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1.Introduccion

La inmunidad innata es el conjunto de mecanismos que actuan con-
tra todos los microorganismos patdgenos desde su primer contacto.
Es inmediata, no especifica, por cuanto no diferencia la clase o especie
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del agresor y no deja memoria del encuentro con el mismo. Si no logra
controlarlo, induce una serie de procesos que llevan al desarrollo de la
inmunidad adquirida (Rojas et al, 2017). La inmunidad innata tiene los
siguientes componentes: factores constitutivos, barreras naturales, mo-
léculas de reconocimiento, células, sistemas enzimaticos, fagocitosis e
inflamacion (Rojas et al, 2017).

Este tipo de inmunidad es la linea de defensa inicial cuando la glan-
dula mamaria esta expuesta a microorganismos causantes de mastitis
(Rainard & Riollet, 2006). En dicho 6rgano, los componentes mas im-
portantes de la inmunidad innata son: el canal de la teta o pezén, que
actua como una barrera fisica y fuente de sustancias antimicrobianas, y
algunas células y moléculas que facilitan la proteccion de esta (Sordillo,
2018) (ver Tabla 1).

Tabla 1. Funciones de los componentes de la inmunidad innata

Factor Funcidn principal

Musculos del esfinter que se contraen para bloquear la
penetracién bacteriana

Canal del pezén — — SR
La queratina tiene actividad bacteriostatica y forma una

barrera
Receptores reconocedores | Reconocimiento bacteriano y activacion de la respuesta
de patrones (PRR) inflamatoria
Complemento Bacteriolitico, facilita fagocitosis (opsonizacion)
. Secuestro de hierro necesario para crecimiento
Lactoferrina .
bacteriano
Citoquinas Inmunomodulacién de la respuesta inmune innata

Regulacién de microvasculatura

Oxilipinas Orquestacion de respuestas proinflamatorias y de
resolucion de la inflamacion

Células epiteliales Reconocimiento de patégenos por PRR

Control del flujo sanguineo para tejidos afectados

Células endoteliales

Regulacién de la migracién y activacién de leucocitos
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Fagocitosis y eliminacion de bacterias por la produccién
de radicales libres, enzimas antibacterianas y defensinas

Neutrdfilos »
Formacion de NETs (trampas extracelulares de
neutroéfilos)
Fagocitosis y eliminacién de bacterias
. Produccién de citoquinas inmunoreguladoras
Macréfagos q 9 y

oxilipidos

Remocion de detritos celulares

Fagocitosis de bacterias

Células dendriticas » ; ;
Produccién de citoquinas

Identifica y ayuda a eliminar células infectadas del

Células asesinas naturales g . . .
hospedero. Secrecién de proteinas antibacterianas.

Fuente: Adaptado de Sordillo (2018)

2. Defensas externas o barreras fisicas del pezon

Las barreras fisicas del pezén inician con la piel de epitelio escamoso es-
tratificado, cuya ultima capa es de células muertas recubiertas de que-
ratina, contindan con el tapdén de queratina y terminan con el musculo
circular del esfinter (Craven & William, 1985). (Figura 1).

Respecto al epitelio externo del pezdn, cuando estd intacto, se convier-
te en un medio hostil para el desarrollo de las bacterias porque inhibe
su crecimiento. El canal del pezén después del epitelio estda compuesto
por fibroblastos, células grasas, musculo liso, vasos y nervios. El musculo
liso se localiza en formas transversa, oblicua y longitudinal y termina en
el esfinter que mantiene el cierre entre ordefos y evita la penetracion
de bacterias (Bitman et al., 1991; Paulrud, 2005). La anatomia del pezén
se puede ver en la Figura 1.

La longitud del canal del pezén es de entre 5y 13mm; esta conformado

por pliegues de epitelio cubico queratinizado y cubierto por una capa
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delgada de lipidos. Estos ultimos son acidos grasos (miristico, palmito-
leicoy linoleico) que tienen actividad bactericida y bacteriostatica prefe-
rencialmente sobre bacterias gram-positivas y mas limitada sobre gram-
negativas (Bitman et al., 1991; Craven & Williams, 1985). Entre ordefios
el canal esta cerrado por la contraccion de los musculos que forman los
pliegues y esta sellado con un tapdn de queratina, material ceroso pro-
ducido por el epitelio cubico que reviste el canal; esta sustancia crea una
obstruccion fisica a las bacterias, especialmente en el periodo seco de
la vaca. Cuando se ordefa, los primeros chorros de leche lavan el tapén
de queratina y el canal del pezén se abre; al finalizar el ordefio, el canal
permanece abierto al menos por dos horas (Paulrud, 2005). La Unica via
de acceso a la ubre es a través del orificio del pezén. Adicionalmente, el
canal del pezén contiene proteinas ligadoras de calcio, a las cuales se
les ha reportado actividad antimicrobiana (Smolenski, Cursons, Hine, &
Wheeler, 2015). De esta manera, la glandula mamaria limita el acceso de
microorganismos del exterior al lumen intramamario.

