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MECANISMOS DE DEFENSA E INMUNIDAD

DE LA GLANDULA MAMARIA EN LA VACA LECHERA

Montoya Garcia, N'., Acosta Dibarrat, ].P'., Bedolla Cedefio, C?., Castanieda Viz-
quez, H?., Cal Pereyra, L*.,Velizquez Ordonez, V!

RESUMEN

La respuesta inmune contra los agentes infecciosos involucra una
compleja interaccion entre diferentes tipos de células y sus pro-
ductos, que culmina con la eliminacidon del agente infeccioso o
la muerte del animal. La glandula mamaria estd protegida por una
variedad de mecanismos de defensa, que forman parte de la inmu-
nidad innata y de la inmunidad especifica. Durante las primeras
etapas de la infeccidn se activan los mecanismos inespecificos de
defensa en caso de ser sobrepasados los mecanismos de inmunidad
especifica se activan con el fin de controlar al patégeno y crear
memoria inmunoldgica la que resultard en un ataque rapido en
una segunda exposicion al patdogeno. Por otra parte la inmunidad
se produce por la interaccion de los agentes infecciosos y los meca-
nismos inmunes, durante la infeccién o mediante la administracion
de las vacunas se desarrolla la inmunidad local y sistémica. A su vez
las células somaticas de la leche que representan una proporcion
normal de células epiteliales y leucocitos, son consideradas un in-
dicador de la respuesta celular inducida por la inflamacién de la
glandula mamaria al producirse la agresion. El conocimiento de los
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mecanismos inmunes y la resistencia a la enfermedad, son funda-
mentales para el desarrollo de estrategias de prevencién y control
de la muastitis, para mejorar la salud de la glandula mamaria en el
hato lechero. Por dltimo se discute la implicacion del estrés calori-
co en la ocurrencia de mastitis.
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ABSTRACT

The immune response against infectious agents involves a com-
plex interaction between different types of cells and their products,
culminating with the elimination of the infectious agent or the
death of the animal. The mammary gland is protected by a variety
of defense mechanisms, as part of innate immunity and specific
immunity. During the early stages of infection nonspecific defense
mechanisms are activated in case of being overwhelmed specific
immunity mechanisms are activated to control the pathogen and
create immune memory resulting in a fast attack in a second ex-
posure to the pathogen. Moreover immunity produced by the in-
teraction of infectious agents and immune mechanisms, or during
infection by administering vaccines local and systemic immunity
develops. In turn the milk somatic cells representing a normal pro-
portion of epithelial cells and leukocytes, are considered an indica-
tor of induced inflammation of the mammary gland to aggression
cellular response occur. Knowledge of immune mechanisms and
disease resistance are fundamental to the development of strategies
for prevention and control of mastitis, to improve the health of the
mammary gland in the dairy herd. Finally, the implication of calo-
ric stress in the occurrence of mastitis is discussed.

Key words: Mammary gland, immunity, somatic cells




INTRODUCCION

n la vaca lechera la resistencia natural a la infeccién de la glan-

dula mamaria asociada a la inmunidad innata, es ejercida a través

de las barreras fisicas, celulares y quimicas de la ubre. A su vez
la inmunidad especifica o adaptativa se desarrolla al interaccionar
los agentes infecciosos y los mecanismos inmunes en la inmunidad
celular y humoral. La manifestacion del desarrollo de la inmuni-
dad local y sistémica se manifiesta en el estado inmune. El sistema
inmune es capaz de distinguir lo propio de lo ajeno y reaccionar
selectivamente sélo a los antigenos extranos unidos a proteinas de
membrana genéticamente diversas del complejo mayor de histo-
compatibilidad (MHC) lo que da diversidad en la presentacion de
los antigenos bacterianos por los diferentes individuos. Una res-
puesta inmune especifica sélo se producira si los antigenos se com-
binan con una molécula de MHC en la superficie de ciertas célu-
las, un proceso conocido como presentacion antigénica (Sordillo y
Streicher, 2002). La incidencia de la mastitis aumenta cuando los
mecanismos de defensa de la glandula mamaria estan deteriorados.
El ganado lechero estd expuesto a una serie de presiones genéticas,
fisiologicas y ambientales que pueden comprometer el sistema in-
mune aumentar la incidencia de mastitis. A este respecto el énfasis
en la seleccion genética para maximizar la produccion de leche ha
aumentado las tensiones metabolicas asociadas con la sintesis y la
secrecion de leche, existiendo una correlacion negativa entre la ca-
pacidad de produccion de leche y la resistencia a la mastitis (Sordi-
llo y Streicher, 2002). El conocimiento de los mecanismos inmunes
y la resistencia es fundamental en la prevencion de la mastitis y su
contribucidn en la salud de la glandula mamaria.

BARRERAS DE DEFENSA NATURAL

E INMUNIDAD DE LA GLANDULA MAMARIA

En la vaca lechera el tejido glandular mamario es de tipo 16bulo
alveolar y de origen ectodérmico. El tejido glandular se encuentra
inmerso en el estroma conjuntivo finalmente recubierto por la piel.
El tejido glandular se encuentra constituido por tubos ramificados
que se comunican con los alvéolos o acinos caracteristicos del pa-

rénquima glandular secretor. A su vez el sistema inmune de la ubre
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es necesario en la resistencia y defensa de la ubre ejercidas a través
de la inmunidad innata y adaptativa. El desarrollo de la inmunidad
adaptativa es estimulada de forma especifica al ser expuesta la glan-
dula mamaria a los agentes causales de la mastitis e inducida por
los inmunoégenos se logra un estado de inmunidad necesaria para
mejorar la capacidad de defensa y resistencia frente a la mastitis. Por
su parte la linea de defensa fagocitaria ejercida por los neutrofilos y
macrofagos, complementada por las barreras naturales y los factores
solubles quimicos presentes en la leche contribuyen a la resistencia
natural a la enfermedad. (Zhao y Lacasse, 2008).

