 1X Se coloc6 100 uL del anticuerpo

secundario conjugado con un fluoréforo durante una hora. Se lavo tres veces con PBS 1X.

Luego del inmunomarcaje se realizd una contratincion del nucleo con 4',6-diamino-2-
fenilindol (DAPI, D9542, SIGMA-ALDRICH), para lo cual se colocé 100 uL de una solucién de

0,5 ug/mL de DAPI en PBS y se incubd durante 7 minutos. Se realizo tres lavados con PBS 1X.

Se realiz6 montaje en medio seco, para lo cual se coloc6 50 uL de medio de montaje e
inmediatamente se coloc6 sobre la muestra un cubreobjetos evitando la formacion de burbujas.
Los cortes fueron observados en el microscopio Confocal (OLYMPUS 1X83) (Buchwalow &

Bocker, 2010; Safayi et al., 2012).

Los anticuerpos con sus respectivas diluciones y tiempos de incubacion se encuentran

descritos en la tabla 7.
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Tabla 7
Anticuerpos usados para marcaje por inmunofluorescencia del tejido de glandula mamaria
bovina
Antigeno Ant.lcuer.po Dilucién Tiempo Anticuerpo secundario Dilucién Tiempo
primario (horas) (horas)
Beta Monoclonal de ) CruzFluor™ 488-conjugado )
actina raton IgG1 1:500 24 anti-raton IgGk 1:200 !
C-Kit Monoclonal de ) 5, 24 NA NA NA
raton 1gG1
Nestin ~ onoclonalde 5o 24 NA NA NA
raton 1gG1
Integrina 6 Monoclonal de ) CruzFluor™ 488-conjugado )
alfa ratén 1gG2 1:500 24 anti-raton IgGk 1:200 !
T™ - 1
CK14 Monc’)clonal de 1-500 24 CruzFluq 4{88 conjugado 1:200 1
raton IgG1 anti-raton IgGk
T™ - 1
MFEG-ES Mongclonal de 1-500 24 CruzFluq 4{88 conjugado 1:200 1
raton IgG1 anti-raton IgGk
NA: no aplica

3.9.2. Inmunohistoquimica del tejido de glandula mamaria bovina

Los cortes de tejido primero se sometieron al

proceso de desparafinacion y de

desenmascaramiento del antigeno. Luego se lavaron las secciones dos veces en PBS durante tres

minutos. Se realizd dos pasos de bloqueo: el primero en contra de la actividad de la peroxidasa

enddgena para lo cual las muestras se incubaron durante 5 minutos en una solucién de H,O; al

3%; y el segundo blogueo fue en contra del receptor enddgeno para lo cual las muestras se

incubaron en una solucion de leche descremada en polvo al 5% en PBS 1X durante 30 minutos.

Posteriormente se realiz6 el marcaje indirecto. Se colocd 100 uL del anticuerpo primario y se

incubo a 4°C protegido de la luz durante toda la noche. Se lavo tres veces con PBS. Se coloco

100 uL del anticuerpo secundario conjugado a HRP (Horseradish peroxidase (HRP) anti-raton
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IgGk) y se incubd durante una hora. Se lavo tres veces con PBS. Los anticuerpos (primarios y
secundarios) fueron diluidos en PBS con 1.5% de suero de bloqueo normal. Las secciones se
incubaron durante 15 minutos con un sustrato enzimatico apropiado para peroxidasa, en este caso
se preparo la solucion de trabajo con DAB (0.25% DAB, 0.015% H,0,, 0.01M PBS, pH 7.2). Se
lavé tres veces con PBS y luego en agua destilada. Luego se realizd una contra tincion del nicleo
con una solucién Hematoxilina, para lo cual se siguié desde el paso 1 hasta el paso 5 descrito en

la tabla 6.

Finalmente se realiz6 el montaje en medio seco, para lo cual se colocé 50 uL de medio de
montaje e inmediatamente se coloco sobre la muestra un cubreobjetos evitando la formacion de
burbujas. Los cortes fueron observados en el microscopio Invertido Micros Austria Sundew

MCXI1600 (Buchwalow & Bocker, 2010; Safayi et al., 2012).

Los anticuerpos con sus respectivas diluciones y tiempos de incubacion se encuentran

descritos en la tabla 8.

Tabla 8
Anticuerpos usados para marcaje por Inmunohistoquimica del tejido de glandula mamaria

bovina.

Anti o, Ti . . o, Ti
Antigeno nt_lcuer_po Dilucion 1empo Anticuerpo secundario Dilucion 1°MpO
primario (horas) (horas)
Be_ta Mon(?clonal de 1:250 24 Horseradls_h peromdase 1100 1
actina raton 1gG1 (HRP) anti-raton 1gGk
Integrina 6 Monoclonal de Horseradish peroxidase
1:1 24 . , 1:1 1
alfa ratén 19G2 00 (HRP) anti-raton 1gGk 00
Monoclonal de Horseradish peroxidase
K14 1:1 24 . , 1:1 1
c ratén 1gG1 00 (HRP) anti-ratén 1gGk 00
MFG-ES Monoclonal de 1100 24 Horseradish peroxidase 1100 1

ratén 1gG1 (HRP) anti-ratén 1gGk
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3.10. Toma de iméagenes

Para tomar fotografias del cultivo de células aisladas de leche se utilizd el microscopio
invertido Micros Austria Sundew MCXI600 siguiendo los siguientes parametros: Exposicion
(ms): Continuos Auto Exposure, Gain: automatic, Gamma: 1, Contraste: 0 y saturacion: 0 (Anexo

2).

Las secciones de tejido fueron inmunomarcados contra los anticuerpos previamente descritos.
Se tomaron al menos 5 fotografias aleatorias repartidas en regiones no superpuestas de cada corte

de tejido. Se seleccionaron dos fotografias para mostrarse en la parte de resultados.

Para tomar fotografias de la tincion con Hematoxilina y Eosina, y de la inmunohistoquimica se
utilizé el microscopio invertido Micros Austria Sundew MCXI600 siguiendo los siguientes
parametros: Exposicion (ms): 36.5949, Gain: 5.0625, Gamma: 0.45 y Contraste: 0.5 y saturacion:

0.5 (Anexo 2).