La leche de las vacas sanas contiene microbiota propia: Stenotropho-
monas, Psychrobacter, Bradyrhizobium, Corynebacterium, Pelomonas,
Staphylococcus, Propionibacterium, Aeribacillus, Lachnospiraceae, Fae-
calibacterium, Bacteroides, Clostridiales, Staphylococcus, Streptococcus,
Anaerococcus, Xanthomonadaceae, Bacteroidales, Lactobacillus, Por-
phyromonas, entre otras (Addis et al., 2016). Esta microbiota es adquiri-
da por el paso de la misma desde el intestino materno, por la migracion
de las células plasmaticas hasta la glandula mamaria.

El epitelio de la piel y el canal del pezén pueden estar colonizados por
bacterias como Staphylococcus que en algin momento se pueden vol-
ver patdgenas. Un estudio realizado en 1.358 canales de tetas de vacas
clinicamente sanas mostré que el 84.5% tuvo al menos un microorga-
nismo patégeno (Paduch & Krémker, 2011).
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3.Defensas internas o intrinsecas

Lactoferrina

El hierro (Fe) es una de las fuentes requeridas para el crecimiento
de la E.coli. Cuando la ubre esta seca, la lactoferrina remueve el Fe
de la ubre y asi minimiza la multiplicacién bacterial. Sin embargo,
la accién de la lactoferrina durante la lactancia es menor debido
a la dilucion de esta enzima en el total de la leche y al citrato que
contiene la leche, el cual compite con la lactoferrina por el Fe. El
citrato de Fe puede ser usado por las bacterias como sustrato para
su crecimiento (Nelson et al., 2018).

Lactoperoxidasa

Esta enzima puede inhibir el crecimiento de algunas bacterias
Gram positivas y matar algunas Gram negativas. Sin embargo, para
que actue la lactoperoxidasa se requiere tiocianato, cuyas concen-
traciones en leche dependen de la alimentacién. Ademas, para que
la enzima actue se requiere peroxido de hidrégeno (H,0,), el cual es
producido por las mismas bacterias (Burton & Erskine, 2003).

Complemento
Son proteinas que cuando actuan unidas producen una cascada
gue pueden matar la E. coli. No todas las coliformes son sensibles
al complemento, especialmente las causantes de mastitis severas.
(Sordillo, 2018).

4. Mecanismos de defensa inducibles

Reconocimiento de patégenos
La glandula mamaria tiene mecanismos para censar patdgenos y asi ini-

ciar la activacién de la inflamacion. Las poblaciones celulares locales son




M, &
7y, T,

La lactancia vista desde muiltiples enfoques. Primera parte: biologia e inmunologia

s, U
Seadllioee®

~ Cisterna
“de la glandula

Nervios

Tejido adiposo

Cisterna
del pezén

Fibroblastos
Plexo venoso
eréctil

(Vasos
sanguineos)

Vasos sanguineos

Musculo liso
(Transverso, oblicuo,

Epidermis longitudinal)
(Epitelio escamoso
estratificado) Esfinter
Canal del
Roseta de pezon muscular

Furstenberg

Queratina

Dermis Cobertura
(Adipositos, de la cisterna
Fibrob!astos, (Epitelio ctibico) Roseta de
vasos sanguineos, Furstenberg Esfinter
musculo liso, Canal del muscular
nervios) pezén circular

Figura 1. Estructura anatémica del pezén
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capaces de facilitar el reconocimiento de patégenos y pueden estimular
varios procesos inmunolégicos a través de la expresién de PRR. Estos
procesos pueden interactuar con una diversidad de arreglos molecula-
res llamados patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP), que
son inmundgenos tipicos de los microorganismos patégenos.