La piel de la ubre

La ubre en la vaca lechera esta cubierta de una capa de piel delgada
y suave; la piel es considerada como la primera barrera de defensa
anatébmica, impermeable debida a la accidn de la queratina presente
en el estrato corneo, que evita la penetraciéon y pérdida de agua a
través de los estratos inferiores de la piel. La humectacion cutanea es
necesaria para brindar la textura, suavidad, elasticidad y flexibilidad,
consideradas caracteristicas deseables en la piel. Al disminuir su hu-
medad la elasticidad de la piel se pierde y resquebraja produciendo
fisuras de la queratina, con formaciones de nddulos. La presencia de
pequenos surcos sobre la piel sugiere alteraciones en la secrecion de
acidos grasos libres y el acido lactico que afectan el pH vy el equili-
brio de la microflora, propiciando la colonizacién de patdgenos so-
bre la piel. Las abrasiones y soluciones de continuidad de la piel son
frecuentemente una fuente de infeccién cutdnea por Staphylococcus
aureus y Arcanobaterium pyogenes (Waage et al., 1999).

El meato y canal del pezén

En el pezén inserto en el cuarto glandular mamario, el meato esta
presente en su porcidn distal; estructuralmente se integra por un
conjunto de fibras de musculo liso circundantes al orificio del pe-
z6n, las cuales mantienen el tono muscular y el cierre del meato
en las vacas después del ordeno. El canal del meato en su estructura
interna mide aproximadamente de 2 a 4 mm, presentando su borde
recubierto de queratina, la cual se mantiene integra debido a la

secrecion de acidos grasos entre ellos, los acidos miristico y palmi-




to-oleico, estearico y oleico,ademas de las proteinas catidnicas de la
queratina. Los elementos en conjunto mantienen integra la barrera
fisica y quimica del meato ejerciendo un efecto bacteriostatico y
bactericida sobre las bacterias que colonizan el meato (Capucco et
al., 1990). A su vez la elasticidad del pezon contribuye a mantener
cerrado el canal del meato limitando el ingreso de patdgenos al
conducto galactoforo y cisterna de la leche;la cisterna normalmen-
te es mantenida libre de patdgenos en la ubre sana (Rosemberg et
al., 2003; Philpot, 1994).

En los primeros dias del periodo seco de la vaca, la queratina
del meato cambia su estructura y composicioén para formar un ta-
pon denso que mantiene cerrado el meato hasta el momento del
parto. Al permeabilizarse el meato por la pérdida del tapén de que-
ratina antes del parto aumenta el riesgo de infeccidn intramamaria
durante el periodo seco y el posparto (Capucco et al., 1992).

Estructuralmente el canal del pezén, comunica al meato con la
cisterna de la leche del cuarto glandular mamario. La longitud y el
grosor del canal, dependen de factores anatomicos. Los animales de
mayor edad tienden a mostrar un canal dilatado, el cual favorece el
desarrollo de infecciones en el periodo seco y el inicio de lactancia
(Nickerson, 1989). El cierre del canal se mantiene por el meato y
las fibras de musculo, que recubren su trayecto, ademas de las es-
tructuras que conforman el pezdén (Zecconi et al., 2000).

Al concluir el ordefio, el cierre completo del meato puede
demorar varios minutos. Las malas practicas de ordefio y las fluc-
tuaciones de vacio del equipo aumentan el riesgo de infeccidon
intramamaria y lesiones localizadas; eversion y fisura del meato y
eversion de la Roseta de Furstenberg. Estas alteraciones afectan la
estructura del meato y su canal, favoreciendo la colonizacién e in-
teccion del pezén (Niellen et al., 1995).

El diametro del pezon se relaciona con el tamafio del meato y
su elasticidad, el cual también se ve afectado por la edad y el fenoti-
po. Durante el periodo seco y la lactancia, el diametro del canal del
pezdn se modifica. En el periodo seco el pezén es menos elastico
facilitando el cierre del canal del pezon y el tapon de queratina
bloquea el meato protegiendo a la ubre del ingreso potencial de

patoégenos. Al aumentar la presion de fluidos en la ubre y el flujo de
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la secrecion glandular mamaria de la vaca se puede perder el tapon
de queratina y su efecto de barrera en el meato del pezon (Oliver
y Sordillo, 1988).

En la lactancia el pezoén es mas elastico, facilitando su apertura
al momento del ordeno, provocando que las células somaticas acu-
muladas al final del pezén sean removidas al ser eliminados los pri-
meros chorros de leche al iniciar el ordefio. El manejo en el ordefio
mecanico afecta la salud de la glandula mamaria, un aumento en
las pulsaciones de la maquina de ordefio puede reducir la cantidad
de queratina del canal del pezon e incrementar el conteo de células
somaticas (CCS) (Capuco et al., 1994).Al ocurrir la infeccién por S.
aureus en la glaindula mamaria, se producen cambios de la estructura
tisular; hiperplasia, estratificacién y queratinizacién de la cisterna
de la leche y reduccion del lumen glandular. Estos cambios son
provocados por la reaccidn inflamatoria y la infiltracion leucocitaria
local del tejido glandular, Ia cual origina la formacién de placas de
detritus celulares y queratina, ultraestructuralmente presentes como
material amorfo (Nickerson ef al., 1995).