Mientras que las fotografias para inmunofluorescencia de tejido y células fueron tomadas con
el microscopio Confocal (OLYMPUS 1X83) siguiendo los siguientes parametros: Dapi HV: 773,
Gain: 2.875, Offset: 54; Alexa Fluor 488 HV: 785, Gain: 2.375, Offset: 66; Alexa Fluor 594 HV:
765, Gain: 2.375, Offset:69; TD1 HV: 137, Gain: 1.75, Offset:74; CA: auto; y Lamp 7.0 v)

(anexo 2).
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1 Toma de muestras de leche bovina

La informacion correspondiente a las muestras tomadas de leche esta descrita en la parte
inferior (Tabla 9). También se detall6 el nimero de células en cada muestreo y el conteo de
celulas somaticas (SCC, por sus siglas en inglés “somatic cell count”), para conocer la cantidad

de células que fueron eliminadas por cada mililitro de leche.

Tabla 9
Cuantificacion de células de muestras de leche
N° de )
N° . . Volumen , N° de células /mL
Raza Cadigo Estadio células
muestreo de leche SCC
totales
75%Holtesin 2 semanas de 6
! 25%Montbeliard 1315 lactancia 400 ml 6x10 15000
50%Holtesin 10 meses de
2 ) 1 : 400 ml 10° 7
50%Montbeliard 035 lactancia 00 m 3x10 500
50%Holtesin 10 meses de
) 1134 _ 450 ml 23x10° 1111
3 50%Montbeliard 3 lactancia 50m 3x10 S
4 . 3 meses de 450 m 3x10° 6 666
50%Holtesin 1009 lactancia
0 .
5 50%Montbeliard 5 meses_de 400 ml 6 x10° 15 000
lactancia
6 1lmesesde o5 37x10° 92 500
lactancia
50%Holtesin 12 meses de 6
! 50%Montbeliard 1102 lactancia 450 ml 21x10 46000
8 lamesesde oo o 81x10° 95 204
lactancia

SSC: conteo de células somaticas

Como se puede observar el valor de SCC varia entre razas, y también varia dependiendo del
estadio en el que se encuentra el animal ya que se tomd muestras de la misma vaca en diferentes

fases del ciclo de vida mamario.
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4.2 Cultivo de células aisladas de leche bovina

Las células aisladas de leche se pusieron en cultivo durante 24 dias (Figura 16). Al realizar el
aislamiento de células de leche se obtuvo un pool (Fig. 16A), estas celulas tenian forma
redondeada y presentaban diferentes tamafios, todas menores de 40 um porque se utilizé un filtro

celular para tratar de obtener una suspension homogénea.

Las células obtenidas se cultivaron de 2 a 3 dias en el mismo medio para favorecer su
adherencia a la superficie del coverslip. Al realizar el primer cambio de medio se eliminaron los
restos celulares, y fueron pocas las células que lograron adherirse, tomando diferentes formas

(Fig. 16B).

A partir del dia 7 de cultivo se visualizaron colonias celulares formadas principalmente por
células con forma de huso fusiforme (Fig. 16C), estas presentaban nucleo bien definido con2 a5
nucléolos en su interior (Fig. 16D). Ademas se observa la expansion de este tipo de colonias a lo

largo de los 24 dias de cultivo (Fig. 16H, 161y 16J).

Durante los dias que tomo el cultivo celular se pudieron observar células aisladas que
presentaban diferente forma: células fusiformes, células poligonales con nudcleos extendidos,

células compactas, y células con citoplasma extendido e irregular (Fig 16E-16J).

Cuando las células estaban en cultivo se pudo observar células que formaban nichos (Fig. 16E
y 161), con una capa de células fusiformes de base, y encimas de estas un estructura esférica

formada por células redondeadas.
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Figura 16. Micrografias campo claro de células aisladas de leche bovina.

Micrografias campo claro de células bovinas aisladas de leche tomadas a los: A) 2, B) 4, C) 7,
D) 10, E) 14, F, Gy H) 17, e | y J) 21 dias de cultivo. Flechas amarilla, verdes y azules sefialan
los diferentes tipos celulares encontrados de acuerdo a morfologia: células en forma de huso
fusiforme, células poligonales con el nucleo extendido, y células con citoplasma extendido,
respectivamente; y las flechas negras sefialan nichos celular. Magnificacién 100X (A, B, C, D, F,
G, H, 1, J) y Magnificacion 400X (E).

4.1 Inmunocitoquimica de células aisladas de leche bovina

El protocolo de inmunocitoquimica se estandarizo utilizando el marcador B-actina (Figura 17).

Una vez que se logro la expresion positiva de este marcador se prob6 con los demés anticuerpos
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Figura 17. Inmunomarcaje de p-actina por inmunofluorescencia en células aisladas de leche.

Microscopia Confocal de células bovinas aisladas de leche inmunomarcados contra B-actina
(verde). Ademas se realiz6 contratincion de los nicleos con DAPI (azul). La imagen combinada
se muestra en el cuarto panel. Magnificacién 600X.

Nestin

Figura 18. Inmunomarcaje de Nestin y Receptor tirosina quinasa (C-Kit) por
inmunofluorescencia en células aisladas de leche.

Microscopia Confocal de células bovinas aisladas de leche inmunomarcados contra Nestin
(verde) y C-Kit (rojo). Se realizd contratincion de los ndcleos con DAPI (azul). Las flechas
amarillas indican estrcuturas pseudoalveolares. Las flechas blancas indican marcaje negativo para
Nestin y C-Kit. La imagen combinada se muestra en el cuarto panel. Magnificacion 600X.
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Figura 19. Inmunomarcaje de Citoqueratina (CK14) y receptor tirosina quinasa (C-Kit) por
inmunofluorescencia en células aisladas de leche.

Microscopia Confocal de células bovinas aisladas de leche inmunomarcados contra: CK14
(verde) y C-Kit (rojo). Se realizé contratincién de los nucleos con DAPI (azul). La imagen
combinada se muestra en el cuarto panel. Magnificacién 600X.
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Figura 20. Inmunomarcaje de Integrina 6-alfa (I6a)) y receptor tirosina quinasa (C-Kit) por
inmunofluorescencia en células aisladas de leche.

Microscopia Confocal de células bovinas aisladas de leche inmunomarcados contra: I6a
(verde) y C-Kit (rojo). Se realizd contratincion de los ndcleos con DAPI (azul). Las flechas
amarillas indican estrcuturas pseudoalveolares. Las flechas blancas indican marcaje negativo para
C-Kit (segundo panel) y I6a. (cuarto panel). La imagen combinada se muestra en el cuarto panel.
Magnificacion 600X.
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Figura 21. Inmunomarcaje de Milk fat globule-EGF factor (MFG-ES8) y receptor tirosina
quinasa (C-Kit) por inmunofluorescencia en células aisladas de leche.