Un ejemplo de estos son los receptores tipo Toll (TLR), los cuales no solo
se expresan en leucocitos sino también en las células epiteliales, endo-
teliales y fibroblastos de la glandula mamaria (Ibeagha-Awemu et al.,
2008). Los TLR-2 y TLR-4 son los mas importantes en la defensa inmune
innata de la glandula mamaria, ya que son capaces de reconocer PAMPs
de bacterias causantes de mastitis tipo Gram positivas (peptidoglica-
nos) y Gram negativas (lipopolisacaridos, LPS) respectivamente. Una vez
se inicia la unién PRR-PAMP se activan sefales intracelulares como la via
del factor de transcripcion kB (NFk ), la cual controla la expresion de
citoquinas pro-inflamatorias (Liang, Zhou & Shen, 2004).

Activacion de la inflamacién

La activacion de la inflamacién es un proceso fundamental en la elimi-
nacién del agente que esta ocasionando el dafio en la gldandula mama-
ria. Un proceso eficiente de respuesta inmune en dicho érgano deberia
resolverse en menos de una semana y no causar ningun cambio apre-
ciable en la leche o en los tejidos mamarios. Cuando la inflamacion es
severa, el dafo de tejido es inminente y resulta en el desarrollo de una
mastitis aguda o crénica descontrolada que contribuye significativa-
mente a la pérdida de produccién de leche. (Sordillo, 2018)

La activacion del NF-kf es la via de sefalizacién principal en la glandula
mamaria, los mediadores solubles que se producen una vez se activa
esta via son los que controlan la inflamacién. Durante los estadios ini-

ciales de inflamacién en la glandula mamaria se producen grandes can-
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tidades de TNF-a e IL-1 3y en las etapas finales se producen IL-4, IL-10
e IL-17, algunas de las cuales estan encargadas de resolver y finalizar la
inflamacién (Bannerman, 2009).

Otro grupo importante de moléculas de sefalizacién inflamatoria son
las conocidas como oxilipinas o eicosanoides. Dependiendo del sustrato
de acido grasos y la via de oxigenacidn, las oxilipinas pueden funcionar
potenciando o resolviendo la cascada inflamatoria (Mattmiller, Carlson
& Sordillo, 2013; Serhan & Chiang, 2008). Por lo tanto, el efecto que las
oxilipinas puedan tener sobre la inflamacién dependera del tiempo y la
expresion de ciertos perfiles de acidos grasos durante los procesos de la
enfermedad, que a su vez estan determinados por la dieta.

Los cambios en el metabolismo lipidico en las vacas de leche durante
el parto alteran profundamente la composiciéon y concentracién de las
oxilipinas en la glandula mamaria. En algunos casos este cambio puede
ser responsable de la respuesta inflamatoria disfuncional y por ende de
la pérdida en produccién de leche (Sordillo, 2018).

Junto con las citoquinas, los oxilipidos tienen la capacidad de interac-
tuar directamente con los vasos sanguineos en la glandula mamaria y
alterar el tono vascular y el flujo sanguineo en los tejidos afectados. Asi,
se incrementa la vasodilatacion de los capilares y la permeabilidad re-
querida para la migracion de neutréfilos desde el torrente sanguineo
hacia la glandula mamaria, lo cual genera un incremento de los mismos
en la leche (Ryman, Packiriswamy & Sordillo, 2015).

La resolucién de la inflamacion esta controlada también por un grupo
especial de oxilipinas como las resolvinas, protectinas y lipoxinas, las
cuales limitan la infiltraciéon de los neutroéfilos a los tejidos afectados al
potenciar la acciéon de los macréfagos en la limpieza de cuerpos apopt6-
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ticos y facilitar la restauracién de los tejidos a su funcion normal (Tabas
& Glass, 2013).

Células de la inmunidad innata

Durante la inflamacién y diversas etapas de la fisiopatologia hay reclu-
tamiento de leucocitos residentes y generacién de nuevos leucocitos.
En homeostasis y ausencia de inflamacion, los linfocitos y macréfagos
son las células mas abundantes en el lumen, con bajo nimero de neu-
tréfilos. En las horas posteriores a la infeccion de la glandula mamaria, el
conteo de células somaticas (SCC) puede pasar de 10° a 109, las cuales en
su mayoria son neutrofilos. La movilizacién de neutréfilos esta contro-
lada por citoquinas y oxilipinas, las cuales actian directamente sobre la
vasculatura para causar disminucién en el flujo sanguineo, con un incre-
mento concomitante en la expresion de moléculas de adhesion celular
en las células endoteliales, las cuales a su vez atraen moléculas de adhe-
sion vascular y asi facilitan la migracién de leucocitos al sitio de la injuria
(Hodgkinson, Carpenter, Smith, Molan & Prosser, 2007; Maddox, Aherne,
Reddy & Sordillo, 1999). Los neutréfilos se marginan primero y luego se
adhieren al endotelio local cerca del sitio de la infeccion. EIl movimiento
de neutréfilos entre los tejidos se da por la accién de quimioquinas que
se producen en el sitio de la lesion (Figura 2).