En el meato del pezén la queratina constituye una barrera
natural, que reduce la colonizacion bacteriana y limita el desarrollo
potencial de infeccién glandular mamaria (Capuco ef al., 1990; Fox
et al., 1992). Al producirse la mastitis la composiciéon quimica de
la queratina cambia, se incrementa la proporcion de acidos grasos
poliinsaturados y disminuye el contenido de acidos grasos de cade-
na corta (Miller ef al., 1992). Al ser removida experimentalmente
la queratina del canal del pezén, aumenta la tasa de infeccién por
Streptococcus agalactiae, consecuentemente se produce una elevada
excrecion de bacterias en leche y un CCS elevado. Estos hallazgos
remarcan la importancia de la queratina como una barrera natural
que contribuye a reducir la infecciéon glandular mamaria (Capuco
et al., 1992).

Inhibidores bacterianos solubles en leche

Los inhibidores quimicos endogenos secretados en la leche, son
compuestos que forman parte de las defensas no-inmunoldgicas de
la glandula mamaria, consideradas barreras quimicas. Entre ellos se

identifican a la lactoferrina y la lactoperoxidasa; estos inhibidores




se encuentran disponible en niveles marginales en la leche, su efec-
tividad sobre la actividad bacteriana se ve afectada por la etapa de
lactancia, en funcién de las concentraciones del citrato presente en
el fluido. La actividad inhibidora de estos compuestos en la leche, es
relativamente eficaz sobre lagunas bacterias como E. coli y S. aureus,
ejerciendo una accidn bacteriostatica y bactericida que limita la
proliferacion bacteriana en la leche.

La lactoferrina, producida por los fagocitos y las células epi-
teliales de la glandula mamaria, se genera al fijarse el hierro en
presencia de bicarbonato. Esta proteina inhibe el crecimiento
bacteriano e induce la lisis de las bacterias susceptibles (Persson et
al., 1992). Diversos estudios indican que la lactoferrina varia en
su concentracién dependiendo de la etapa fisiologica de la glan-
dula, siendo menor su concentracidn relativa durante la lactancia
que en el periodo seco. Sin embargo cuando ocurre la inflama-
cién de la glandula mamaria las concentraciones de lactoferrina
en el tejido glandular se incrementan significativamente, favore-
ciendo la capacidad de fagocitosis y la actividad bactericida de los
neutrofilos (Senft y Neudecker, 1991; Kai ef al., 2002). Durante el
periodo seco ocurre un fenémeno similar en la glindula mamaria
(Rodriguez-Franco, ef al., 2005).

El sistema lactoperoxidasa en leche, es un mecanismo de-
pendiente del tiocianato (SCN-) y el peroxido de hidrégeno
(H,0,), al generar hipotiocianato (OSCN-). Se considera que
el perdxido es producido en bajas concentraciones por el epi-
telio mamario (Sandholm y Koschones, 1995) debido a la baja
tension de oxigeno en la glandula mamaria. El principal efecto
de la lactoperoxidasa en la leche es la actividad bactericida, que
puede persistir durante algunas horas si la leche se mantiene fria
(Reiter, 1985). Por otra parte la mieloperoxidasa presente en la
leche tiene una importancia menor en su actividad bactericida.
La enzima es producida a partir de los neutréfilos activados y
liberada tras ocurrir la apoptosis de los mismos. La mieloperoxi-
dasa de los neutrofilos, se activa al desencadenarse la peroxida-
ci6n a través de la explosion respiratoria durante la fagocito-

sis en la glandula mamaria, mostrando su actividad bactericida
(Paape et al., 2003).
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La lizosima presente en los granulos azurdfilos y secundarios
de los neutrofilos tiene accion bactericida sobre las bacterias Gram
positivas, sin embargo, se presenta en baja concentracidén granulos
azurofilos de los neutréfilos bovinos. (Mehzard ef al., 2010).

El sistema de complemento

El complemento se constituye por proteinas generadas por una
cascada de reacciones similares a las de las enzimas, sin perder su ac-
tividad en cada etapa. El complemento tiene como principal fun-
ci6n la opsonizacidn de las bacterias, la quimiotaxis leucocitaria y la
actividad citotoxica a través del complejo de ataque de membranas
(MAC). De este conjunto de proteinas, destacan en su accion, las
fracciones: C3b relacionada con la opsonizacion de las bacterias,
C5a con la quimiotaxis de los neutréfilos, C5b-9 con el complejo
de taque de membranas, (MAC) y lisis de bacterias (Rainard, 2003).
En la glandula mamaria de la vaca lechera, las concentraciones de
las proteinas del complemento varian dependiendo de su etapa fi-
siologica. Al parto, en el calostro, las concentraciones son relativa-
mente altas y al continuar la lactacion sus concentraciones bajan

rapidamente (Riollet et al., 2000).

Las inmunoglobulinas en leche

En la glandula mamaria se han identificado los siguientes isoti-
pos y subisotipos de inmunoglobulinas: IgG (IgG,, IgG,), IgM, IgA
e IgE. Las mismas tienen un origen clonal en la glandula mamaria
y también provienen del aporte de sangre. La IgA es producida
en gran parte en la glandula mamaria al igual que la IgM. La IgG
muestra concentraciones elevadas en la leche y el calostro, el sub-
tipo IgG, es el predominante sobre IgG, durante la lactancia. Los
acinis glandulares tienen receptores para IgG, e IgG,, los cuales
incrementan su afinidad en las Gltimas semanas del periodo seco
relacionada con la produccién de calostro. Dentro de estas inmu-
noglobulinas destaca la actividad de la IgA en la proteccion local
de la glandula mamaria en sus mucosas por su accidon neutralizante,
la actividad opsonizante de la IgG particularmente de IgG, en la

tagocitosis y la IgM como activadora del complemento (Worku et
al., 1994; Lee et al., 2006).
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La resistencia de la glandula mamaria a la infeccién por S.
aureus también se ha relacionado con los antigenos del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) clase I del bovino (BoLA);
el alelo W3 produjo niveles elevados de anticuerpos del isotipo
IgG, en respuesta a la infeccion. Los alelos W4, W7 y W26 a su vez
mostraron niveles bajos de IgG, en leche y suero sanguineo, com-
parados con el alelo CA42 que mostré un incremento al riesgo de
sufrir la infeccidn por S. aureus en glandula mamaria (Dekkers ef
al., 1994; Odegard et al., 2003).