Microscopia Confocal de celulas bovinas aisladas de leche inmunomarcados contra: MFG-E8
(verde) y C-Kit (rojo). Se realizd contratincion de los ndcleos con DAPI (azul). Las flechas
amarillas indican estrcuturas pseudoalveolares. La imagen combinada se muestra en el cuarto
panel. Magnificacion 600X.

En el marcaje de las células aisladas de leche se observaron células independientes y células
que formaron ctmulos dispuestos en estructuras pseudo alveolares (Fig 18, 20 y 21). Existi6
expresion diferencial para Nestin (Figura 18), al tener células Nestin® y células Nestin™ (flechas
blancas). Todas las células fueron positivas para el marcador CK14 (Figura 19). ElI marcaje
también fue diferencial para 160 (Figura 20). EI marcaje de MFG-ES8 se obtuvo en la membrana
apical, es decir, hacia la luz de las estructuras pseudoalveolares (Figura 21). Se realiz6 un doble
marcaje de los anticuerpos Nestin, CK14, I6a y MFG-E8 con C-Kit el cual permitio dicernir

entre poblaciones celular.
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4.3 Tincién de hematoxilina y eosina

Para observar la morfologia y estructura de la glandula mamaria de vacas en lactancia y

vaconas (virgenes adultas) se realizo la tincion de H&E.

Se observo claramente las estructuras lobulo-alveolares caracteristicas del tejido mamario en
vacas en lactancia (Figura 22) y en vaconas (Figura 23). Los alveolos, se encuentraron mas
distendidos, con grandes espacios alveolares y menos estructurados en muestras de vacas en

lactancia (Fig. 22B y 22C), comparado con vaconas (Fig. 23B).

Se distinguio con mas detalle la composicion celular y las partes que conforman el tejido
mamario como por ejemplo: células luminales ductales y alveolares, células mioepiteliales,
membrana basal, estructura l6bulo-alveolar, alveolos, estroma, etc. en muestras de vacas en
lactancia (Figura 24A) y de vaconas (Fig. 24B y 24C). Se realizaron cortes transversales (Fig.
24A'y 24B) y un corte longitudinal (Fig. 24C). Se incluye un esquema de un corte longitudinal de
una estructura lobulo alveolar donde se aprecia la similaridad obtenida en los los cortes
realizados en este trabajo (Fig. 24D). Ademas se tomaron mediciones de los alveolos de muestras

de vacas en lactancia (Figura 25A y 25B) y vaconas (Fig. 22C y 25D).



Figura 22. Cortes de glandula mamaria de vaca con tincion de H&E.

Secciones de tejido de 4 um de grosor embebidos en parafina tefildos con H&E donde se
visualizan los nucleos (morado) y el citoplasma (rosado) de estructuras I6bulo-alveolares. Las
flechas sefialan los alveolos. Magnificacion de 100X (A) y 400X (B y C)

Figura 23. Cortes de glandula mamaria de vacona con tincion de H&E.

Secciones de tejido de 4 um de grosor embebidos en parafina tefiidos con H&E donde se
visualiza los nucleos (morados) y el citoplasma (rosado) de estructuras I6bulo-alveolar. Las
flechas sefialan B) los alveolos y C) los conductos lactiferos Magnificacion de 100X (A) y 400X

ByC)
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Figura 24. Estructura y composicion celular de la glandula mamaria con tincion de H&E.

Secciones de tejido de 4 um de grosor embebidos en parafina donde se observan estructuras
alveolares en muestras de A) Vacona y B) Vaca, tefiidos con H&E para visualizar el nicleo
(morado) y citoplasma (rosado). C) tincién solo con Hematoxilina de muestras de vacona. D)
diagrama de la estructura lébulo-alveolar Fuente: (Cowie, Forsyth, & Hart; 1984). En la figura se
sefialan 1) Alveolo, 2) célula epitelial alveolar, 3) célula mioepitelial, 4) membrana basal, 5)
célula epitelial ductal 6) estroma, y 7) leche. Magnificacion 400X.



Figura 25. Mediciones realizadas en las estructuras alveolares.

Secciones de tejido de 4 um de grosor embebidos en parafina tefiidos con H&E donde se
visualizan el nucleo (morado) y citoplasma (rosado) de las estructuras alveolares en muestras de
A y B) Vaca en lactancia, y C y D) Vacona. En la figura se sefialan las mediciones de los
alveolos. Magnificacion 400X.
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4.4 Inmunomarcaje en el tejido de glandulas mamarias

4.4.1 Inmunofluorescencia

El primer anticuerpo utilizado fue B-actina del tejido mamario en muestras de vaca (Figura 26)
y de vacona (Figura 31), el cual se utilizd para la estandarizacion del marcaje por
inmunofluorescencia. Este marcaje se observa como filamentos en todas las células que forman el
tejido mamario. Una vez estandarizado el método se probo la expresion de los demas anticuerpos

por inmunofluorescencia para muestras de vaca (Figura 27-30) y vacona (Figuras 32-35).

Las células que presentaron marcaje positivo para Nestin se encontraban rodeando los alveolos
(Figura 27 flechas amarillas). También se encontraban células Nestin® dispersas en el estroma

(Fig. 27 flechas blancas).

B-actina

50pm

inmunofluorescencia

Microscopia Confocal de cortes de parafina de 4 um de grosor del tejido de la glandula
mamaria de vaca inmunomarcados contra p-actina (verde), se realizé contratincion de los nlcleos
con DAPI (azul) y la imagen combinada se muestra en el cuarto panel. Magnificacion 600X.
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Figura 27. Inmunomarcaje de Nestin en tejido de glandula mamaria de vaca por
inmunofluorescencia

Microscopia Confocal de cortes de parafina de 4 um de grosor del tejido de la glandula
mamaria de vaca inmunomarcados contra Nestin (verde), se realizd contratincion de los nicleos
con DAPI (azul) y la imagen combinada se muestra en el cuarto panel. Magnificacion 600X.

Figura 28. Inmunomarcaje de Citoqueratina (CK14) y receptor tirosina quinasa (C-Kit) en
tejido de glandula mamaria de vaca por inmunofluorescencia

Microscopia Confocal de cortes de parafina de 4 um de grosor del tejido de la glandula
mamaria de vaca inmunomarcados contra: CK14 (verde) y C-Kit (rojo). Se realiz6 contratincion
de los nacleos con DAPI (azul). La imagen combinada se muestra en el cuarto panel.
Magnificacion 600X.
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Figura 29. Inmunomarcaje de Integrina 6-alfa (I6a) y receptor tirosina quinasa (C-Kit) en
tejido de glandula mamaria de vaca por inmunofluorescencia

Microscopia Confocal de cortes de parafina de 4 um de grosor del tejido de la glandula
mamaria de vaca inmunomarcados contra: I6a (verde) y C-Kit (rojo). Ademés se realizo
contratincién de los nacleos con DAPI (azul). La imagen combinada se muestra en el cuarto
panel. Magnificacion 600X.
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Figura 30. Inmunomarcaje de Milk fat globule-EGF factor (MFG-E8) y receptor tirosina
quinasa (C-Kit) en tejido de glandula mamaria de vaca por inmunofluorescencia

Microscopia Confocal de cortes de parafina de 4 um de grosor del tejido de la glandula
mamaria de vaca inmunomarcados contra: A) CK14 (verde) y C-Kit (rojo), B) I6a (verde) y C-
Kit (rojo), C) MFG-ES8 (verde) y C-Kit (rojo). Ademas se realizé contratincion de los nucleos con
DAPI (azul). La imagen combinada se muestra en el cuarto panel. Magnificacion 600X.
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El marcaje de CK14(verde) en muestras de vacas estaba restringido a celulas que rodeaban los
alveolos, mienrras que C-Kit (rojo) se contraba en celulas que forman la capa alveolar, en la capa
basal, e incluso en el estroma (Figura 28). Por otro lado, el marcaje para I6a (verde) estaba en
células que rodean los alveolos y se coexpresaba con C-Kit (rojo) (Fig. 29). Finalmente el
marcaje para MFG-E8 fue débil, ademas se encontraron células del estroma fuertemente positivas

para MFG-E8 (Fig. 30).

Al realizar el marcaje de muestras de vaconas no existio expresion diferencial para los
anticuerpos de interés Nestin (Figura 32) y CK14 (Figura 33), 16a (Figura 34), MFG-E8 (Figura

35), todas con un comarcaje de C-Kit.

B-actina

g = 50pm 50um / 50um
Figura 31. Inmunomarcaje contra B-actina en tejido de glandula mamaria
inmunofluorescencia
Microscopia Confocal de cortes de parafina de 4 um de grosor del tejido de la glandula
mamaria de vaca inmunomarcados contra [3-actina (verde), se realiz6 contratincion de los ndcleos
con DAPI (azul) y la imagen combinada se muestra en el tercer panel. Magnificacion 600X.

de vacona por
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Figura 32. Inmunomarcaje de Nestin en tejido de glandula mamaria de vacona por
inmunofluorescencia

Microscopia Confocal de cortes de parafina de 4 um de grosor del tejido de la glandula
mamaria de vaca inmunomarcado contra Nestin (verde), se realiz6 contratincion de los ndcleos
con DAPI (azul) y la imagen combinada se muestra en el cuarto panel. Magnificacion 600X.

Figura 33. Inmunomarcaje de Citoqueratina (CK14) y receptor tirosina quinasa (C-Kit) en
tejido de glandula mamaria de vacona por inmunohistoquimica

Microscopia Confocal de cortes de parafina de 4 um de grosor del tejido de la glandula
mamaria de vaca inmunomarcados contra: CK14 (verde) y C-Kit (rojo). Se realiz6 contratincion
de los nuacleos con DAPI (azul). La imagen combinada se muestra en el cuarto panel.
Magnificacion 600X.
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Figura 34. Inmunomarcaje de Integrina 6-alfa (I6a) y receptor tirosina quinasa (C-Kit) en
tejido de glandula mamaria de vacona por inmunohistoguimica

Microscopia Confocal de cortes de parafina de 4 um de grosor del tejido de la glandula
mamaria de vaca inmunomarcados contra: I6a (verde) y C-Kit (rojo). Se realiz6 contratincion de
los nicleos con DAPI (azul). La imagen combinada se muestra en el cuarto panel. Magnificacion
600X.

Figura 35. Inmunomarcaje de Milk fat globule-EGF factor (MFG-E8) y receptor tirosina
quinasa (C-Kit) en tejido de glandula mamaria de vacona por inmunohistoquimica.

Microscopia Confocal de cortes de parafina de 4 um de grosor del tejido de la glandula
mamaria de vaca inmunomarcados contra: MFG-E8 (verde) y C-Kit (rojo). Se realiz
contratinciéon de los nudcleos con DAPI (azul). La imagen combinada se muestra en el cuarto
panel. Magnificacion 600X.
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4.4.2 Inmunohistoquimica
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Figura 36 Inmunomarcaje B actma CK14 I6a y MFG E8 en tE]IdO de glandula mamaria de
vaca por inmunohistoquimica

Micrografias de cortes de parafina de 4 um de grosor del tejido de la glandula mamaria de
vaca inmunomarcados contra -actina, CK 14, I6a y MFG-E8 (café), y se realiz6 contratincion de
los nucleos con Hematoxilina (azul). Magnificacion 400X.
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Figura 37. Inmunomarcaje 3-actina, CK14, 16a y MFG-E8
vacona por inmunohistoquimica

Micrografias de cortes de parafina de 4 um de grosor del tejido de la glandula mamaria de
vacona inmunomarcados contra -actina, CK 14, 16a. y MFG-E8 (café), y se realizé contratincion
de los nucleos con Hematoxilina (azul). Magnificacion 400X.
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El marcador p-actina permitié la estandarizacion del protocolo de marcaje por
inmunohistoquimica en muestras de tejido mamario de vaca en lactancia (Fguras 36) y muestras
de vacona (Figura 37). Una vez que se logré estandarizar las condiciones del marcaje se procedio

a probar los demas anticuerpos.

Se obtuvo marcaje positivo, pero fue débil en muestras de vaca (Figura 36). Las flechas negras
sefialan los lugares donde el marcaje fue mas intenso. Ademas, al observar el marcaje para MFG-

E8, las membranas apicales de las células presentan protuberancias hacia la luz de los alveolos.