La inflamaciéon de la glandula mamaria en la vaca lechera,
constituye un mecanismo de resistencia natural a la infeccion en el
desarrollo de la mastitis, caracterizada por el aumento en el CCS 'y
alteraciones fisico- quimicas presentes en la leche. La severidad de
la respuesta inflamatoria en la glindula mamaria puede variar por
el tipo de agente presente en la infeccion (Todhunter et al., 1995).
Diversos autores coinciden en senalar que el CCS esta influido di-
rectamente por el nivel de infeccion del hato, la edad de la vaca, la
etapa de lactacion y la época del ano, asi como por las condiciones
de estrés de produccion a que se encuentra sometida la vaca (Har-

mon, 1994; Schutz et al., 1994; Sol et al., 1994).

CELULAS SOMATICAS DE LA LECHE

La mastitis bovina limita la expresion del potencial genético de las
vacas lecheras, al disminuir la produccion lactea y afectar la calidad
sanitaria y nutricional de la leche. La mastitis provoca la inflamacién
del tejido glandular e incrementa el nimero de células somaticas;
asociada a los cambios fisicos, quimicos y celulares (Kelly ef al, 1998;
Auldist et al., 1995). Las células somaticas de la leche se estiman por
CCS como el namero total de células/mL de leche. Al ocurrir la
infeccion e inflamacién del tejido glandular, el namero de células
somaticas se ve incrementado por la migraciéon leucocitaria de la
sangre a la glandula mamaria (Velizquez-Ordonez et al., 2005).

Las células somaticas, se describen como la proporcion de leu-
cocitos y células epiteliales de la glandula mamaria presentes en la
leche. Las células epiteliales representan una pequena proporcion,
entre el 3y 15 % del total celular de la leche, la cual varia en su pro-
porcién dependiendo de la etapa de produccion de la vaca (Paape
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et al., 1991). En las vacas sanas la proporcion de células somati-
cas es < 1x10° células/mL de leche, conteniendo una proporcion
decreciente de macrofagos, neutrofilos y linfocitos (Concha et al.
1978; Lee et al., 1980).

La proporcion de leucocitos en las células somaticas puede vari-
ar por el periodo de produccion y la salud de la glindula mamaria;
los neutréfilos por lo general se ven incrementados en el Gltimo
tercio de lactacion, después de las primeras semanas del periodo
seco declinan considerablemente para aumentar nuevamente antes
del parto y durante las primeras semanas de la lactaciéon. En el peri-
odo seco; los macrofagos y linfocitos son predominantes en la se-
crecién glandular mamaria. Al parto y durante las primeras semanas
de lactacién varia la proporcidn celular de linfocitos, macréfagos y
neutr6filos relacionados con las condiciones de salud de la glindula
mamaria y la involucién uterina.

La deficiencia en la adhesion leucocitaria bovina (BLAD) es
una enfermedad del ganado caracterizada por infecciones recur-
rentes debido a que los neutréfilos bovinos tienen anomalias en
la expresion del complejo glicoproteina Mac-1 (CD11b/CD18)
ocasionadas por mutaciones puntuales dentro del alelo que codifica
CD18 en el bovino. Durante un proceso infeccioso, los leucocitos
usan receptores para adherirse al endotelio vascular y atravesar la
pared vascular para llegar al tejido infectado. La mutacién asocia-
da al BLAD modifica el receptor de los leucocitos teniendo re-
percusiones en las propiedades quimiotacticas y fagocitarias de los
neutroéfilos inhibiendo la respuesta inmune innata (Gerardi, 1996;
Acckermann et al., 1996; Nagahata, 2004).

A presentarse la infeccidn de la glandula mamaria el ntmero
de células somaticas aumenta en las primeras horas al inicio de la
infeccion, dependiendo de su severidad y del agente presente en
la glandula mamaria (Leither et al., 2000). Al persistir la infeccion,
aumenta considerablemente el nimero de células somaticas tanto
en la mastitis subclinica como en la clinica (Hass ef al., 2004). Un
numero elevado de células somaticas en la leche reduce la pro-
ductividad de las vacas, al incrementar los costos individuales de
produccién y la disminucidon de la curva de lactancia. Se estima

que la produccion total de leche se reduce entre 0.7 y 9 % rela-
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cionada con una ligera elevaciéon del namero de células somaticas.
Las pérdidas mayores se producen con conteos celulares elevados.
Contrastando con la presentacion de la mastitis clinica que provoca
pérdidas entre el 40 y 60 % del volumen total de leche. El control
de la mastitis subclinica del hato mejora la eficiencia productiva
hasta un 35 % dependiendo de su prevalencia, comparada con el
desecho de vacas con infeccidn cronica el cual solamente mejora la
productividad entre el 4.9 y 7.4 % (Allore et al., 1995).

Para evaluar el estado de salud de la glandula mamaria, el nime-
ro de células somaticas de la leche y la actividad enzimatica de la
NAGase (N-acetyl-B-D-glucosaminidase) son sugeridos como los
mejores estimadores para definir el estatus sanitario de la glandula
mamaria en el hato para obtener diferencias entre el valor observado
y el predecible en el hato infectado (Berning y Shook, 1992).

Al evaluar las células somaticas en las vacas lactantes, los leu-
cocitos polimorfonucleares predominan en la leche. Estos con-
stituyen la primera barrera de defensa celular de la glandula
mamaria frente a la infeccién intraglandular. Sin embargo, un
conteo celular elevado de células somaticas tiene un impacto
negativo sobre la produccion lactea y la calidad de la leche (Kehrli
y Shuster, 1994).