Al realizar el protocolo en muestras de vaconas, los restados obtenidos fueron los mismo que
al realizarse por inmunofluorescencia, la expresion fue negativa debido a que solo se puede

visualizar el color azul caracteristico de los nucleos.
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CAPITULO V: DISCUSION

5.1 Cultivo de células aisladas de leche bovina

Las células mamarias se desprenden durante la lactancia por lo que son encontradas en las
secreciones mamarias de todos los mamiferos (Cregan et al., 2007). Su cantidad se ve afectada
por diferentes factores, tales como: especie, raza, fase de lactancia, produccion de leche,

diferencias individuales de los animales y practicas de manejo (Baratta et al., 2015).

El SCC expresa el numero de células excretadas por mililitro, y usualmente tiene un valor
menor de 200,000 células por mililitro (Akers & Nickerson, 2011; Baratta et al., 2015),
conformado por células epiteliales diferenciadas (hasta el 90%), mioepiteliales, adipocitos,
fibroblastos, células del sistema inmune, entre otras (Cregan et al., 2007). La tabla 4 muestra los
valores obtenidos de SCC, que variaron acorde la raza (Holstein o Brown Swiss), y también
acorde al estadio de lactancia en el que se encuentra el animal (lactancia temprana, media o

tardia).

En el estudio realizado por Perruchot et al., (2016) el valor de SCC fue de 111.2, 54.2, 105 y
166.5 (10° células/mL), que corresponde con 30, 90, 150 y 250 dias de lactancia respectivamente.
Este dato sugiere que al final de la lactancia, es el momento indicado para tomar las muestras de
leche porque se secretaran mas cantidad de células a causa de la involucion y remodelacion del
tejido. Esto es congruente con los resultados mostrados en tabla 4, donde el mayor nimero de
células excretadas por la misma vaca, fue en la fase final de lactancia, justo antes de entrar al

periodo seco.
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A pesar de que el valor SSC indica el numero de células excretadas, no discrimina si se trata
de células vivas 0 muertas. Baratta et al., (2015) menciona que el porcentaje de células viables es
aproximadamente 4 a 6% del total de células secretadas, valor que varia segun la fase de
lactancia. No obstante, estas células pueden proliferar y generar colonias celulares (Baratta et al.,

2015).

En este estudio, las células aisladas de la leche bovina se pusieron en cultivo inmediatamente,
pero fueron pocas las que lograron adherirse. Se obtuvo un pool de célula (Figura 16A), y luego
de realizar el primer cambio de medio, son pocas las que quedaron adheridas a la superficie, (Fig.
16B). Después del dia 7 (Fig. 16C), se pudo evidenciar que aumentaba la proliferacion celular al
observar la formacion de colonias celulares, y que estas continuaban expandiéndose a lo largo del
tiempo (Fig. 16H). Richter et al., (2013) menciona que las células necesitan una fase de
adaptacion después de la siembra que les permita adaptarse al nuevo entorno y comenzar con la
fase de crecimiento exponencial que sucede aproximadamente a partir dia 3 de cultivo, sin
embargo, Baratta et al., (2015) aclara que este valor puede variar con cada muestra de leche

tomada.

El mantenimiento de una poblacion de células madre in vitro es complejo debido a que es
dificil recrear las interacciones célula-célula y célula-matriz (Martignani et al., 2015). A pesar de
eso, en el presente trabajo se comprobo que las células pueden proliferar a lo largo de varios dias
de cultivo (24 dias), datos que son similares al llevado a cabo por Cravero et al., (2014) en el que
el cultivo fue 35 dias, y ademéas demuestra que las caracteristicas de potencialidad permanecen

durante todo el ensayo.
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Hu et al., (2016) aclara que la proliferacion puede detenerse después de un nimero limitado de
divisiones; informacién que también ha sido ratificada por Cravero et al, (2014), con sus estudios
en roedores y humanos. Esto no fue comprobado en el presente estudio ya que el cultivo no fue

observado por mas de los 24 dias de cultivo.

Sharma et al., (2015) y Martignani et al., (2015) menciona que existen dos poblaciones
predominantes de la glandula mamaria con morfologias definidas: células en forma de huso
fusiforme (Fig. 16C, 16D y 16H flecha amarilla), y células en forma cuboidal (Fig. 16F y 16J
flecha verde). Ademas, Sharma et al., (2015) afiade que las células con forma de huso presentan
un citoplasma extendido, tienen el nucleo bien definido en el que se pueden observar de 3 a 5
nucléolos en cada célula, lo que se puede evidenciar con los resultaos mostrados en este estudio
(Fig. 16D flechas blancas). Ritcher et al., (2013), menciona que el crecimiento celular de las
colonias es visible en el margen el cual estd formado por células alargadas, lo que también se

encontrd en este estudio (Fig. 161y 16J).

Cravero et al., (2015), describe una tercera poblacion celular que consiste en células méas
grandes con un citoplasma extendido y una superficie celular irregular (Fig. 16F y 16J ) que

puede corresponder con células progenitoras.

Cregan et al, (2007) y Sharma et al, (2015), menciona que las células mamarias forman
estructuras pseudoalveolares con células alargadas en los margenes. Esto es congruente con los
resultados obtenidos donde se observd estructuras pseudo alveolares (Figura 16G y Figura 18

flechas amarillas).



71

5.2 Inmunomarcaje de células aisladas de leche

B-actina: es una proteina que participa en varios procesos celulares incluido la migracion
celular, la division celular y la regulacion de la expresion génica, por lo que se expresa
continuamente en la célula (Bunnell et al., 2011). Debido a que la expresion de B-actina es
constitutiva en todas las células fue usada como control para estandarizar el protocolo de

inmunocitoquimica (Figura 17).
Se usaron varios marcadores como:

Receptor tirosina quinasa (C-Kit): es un marcador de células maduras luminales y
progenitoras luminales (Tornillo et al., 2013; Moreira, 2010; Iglesias et al., 2015). Se observan
células positivas para la expresion de C-Kit lo que nos indica la presencia células que presentan

caracteristicas de multipotencia (Figura 18, 19 y 20).

Nestin: es un filamento intermedio celular relacionado con la multipotencia, aunque también
es expresado por células basales (Richter et al., (2013). Se puede observar la expresion diferencial
para Nestin, lo que indica la presencia de células epiteliales (Nestin) y células mioepiteliales o
células madre multipotentes (Nestin®) (Figura 18). Richter et al., (2013) logra demostrar que la
expresion de Nestin se mantiene durante varios pasajes (Pasaje 22), en este estudio logra
expresarse hasta el dia 21, momento en el que fue realizado el marcaje. Al ser coexpresado con

C-Kit" indica la presencia de progenitores multipotentes.

Citoqueratina 14 (CK14): es un filamento celular expresado en células mioepiteliales o
progenitores mioepiteliales de linaje restringido (Moreira, 2010; Inman et al., (2015). Se observo

células que son positivas para CK14 (Figura 19) y al coexpresarse con C-Kit indica la presencia
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de progenitores mioepiteliales de linaje restringido. Sharma et al., (2015), Martignani et al.,

(2015) y Cravero et al., (2015), realizaron el marcaje de las células en forma de huso y

demostraron que expresan un fenotipo CK14/CK18" lo que corresponde con células luminales.

Mientras que las células cuboidales presentaban un fenotipo CK14*/CK18™ lo que corresponde

con células mioepiteliales.

Integrina 6-alfa (I6a): es una proteina de membrana que se expresa en las células
mioepiteliales y células multipotentes, siendo mayor su expresion cuando se trata de progenitores
0 células madre mamarias adultas (Martignani et al., 2015). Se observo la expresion diferencial
para I6a indicando la presencia de mioepiteliales 160/C-Kit™ y progenitores multipotentes
I6a'/C-Kit" (Figura 20). Cravero et al., 2015, al describir fenotipicamente las poblaciones
celulares bovinas menciona que la expresion de I6a incrementa en las células en cultivo a través

del tiempo.

Milk fat globule-EGF factor (MFG-ES8): es una glicoproteina expresada por la membrana
apical de células epiteliales alveolares encargadas de sintetizar y secretar la leche hacia la luz de
los alveolos (Atabai et al., 2005; Cravero et al., 2014). Al ser coexpresada por C-Kit indica la

presencia de progenitores alveolares (Figura 21).

La variacion en la expresion de los marcadores celulares durante las condiciones de cultivo in
vitro no esta esclarecido todavia, no se sabe si la variacion se debe a procesos de apoptosis,

desdiferenciacion, transdiferenciacion o diferenciacion normal (Richter et al., 2013).

En el estudio realizado por Baratta et al., (2015), encontraron que las células cultivadas

expresan marcadores tipicos de células progenitoras, lo que es congruente con los resultados
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obtenidos. El estudio realizado por Cravero et al., (2014), también demuestra que las primeras
poblaciones de progenitores se mantienen a traves del tiempo y solo se diferencian parcialmente,
por lo que es posible mantener células bovinas con propiedades similares a las de células madre o
progenitoras en cultivo a largo plazo. En este estudio el marcaje fue realizado en el dia 21 de
cultivo por lo que la expresion de los marcadores de multipotencia logré6 mantenerse durante el

tiempo de cultivo.

Li et al., (2009) menciona que el cultivo celular en suspension favorece la proliferacion de
células madre, al contrario del cultivo adherente en el que las células se diferencian gradualmente
y pierden su multipotencia. En este estudio, el cultivo fue adherente y se lograron identificar

células con caracteristica de multipotencia como se describié previamente.

5.3 Tincion de hematoxilina y eosina de cortes de tejido de la glandula mamaria

La tincién de hematoxilina y eosina (H&E) es usada cominmente para la observacién de las
caracteristicas morfologicas de un tejido en particular, en este caso de la glandula mamaria. Se
basa en el uso de un colorante basico (hematoxilina) y otro acido (eosina) para tefiir el ntcleo y el

citoplasma de la célula respectivamente (Megias, Molist, & Pombal, 2018).

Con la tincién de H&E se pudo observar que el tejido mamario es una estructura ramificada en
forma de arbol, en la que los conductos y estructuras alveolares estan revestidos por una capa
interna de celulas epiteliales luminales, que a su vez esta rodeada por una capa externa de células

mioepiteliales (Figura 22, 23 y 24) (Moreira, 2010).

Segun los estudios realizados por Moreira, (2010) y Rauner & Barash, (2012), la estructura de

la glandula bovina se asemeja a la humana, ambas tienen alveolos que estan formados por una
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sola capa de células epiteliales alveolares y una capa de células mioepiteliales lo que coincide con
los resultados obtenidos (Figuras 22, 23 y 24); a diferencia de los alveolos murinos que estan

formados por una multicapa de células alveolares y una capa de células mioepiteliales.

Nickerson & Akers, (2011), y Sharma & Jeong, (2013) mencionan que los alveolos son
estructuras esféricas de 50 a 250 mm de didmetro, que varia de acuerdo al volumen de leche
almacenado. En este estudio los alveolos presentaban diferente tamafio pudiéndose encontrar

desde 300-1250 um en vacas Yy valores entre 348-895 um en vaconas (Figura 25).

Van Keymeulen et al., (2011) y Osinska et al., (2014), mencionan que las estructuras I6bulo-
alveolares, penetran y ramifican dentro del estroma que es fibroso, y estd compuesto por varios
tipos celulares como adipocitos, fibroblastos y células inmunitarias, e inclusive vasos sanguineos.
Esta estructura se pudo encontrar tanto en la glandula mamaria de vaca (Figura 22A) y de vacona

(Figura 23A).

Las células epiteliales se caracterizan por presentar una forma cubica o columnar, y estan
dispuestas de tal forma que su membrana apical se encuentra hacia la luz de los conductos
(ductales), o hacia la luz de los alveolos (alveolares) (Sharma & Jeong, 2013; Inman et al., 2015).
Su nucleo se encuentra cerca de la membrana citoplasmatica basal (Figura 24) (Nickerson &
Akers, 2011). Por otra parte las células mioepiteliales son fusiformes cuando recubren los
conductos lactiferos, pero cuando se desarrollan los alveolos, adoptan forma estrellada y sus
prolongaciones se extienden radialmente cubriendo a los alveolos. Estas células se encargan de
segregar la lamina basal que separa los alveolos del estroma (Fig. 24) (Woodward et al., 2005;

Nazeer et al, 2014).
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Perruchot et al., (2016) expresa que en los primeros meses de lactancia los alvéolos mamarios
tienen pequefios espacios luminales, los que van aumentando conforme transcurre el tiempo.
Ademas menciona que a partir de los 150 dias de lactancia existe un aumento del tejido estromal,
debido al proceso de involucion, en el que el tejido especializado va muriendo y es reemplazado
por tejido fibroso, mayormente compuesto por adipocitos (Atabai et al., 2005; Macias & Hinck,
2012). Esto es congruente con los resultados obtenidos en este estudio, donde los alveolos de las
vacas en lactancia (Fig. 24A) se encuentran mas distendidos, menos estructurados y ademas el
estroma estd cubriendo la mayor parte del tejido, con respecto al tejido de la vacona (Figura

24B).