La modulacién de la actividad fagocitaria de los leucoci-
tos en la glandula mamaria, se ha visto mejorada por diferentes
substancias y farmacos, entre los que destacan selenio, cobre, vi-
tamina A y E. Se ha postulado que las citoquinas naturales y
recombinantes tienen una condicién relevante como modifica-
dores de la respuesta celular a la fagocitosis de los neutréfilos
y macrofagos (Xin ef al., 1991; Hogan et al., 1993, Weiss et al.,
1997; Gengelbach y Spears, 1998).

POBLACIONES DE LEUCOCITOS EN LA LECHE

Los leucocitos estan representados por poblaciones de neutroéfilos,
macrofagos y linfocitos suspendidos en la leche mediando la res-
puesta inmune innata y adaptativa en la glaindula mamaria. Al ocu-
rrir la inflamacidén durante la infeccidon en la mastitis (Sordillo et
al., 1997; Wellnitz et al., 2012) los diferentes grupos de leucocitos
presentes son:
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Neutrdfilos

Los neutréfilos son el principal tipo celular presente durante la
infeccion de la glandula mamaria (Kimura et al., 2008). En la fago-
citosis la actividad bactericida de los neutréfilos se produce por la
liberacion de radicales oxidantes e hidroxilo principalmente; adi-
cionalmente son liberados péptidos antimicrobianos y defensinas
(Papee et al., 2002; Rinaldi ef al., 2006; Rinaldi et al., 2007).

En la membrana celular los neutrofilos presentan antigenos de
superficie como CD14 y CD18 (Sohn et al., 2007). En el caso
del CD14 actta en la recepcion del complejo del lipopolisacarido
(LPS) bacterias Gram negativas y de la proteina de unién al lipo-
polisacarido (LBP) participando en la respuesta innata contra este
grupo de bacterias. Con respecto al antigeno de superficie CD18 se
trata de una integrina de la familia 3 que interviene en los procesos
de adhesién celular y transduccion de senales, en el caso CD62 L
se trata de una L-selectina que también interviene en la adhesion
de los neutrodfilos a las células endoteliales facilitando su captura
en los sitios de inflamacion. Se ha observado en vacas al parto que
los neutréfilos tienen una actividad reducida en la expresion de
las moléculas de adhesion como CD18 o CD62 L similar a la que
ocurre cuando las vacas son tratadas con dexametasona al parto,
afectandose la defensa celular durante el periodo posparto (Land-
mann et al., 1991;Van Oostvedt et al., 2002).

Al parto la actividad funcional de los neutréfilos se encuentra
disminuida al mostrar una menor actividad de fagocitosis, se ve
reducida la produccién de aniones superdxido y la capacidad de
migracion leucocitaria. Esta Gltima funcién se afecta por una can-
tidad menor de receptores presentes en la membrana celular para
L-selectina (CD62L), encargados de la adherencia leucocitaria en
el endotelio vascular y de la migracién de los neutréfilos al sitio de
inflamacién (Diez-Fraile et al., 2004). Es posible que en las semanas
posteriores al parto, una reducciéon del nimero de neutréfilos en
la leche aumente la susceptibilidad a la glandula mamaria para la
infecci6on mamaria.

Los fagocitos estimulados expresan las proteinas de adhesion
llamadas selectinas e integrinas para favorecer la migraciéon leu-

cocitaria frente al estimulo quimio tactico. En la resistencia de la




glindula mamaria, los neutréfilos, son considerados la primera linea
de defensa celular al limitar, reducir y destruir primordialmente a
los agentes bacterianos, a través de la liberacion de radicales oxi-
dantes y de grupos hidroxilo, las enzimas lizosima y perforina, los
péptidos antimicrobianos y las defensinas, son mecanismos que en
su conjunto eliminan o limitan la infeccién bacteriana en la ubre
(Paape et al., 2003).

El ciclo celular de los neutréfilos, su produccion, activaciéon y
destruccion en los tejidos es de corta duracidn; se estima que en las
vacas es menor a cinco dias, una vez liberados de la medula 6sea al
torrente sanguineo para migrar a los tejidos permanecen cerca de
15 a 20 horas y en la glandula mamaria entre 24 a 48 horas. Poste-
riormente sufren apoptosis en condiciones normales, sin embargo
al fagocitar bacterias patdgenas presentes en los tejidos afectados,
los neutréfilos son daftlados por las toxinas y otros productos toxi-
cos en el medio produciendo su necrosis. Los neutrdfilos destruidos
son reconocidos y fagocitados por los macréfagos, modulando la
respuesta inflamatoria inducida por la liberacién de enzimas leu-
cocitarias y otros productos toxicos al tejido glandular mamario
(Prump et al., 1997).

La extraccién de la leche al ordefio y por el amamantamiento,
propician la migracién leucocitaria intraepitelial al alvéolo glan-
dular mamario para mantener la proporcién de neutréfilos en las
células somaticas de la leche y su poblacion de leucocitos en el
tejido glandular. Por otra parte la actividad de fagocitosis de los
neutrofilos en las vacas lecheras puede ser considerada un indica-
dor resistencia a la mastitis, asociado a los parametros de seleccion
genética en el hato (Velazquez et al., 2008):

En la leche los neutréfilos son las células predominantes en
el nimero total de células somaticas (Vangroenweghe et al., 2002).
Aunque la proporcion de neutréfilos en la glandula mamaria duran-
te la lactancia es menor, estimada en <1X10° células/mL de leche.
Cuando ocurre la infeccidn bacteriana aumenta considerablemente
el nimero de neutréfilos en leche. En contraste durante el periodo
seco su nimero disminuye, para incrementarse nuevamente cerca
del parto y en la primera etapa de la curva de lactacién mostrando

una actividad mayor en esta etapa.
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Los neutroéfilos aislados de la glandula mamaria tienen menor
capacidad de fagocitosis y accion bactericida, que las células de la
sangre (Velazquez ef al., 2008). Al ser ordefiadas las vacas remueven
los neutrofilos maduros de la leche, los cuales son reemplazados
rapidamente por una migraciéon leucocitaria de la sangre a la leche
en las siguientes horas.