Los dos linajes de células predominantes en el tejido mamario encontrados en las biopsias de
tejido de la glandula mamaria de vaca y vacona fueron epitelial y mioepitelial, identificados por
la morfologia que presentaron y su disposicién en el tejido. Estos tipos celulares provienen de la
division asimétrica de una pequefia poblacion de células con capacidad regenerativa y
multipotencia que reside en lugares especificos de la glandula mamaria (Rauner & Barash, 2012).
Sin embargo, Colitti, (2010), menciona que morfoldgicamente, es completamente imposible

distinguir las células madre de las células diferenciadas de un tejido particular.

5.4 Inmunomarcaje

El inmunomarcaje es la principal técnica que se usa para identificar, caracterizar y clasificar
las células madre, razon por la cual usan conjuntos de anticuerpos contra las proteinas de la

superficie o la matriz celular, como lo realizado en el presente estudio (Cravero et al., 2014).
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Hasta la fecha, los marcadores cominmente usados para caracterizar poblaciones celulares
abarcan receptores de hormonas y de esteroides, citoqueratinas (CK5, CK6, CK8, CK9, CK14),
actividad aldehido deshidrogenasa, el receptor tirosina y el receptor tirosina quinasa (Moreira,
2010), pero también la expresion de marcadores especificos de células madre/progenitoras tales

como nestin o p63 (Baratta et al., 2015).

En el presente estudio se prob6 los marcadores: el receptor tirosina quinasa (C-Kit),
citogueratina 14 (CK14), integrina 6 alfa (16a), Milk fat globule-EGF factor 8 protein (Mfge8)
para caracterizar las poblaciones celulares en el tejido mamario bovino, y también se lo realizé en

células aisladas de leche bovina.

5.4.1 Marcaje en tejido

B-actina: Es una proteina que forma parte de los microfilamentos del citoesqueleto, razon
por la cual se observa el marcaje en todo el citoplasma celular en forma de filamentos
(Bunnell et al., 2011). Como se menciond previamente, debido a p-actina es una proteina que
se expresa constantemente, fue usada como control para estandarizar el protocolo tanto de

inmunofluorescencia (Figura 26 y 31) como de inmunohistoquimica (Figura 36 y 37).
Se usaron varios marcadores como:

Nestin: es un filamento intermedio celular que esta relacionado con la multipotencia, y en
tejidos adultos, relacionado con el compartimento regenerativo de la glandula mamaria y por
consiguiente, con la presencia de poblaciones de células madre (Cregan et al., 2007; Richter et
al., 2013). Richter et al., (2013) y Li et al., (2009) menciona que la mayoria de células que

expresan positivamente la fluorescencia para nestin se encuentran en la membrana de las células
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mioepiteliales en la glandula mamaria. Sin embargo Rauner y Barash (2012), afirman que no
existe una diferencia significativa en la expresion de Nestin entre las células basales y las células

madre 0 progenitoras.

Li et al., (2009) informa sobre la presencia de dos tipos de poblaciones celulares mioepiteliales
Nestin+, un grupo de células basales columnares que expresan nestin en el citoplasma rodeando
el nacleo, y un segundo grupo de células que se encuentra rodeando conductos y alveolos, que

fue el tipo celular nestin® encontrado en este estudio (Fig. 27).

En este estudio el marcaje se observé en células que rodeaban los alveolos, lo gque indica la
presencia de células mioepiteliales o células con caracteristicas de multipotencia. EI marcaje no
se encontraba en todo el tejido, existian células mioepiteliales que presentaban menor o ninguna
expresion. También se encontraron células aisladas Nestin®, que debido a su localizacion y
morfologia, se sugiere que se trata de células mioepiteliales, precursores mioepiteliales o
miofibroblastos (Li et al., 2009). Sharma et al., (2015) recalca sobre la presencia de linajes de
células madre o progenitoras funcionales que residen en el tejido durante toda la vida del animal,
por lo que es congruente que exista la presencia de células madres en las cortes de tejido

analizados.

Richter et al., (2013) expone que la potencia de las células que residen en el tejido no esta
establecido todavia, por lo que no se puede discernir si se trata de células unipotentes, o
multipotentes. Sin embargo, Rauner y Barash (2012), exponen que marcadores especificos, como
Nestin, se pueden asociar a la multipotencialidad, debido a que su estudio in vitro de celulas

nestin+ originaban células con fenotipo luminal o basal.
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C- Kit: es usado como un marcador que se expresa en la membrana basal de las células que
recubre los conductos, razon por la cual las células maduras luminales y progenitoras luminales
son C-Kit" (Tornillo et al., 2013; Moreira, 2010; Iglesias et al., 2015), mientras que las células
madre mamarias asi como las células mioepiteliales son C-Kit (Iglesias et al., 2015). En el
presente estudio, la expresion por C-Kit se localiz6 tanto en células alveolares y mioepiteliales

(Figura 28-30).

Colitti, (2010) e Iglesias et al., (2015), afirman que la fase de involucion involucra células
progenitoras de C-Kit y/o conduce al aumento de células de C-Kit" debido a la pérdida de células
alveolares diferenciadas por lo que es necesario células multipotentes que remodelen el tejido de
la glandula mamaria. Esto podria explicar por qué las células del tejido de vacas fueron C-Kit",

mientras que para células del tejido de vaconas era C-Kit'.

Colitti, (2010), menciona que C-Kit normalmente se expresa en una variedad de tejidos
incluyendo mastocitos, gametocitos, melanocitos y las células intersticiales de Cajal. También
estd presente en células madre hematopoyéticas, sin embargo su expresion va disminuyendo
gradualmente conforme avanza la diferenciacién de las células hasta llegar a eritrocitos maduros
(Machherndl et al, 2013). Esto podria explicar la expresion de C-Kit por parte de glébulos rojos
(Fig. 28). Para evitar esto, se debe realizar perfusion de las biopsias con PBS para eliminar la

presencia de globulos rojos.

Citoqueratina 14: Moreira, (2010), en su investigacion menciona que las células epiteliales
luminales son CK14", tanto células ductales como células alveolares, mientras que las células que
expresan CK14" estan localizadas en el membrana basal y corresponden a células mioepiteliales

0 a progenitores mioepiteliales de linaje restringido. En este estudio, las células que expresan
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CK14 se encuentran rodeando los alveolos lo que es caracteristico de las células mioepiteliales

(Figura 28) (Nazeer et al, 2014; Inman et al., 2015).

Integrina 6 alfa: Perruchot et al., (2016) menciona que las células mamarias que participan en
la produccion de leche (células mioepiteliales y lumino-alveolares) expresan I6a en diferente
magnitud, mientras que las células epiteliales presentes en los conductos mamarios no lo
expresan. Sin embrago, Baratta et al., (2015) y Rauner & Barash, (2012), menciona que I6a. se
restringe a células mioepitelales. Los resultados que se obtuvieron en este estudio identifico que

el marcaje se encontraba localizado en las células que recubren los alveolos (Figura 29).

Perruchot et al., (2016), menciona que a mayor numero de células 160 aumentaba el nivel de
produccion de leche. También menciona que una alta expresion de 160 ha sido asociada con

progenitores mioepiteliales multipotentes y también con células madre mamarias adultas.

En el presente estudio se observaron células con marcaje positivo para CK14 y para I6a, estas
células exhibieron tincion fluorescente a lo largo de las prolongaciones citoplasmaticas que
sobresalian de la superficie de las células basales y rodeaban los alveolos atravesando la capa de
células epiteliales alveolares, lo que es caracteristico de células mioepiteliales (Sayafi et al.,

2012).

Durante el ciclo de vida mamario, la proliferacion, la homeostasis, y el mantenimiento de cada
linaje se rige por la presencia de células madre capaces de diferenciarse en linajes mioepiteliales
0 luminales (Van Keymeulen et al., 2011). Martignani et al., (2015), ha establecido que las
células madre mamarias estan asociadas con la capa basal debido a que solo las células de origen

mioepitelial pueden diferenciarse en ambos linajes mamarios, al contrario de las células de origen
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luminal que solo pueden generar su propio tipo. Por esa razon el marcaje por nestin, CK14 y I6a

es predominante en células mioepiteliales comparado con células alveolares.

Mfge8: La leche es sintetizada por células epiteliales alveolares totalmente diferenciadas, en
una porcién de la membrana plasmatica apical denominada membrana de globulos grasos de la
leche (MFGM por sus siglas en inglés “Milk fat globule membrane”). El glébulo de grasa de la
leche-EGF-factor 8 (Mfge8), también conocida como lactadherina, es una glicoproteina que
forma parte de esta membrana, y participa en el desarrollo de la glandula mamaria, pero su
principal funciédn es la remodelacion tisular durante la involucion (Atabai et al., 2005; Cravero et
al., 2014). La expresion de Mfge8 se localiza en la luz de los alveolos y ductos lactiferos; y en la
superficie apical de las células epiteliales alveolares y ductales (Atabai et al., 2005). Cravero et
al., (2014) indica que la expresion de Mfge8 sirve como un marcador de estructuras alveolares
funcionales. En este estudio, el marcaje fue negativo para Mfge8 en muestras de tejido de vacas
(Figura 30). Esto puede suceder debido a que el anticuerpo usado era para detectar Mfge8 de
origen humano. Martignani et al., 2010), logro obtener marcaje positivo para proteinas de la leche
humana en células bovinas solamente al ser transducidas con un lentivirus que codifica B-Caseina

humana.

Colitti, (2010) menciona que la etapa prepuberal parece ser la mejor etapa para encontrar
células madre en el tejido de la glandula mamaria. Sin embargo, esto es contradictorio a los
resultados obtenidos en este estudio, en donde el marcaje fue negativo para muestras de vaconas
al probar la expresion de C-Kit, CK14, 16a, Nestin y MFGES8 por inmunofluorescencia (Figura

32-35) o probar la expresion de CK14, 16a y MFGES8 por inmunohistoquimica (Figura 37).
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

Se logrd aislar células de leche de vaca y el cultivo tuvo una duracion de 24 dias.
Mediante inmunocitoquimica se logré identificar células alveolares Nestin /C-Kit,
células mioepiteliales 16a/C-Kit", progenitores alveolares Mfge8* C-Kit", progenitores

mioepiteliales CK14"/C-Kit", y progenitores multipotentes 160 /C-Kit" y Nestin*/C-Kit".

Mediante la tincion de H&E y el inmunomarcaje in situ se comprob6 que el tejido de la
glandula mamaria bovina tiene la estructura tipica en forma de arbol, en la que los
conductos y alveolos estan revestido por una capa interna de células epiteliales luminales
y alveolares, respectivamente, que a su vez estd rodeada por una capa externa de células
mioepiteliales; y esta estructura se encuentra dentro del estroma que esta compuesto por

fibroblastos, adipocitos y vasos sanguineos

En el tejido de glandulas mamarias de vacas en lactancia se logrd identificar células
alveolares Mfge8", células mioepiteliales CK14*/C-Kit, y Nestin®; progenitores
alveolares CK14 /C-Kit", I6a /C-Kit" y Mfge8'/C-Kit"; progenitores mioepiteliales
CK14%/C-Kit" y Nestin®; progenitores multipotentes 16a"/C-Kit" y Nestin® y miofibrastos

Nestin+. En muestras de vaconas el marcaje fue negativo para todos los anticuerpos.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

e Realizar la identificacion y clasificacion celular usando marcadores propios de células
madres mamarias bovinas como: Receptor nuclear de la subfamilia 5 grupo A miembro 2
(NR5A2), nucleoporina 153 (NUP153) , Dominio de la fibronectina tipo 3 que contiene

3B (FNDC3B) o factor nuclear 4a de hepatocito (HNF4A o NR2A1).

e Realizar técnicas de bioingenieria que favorezcan la adhesion, proliferacion y
diferenciacion de las células madre mamarias bovinas (bMaSC) como por ejemplo:
cultivo en suspension (no adherentes), o usar disefios bidimensionales (2D) y

tridimensionales (3D), estructuras denominadas mamosferas.

e Realizar un estudio que se aplique las células madre aisladas de leche de vaca en modelos

in vivo para poder evaluar su efecto de regeneracion
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