La baja actividad de fagocitosis mostrada por los neutrofilos
de la leche, se asocia a una disminucion de la reserva energética,
que contribuye a la muerte programada, a través de la activacion
del sistema de las caspasas endogenas. De la misma manera los neu-
trofilos al ingresar al lumen alveolar, fagocitan numerosas particulas
presentes en la leche, que reducen su actividad bactericida (Reinitz
et al., 1982).

MACROFAGOS

Los macrofagos son las células fagocitarias responsables del desa-
rrollo de los mecanismos inmunes locales en la glandula mamaria
(Sladek et al., 2006) al fagocitar los patdgenos y presentar los anti-
genos a los linfocitos para el desarrollo de la inmunidad humoral y
celular (Politis ef al., 1992). Los macrofagos al posparto reducen su
capacidad fagocitica al disminuir IgM, baja expresion de MHCII.
En la glandula mamaria, al igual que en otros tejidos, derivan de los
monocitos circulantes en sangre. Al ser estimulados los macrofa-
gos migran al acino glandular debido al estimulo quimiotactico, al
iniciarse el proceso inflamatorio por la infeccién. Se ha observado
que la poblaciéon de macréfagos en la glandula mamaria permanece
constante durante la lactancia y en el periodo seco su poblacion
aumenta, a diferencia de los neutroéfilos, los cuales disminuyen con-
siderablemente en las primeras semanas del secado. La concentra-
cién de macréfagos en la secrecion glandular mamaria aumenta
considerablemente al término de la gestacion, sin embargo la acti-
vidad de fagocitosis se encuentra disminuida al parto, al disminuir
la expresion del MHC 11, situaciéon que afecta la interaccion de los
macroéfagos y linfocitos, consecuentemente reduce temporalmente

el desarrollo de la inmunidad adaptativa durante este periodo de
lactancia (Fitzpatrick ef al., 1992).




Linfocitos

En la glandula mamaria cuenta en mayor proporciéon con linfoci-
tos T cuyo TCR (receptor de linfocito T) estd conformado por el
heterodimero a3 que a la vez se asocian con las moléculas CD4
y CD8 para dar origen a los linfocitos LTCD4 cooperadores y
de memoria y los LTCDS citotoxicos y supresores. A través de su
TCR los LTCD4 son capaces de reconocer antigenos asociados
con las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
tipo II presentes en las células presentadoras de antigenos (APC)
macroéfagos, células dendriticas y linfocitos B. En el caso de LTCDS8
a través de su TCR son capaces de reconocer péptidos antigéni-
cos de microorganismos patogenos asociados al MHC clase I de
las células del organismo infectadas desencadenando su acciéon ci-
totoxica. El primer contacto que ocurre entre el LTCD4 y la célula
presentadora de antigenos determinara la orientacion de la re-
spuesta inmune hacia el tipo celular Th1 caracterizada por la acti-
vacion de los LTCDS y su actividad citotoxica o bien una respuesta
de tipo humoral Th2 relacionada con la activaciéon de linfocitos
B su transformacién en células plasmaticas y en la producciéon de
anticuerpos (Brown et al., 1998). La otra poblacién de linfocitos T
presentes en la glaindula mamaria son los que poseen en su TCR el
heterodimero Y0 que muestran actividad citotoxica y de reparaciéon
de los epitelios, su importancia en la glandula mamaria de las vacas
no se ha no esclarecido totalmente. Se ha observado que durante la
reaccion inflamatoria los linfocitos CD4 son predominantes mien-
tras que en vacas sanas el fenotipo predominante es CD8 (Riollet
et al., 2000).

Las Linfocitos NK, no expresan CD3 marcador universal para
los linfocitos T y tampoco tienen TCR (receptor de linfocito T) ni
BCR (receptor de linfocito B) por lo tanto constituyen un tercer
tipo de células del linaje linfoide, estos ejercen una accién citoliti-
ca y esta accidn depende de la presencia en su superficie de Re-
ceptores para el Fc (fraccion cristalizable) de las inmunoglobulinas,
especificamente FcyRIII o CD16 receptor de baja afinidad para
las IgG por lo cual pueden reconocer células en las cuales dichas
inmunoglobulinas estén unidas a un antigeno de superficie en la

célula afectada dando lugar a la Citotoxicidad dependiente de an-
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ticuerpos (ADCC). Las células NK se activan también al contacto
con células infectadas por virus capaces de afectar la expresion del
MHC vy por lo tanto no reconocidas por los LTCDS citotoxicos
(Tizard, 2010; Sordillo ef al., 2005).

Se observan diferencias en la distribucién de los LTCD4 y
LTCDS presentes en sangre y en leche. Los linfocitos CD4 en el
periodo seco de la vaca, tienden a producir significativamente una
cantidad mayor de citocinas de los tipos: y-IFN e interleucinas (IL-
1, IL-10 y IL-4). En la glindula mamaria, la IL-10 contribuye a
regular las subpoblaciones de linfocitos CD4 y CD8. Asi mismo, la
secrecion de IL-1 e IL-2, IL-8 dirigen la migracion leucocitaria de
la sangre a la leche. Se ha observado que durante la mastitis bovina
por S. aureus y E. coli, existen diferencias en la expresion de citoci-
nas dependiendo del agente causal (Lee ef al., 2006).

En la secreciéon mamaria, la relacion es siempre mas baja que
en la sangre y con mas altas proporciones de T linfocitos CD8+
supresores (Park ef al., 1992; Mallard et al., 1998). La predominan-
cia de las células CD8+ en la glandula mamaria y sus secreciones
sugiere un amplio rango de funciones de estas células, que ademas
de un supresor en la ubre que constituye una desventaja, también
incluye efectos defensivos como citotoxicidad y remocion de célu-
las danadas (Yamaguchi et al., 1999).

Durante el periodo del peripartum, las vacas de alta producciéon
son especialmente susceptibles a la mastitis, indicandose la existen-
cia de un compromiso del inmunosistema causado principalmente
por un stress fisiologico por la repentina alta produccion de leche
al parto, con disminucién de los neutréfilos circulantes capaces de
fagocitar, una respuesta inflamatoria retardada y una nula capacidad
destructiva de los neutrofilos (Burvenich et al. 2000). Durante el
peripartum la relacion CD4+:CD8+ es menor que 1.0 y si la glan-
dula mamaria esta infectada con S. aureus la relacidon es atin mas
baja, con supresion de la blastogénesis linfocitaria (Park et al. 1993).

Estd claro que en la mastitis bovina las variaciones de los
leucocitos observadas en diferentes etapas de la lactancia sugie-
ren que los mecanismos defensivos dependen en gran medida de
las respuestas de la inmunidad mediada por los T linfocitos; asi,

estudios recientes indican que las vacas que presentan relaciones




CD4+:CD8+ menores de 1.0 en ambos sistemas, sangre periférica
y secreciones mamarias, son animales significativamente mas sus-
ceptibles a la mastitis (Park et al. 2004).

FAGOSITOSIS Y ESTRES CALORICO EN LA MASTITIS

Los nuevos escenarios climaticos advierten consecuencias serias en
el bienestar animal y la produccién agropecuaria (Hernandez et al.,
2011). El ganado lechero en su adaptaciéon desarrolla mecanismos
compensatorios fisiologicos, metabdlicos y de comportamiento
para reducir los efectos adversos del clima (Mader et al., 2006; Min
et al., 2015). La aclimataciéon de los animales a un entorno natural
cambiante se produce como un proceso adaptativo (Bernabucci et
al., 2010). Los animales mantienen el balance térmico en respuesta
a las temperaturas extremas del ambiente circundante mediante la
termorregulacion (Arias et al., 2008). Los animales en la zona ter-
mo-neutral de “confort” animal, no producen gastos significativos
de la energia metabdlica para mantener la temperatura corporal a
través de la termorregulacion sin mostrar alteraciones en las fun-
ciones metabdlicas y de conducta animal (Schiiller ef al., 2014). Al
ser afectada la zona ambiental de confort en los animales, se produ-
ce estrés celular afectandose el metabolismo y la homeostasis (Kelly
et al.,2001).

El estrés calorico se produce asociado a eventos extremos del
clima con una temperatura ambiental elevada, aumento en la ra-
diacidn solar, cambios en la humedad relativa y en la velocidad del
aire (Hahn et al., 2003). El efecto del estrés calorico altera los para-
metros fisiologicos y el comportamiento repercutiendo de forma
negativa la eficiencia productiva del ganado (Rhoads ef al., 2009).

Se ha estudiado que el ganado lechero muestra diferentes
genotipos raciales que aumentan la adaptacidon a las temperatu-
ras ambientales elevadas (Ravagnolo y Misztal, 2000). Los animales
termotolerantes expresan ciertos genes como hormona del creci-
miento (b-GH), B-caseina (CSN3), lactoalbtimina (LAA), HSP70
y proteinas asociadas al estrés celular inducido por el aumento de la
temperatura ambiental (Sonna et al., 2002; Hernandez et al., 2007;
Mohanarao et al.,2014). La expresion del gen HP70 se ha relacio-

nado con la produccioén de proteinas del choque térmico que posi-
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bilitan la adaptacion de ganado al afectarse la temperatura de confort
por el incremento en la temperatura ambiental (Bafiuelos-Valenzue-
la y Sanchez-Rodriguez, 2005). Identificindose diferentes polimor-
fismos del gen HSP70 (Basirico ef al., 2011; Bhat ef al., 2016)

En México existe diversidad de climas y agroecosistemas, por
lo que es importante identificar los indicadores de adaptacion del
ganado bovino a diferentes condiciones ambientales, y su posible
influencia en la presencia de la mastitis. En estudios recientes se
identificé polimorfismos en el gen HSP70 y su relacién a la resis-
tencia y susceptibilidad a la mastitis (Cheng et al. 2009; Huang et
al., 2015). En la mastitis bovina por Staphylococcus aureus, se atecta
la capacidad de fagocitosis de los neutréfilos (Sladek et al., 2005;
Montoya et al., 2015). El gen HSP70 codifica proteinas que inter-
vienen en las vias de induccion de la apoptosis para proteger a la
célula (Joly et al.,2010). Por lo que el polimorfismo en el gen pue-
de determinar, la susceptibilidad a mastitis inducida por los meca-
nismos apoptoéticos influenciada por factores climaticos regionales.

Este equipo de trabajo realizé un estudio encaminado a deter-
minar la diversidad genética en el gen HSP70 de ganado Holstein,
Bos taurus y cruzas de Bos indicus en las regiones del altiplano y el
Golfo de México y su relacidon con la apoptosis de los neutréfilos
inducida por Staphylococcus aureus en los grupos de vacas lecheras
que habitan en las regiones de clima templado y tropical htimedo.

Obteniendo como resultados la amplificacion del gen HSP70
en las vacas estudiadas de los grupos procedentes de las dos regiones
climaticas de México, al detectar en las muestras de los productos
del PCR un amplicén de 570pb. En los productos de la digestion
con la enzima Mspl, se observaron dos fragmentos de restriccion
de 341pb y 229pb. El analisis de los perfiles de electroforesis de los
fragmentos de restriccion mostré un monomorfismo del fragmen-
to amplificado del gen HSP70 en el total de las vacas de los grupos
de estudio, en las regiones RA del altiplano caracterizado por un
clima templado y RG del Golfo de México con un clima tropical.

Al evaluar la induccidn de apoptosis de los neutrofilos obteni-
dos de las vacas de las region R A, en los tratamientos con la cepa de
S. aureus capsular serotipo 5 (SaC5) del total de muestras analizadas
(n=15), catorce presentaron apoptosis alta (MA) >45%. Cuando se

e



probo la apoptosis in vitro de neutréfilos de vacas de la region RA
con la cepa de S. aureus de tipo compacto (SaC), 10 individuos se
encontraron en la escala de apoptosis BA y 5 en la MA.

En las vacas lecheras sometidas al efecto del estrés caldrico,
la produccidn lactea baja (Bernabucci, ef al. 2014). En respuesta al
estrés calorico las células del organismo sobreexpresan las proteinas
de la familia Hsp denominadas “del choque térmico” (Mayer y
Bukau 2005). La expresion de la proteina Hsp70 es emplea como
un marcador e indicador a la resistencia al estrés por calor, al mos-
trar una actividad chaperona y citoprotectora, al producirse la sin-
tesis en respuesta a condiciones de temperatura ambiental elevada
y estrés metabolico (Joly ef al. 2010).

En nuestro estudio el hallazgo del monomorfismo identifica-
do por los dos fragmentos de restriccion 341pb y 229pb puede ser
relacionado con el proceso adaptativo de las vacas lecheras cruzas
de Bos indicus en la region del golfo de México, Veracruz y en las
vacas de la raza Holstein Bos taurus de la region del altiplano estado
de Mexico. El gen HSP70, asociado a la expresion de las proteinas
Hsp70 en el ganado bovino manifiestan las caracteristicas adap-
tativas de una resistencia natural al estrés térmico en el ganado
criollo en clima tropical y semidesértico (Banuelos-Valenzuela y
Sanchez-Rodriguez, 2005).

Asi mismo se ha reportado que el polimorfismo del gen HSP70
en las vacas lecheras, puede estar asociado a la susceptibilidad en la ocu-
rrencia de mastitis (Cheng ef al. 2009; Huang ef al., 2015). En contraste
el monomorfismo del gen HSP70 identificado en las dos poblaciones
estudiadas las regiones climaticas en México las vacas lecheras pue-
des expresar la proteina funcional Hsp70 en diferentes condiciones de
temperatura, lo cual se ha atribuido la adquisicidon de genes asociados a
la termotolerancia (Paula-Lopes ef al. 2003; Eitam et al., 2009).

El monomorfismo observado en el gen HPS70 en las vacas
de las regiones de clima tropical en Veracruz y Templado en Toluca
se manifiesta en caracteristicas genéticas del proceso de adaptacion
ambiental, la fijacidon de alelos es mayor en las poblaciones peque-
nas cerradas como las mostradas en el estudio, explicada debido a
que las secuencias de los genes de la familia HSP70 en Bos indicus

son muy conservadas (Kumar ef al., 2015).
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Asi mismo se ha senalado que el efecto del estrés calorico a
largo plazo en las vacas lecheras, acentta la expresion de proteina
de choque térmico y la alfa S1-caseina (Eitam ef al.,2009). También
es posible que el estrés oxidativo generado en las células producto
del estrés térmico, pueda afectar la respuesta inmune innata en la
glandula mamaria a través de la actividad de fagocitosis por neutro-
filos, aumentando la susceptibilidad de las vacas a la mastitis y otras
enfermedades (Sordillo y Aitken, 2009; Jingar et al.,2014). Asi mis-
mo, el aumento en la produccidn de especies reactivas de oxigeno
(ROS), provoca un estrés oxidativo celular en los tejidos (Sordillo
2005; Sunil et al., 2010). Ademas de la induccion de apoptosis in
vitro en respuesta a la exposicion de los neutrofilos al Staphylococcus
aureus, como puede ocurrir de forma natural en la mastitis en el
ganado lechero (Montoya et al., 2015).

El gen HSP70 relacionado en la adaptacion a los cambios am-
bientales de temperatura adversos asociado a los efectos del cam-
bio climatico (Townsend, ef al., 2002; Martinez, et al. 2004; San-
chez-Rodriguez, 2007; Trejo et al.,2011).

CONCLUSION

El sistema de defensa en la glandula mamaria se mantiene a través de
diversas barreras fisicas y quimicas que evitan la infeccion glandular.
La fagocitosis es un mecanismo de defensa desarrollado por los neu-
trofilos y macréfagos que constituyen una barrera celular que limita
el desarrollo de la infeccién glandular, ademas de contribuir al desa-
rrollo de la inmunidad en la glandula mamaria. A su vez la presencia
en la leche de diversos inhibidores bacterianos enddgenos contri-
buye a limitar el crecimiento bacteriano en la leche. El desarrollo
de la mastitis produce cambios celulares y quimicos que indican la
severidad de la enfermedad y su evolucion. La instrumentaciéon de
programas de prevencién y control de la mastitis es una estrategia
importante para mantener la salud de la glandula mamaria en la vaca
lechera. El estudio de la distribucidn de los genes asociados a la ter-
motolerancia como el gen HSP70, es de importancia estratégica en
la seleccion de los animales adaptados a condiciones ambientales ad-

versas que afectan a la produccion lechera.
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