Los neutréfilos sanguineos, que se caracterizan por el flujo rapido, cir-
culan por los vasos. Cuando se requiere, se expresa la molécula mar-
cadora funcional y fenotipica llamada CD62L, cuya acciéon soporta una
rapida neutralizacién de las endotoxinas producidas por la bacteria y
actuan como brazos moleculares para los neutréfilos sanguineos, lo
que permite que la velocidad del flujo de los neutréfilos disminuya y las
células pueden fijarse a sus ligandos en las células endoteliales (Cano

et al,, 2017). Estos neutréfilos separados detectan sefiales bioquimicas
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glandula mamaria
Fuente: adaptado de Burton & Erskine (2003)

(quimioquinas, citoquinas) en los sitios de la infeccion. Las células ra-
pidamente se liberan del CD62L (clivaje proteolitico) e incrementa la
expresion de receptores de reconocimiento que media la fagocitosis
via opsonizacién (Mac-1), los cuales son fundamentales para la hiperad-
herencia. La expresion del Mac-1 induce la expresién de la cadena 2 de
la integrina Beta (CD18), lo que permite la migracién o diapédesis de los
neutroéfilos al sitio blanco de la lesién (Burton & Erskine, 2003). La migra-
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cién de neutréfilos puede ocurrir muy rapido y acumularse en los tejidos
afectados entre 30 y 60 minutos después de la injuria (Sordillo, 2018).

Otro proceso clave es la fagocitosis por neutréfilos y macréfagos, si
bien las células dendriticas también lo pueden realizar en este contex-
to. Dicho proceso consiste en el englobamiento y encapsulacién para
su posterior destruccién mediante el estallido respiratorio con especies
reactivas de oxigeno y de nitrégeno. También hay ayuda de las enzimas
mieloperoxidasa y superéxido dismutasa, que oxidan la membrana de
las bacterias y ocasionan su completa destruccion (Cano et al., 2017).

Otro mecanismo de defensa innato del sistema inmune es la formacién
de las trampas extracelulares de neutréfilos (NET). Una vez las bacterias
estimulan a los neutréfilos se produce liberacién de material del nucleo
(ADN e histonas), asi como proteinas granulares y fibras extracelulares
que funcionan para atrapar y matar microorganismos. Se ha demostrado
que las NET proveen un foco de sustancias antibacterianas que se uneny
matan bacterias independientemente de la fagocitosis de la glandula ma-
maria (Grinberg, Elazar, Rosenshine & Shpigel, 2008; Lippolis, Reinhardt,
Goff & Horst, 2006). Las NET también sirven como una barrera fisica que
previene la diseminacién de las bacterias por los tejidos de la vaca.

Defensas solubles innatas

El componente soluble es el sistema del complemento que juega el pa-
pel mas importante en la inmunidad innata contra patégenos a través
de funciones de opsonizacion, eliminaciéon de patégenos y quimiota-
xis de fagocitos (Rainard, 2003). La cascada de las proteinas genera otro
tipo de moléculas tales como como las anafilotoxinas y las opsoninas
que facilitan la fagocitosis, el interferén gama (IFN), la proteina C reacti-

va, la lisozima, defensinas y otras moléculas antimicrobianas. El comple-
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mento esta presente en la leche de vacas sanas en concentraciones muy
bajas (Lopera et al., 2017).

La “via alterna”, como se conoce esta via del complemento, es especifica
para bacterias, hongos y virus. Su forma de accién es depositar en la
bacteria las opsoninas C3b y el C3bi, con lo que genera un fragmento
proinflamatorio llamado C5a, responsable de iniciar la reaccién inflama-
toria o booster en la glandula mamaria. La accién de C5a depende de
que la CEM exprese receptores en su zona apical, lo cual a su vez altera
la permeabilidad epitelial, permitiendo que las fracciones del comple-
mento lleguen a la leche (Rainard, 2003).

A través de la via alterna del complemento se induce la acciéon quimiotac-
ticay seincita a la migracién de los neutrofilos a través del epitelio mama-
rio, los cuales a su vez inducen a la liberacion de histamina desde los mas-
tocitos y baséfilos, vasodilatacion, angiogénesis, permeabilidad vascular
y reclutamiento de fagocitos al sitio de la inflamacién (Lopera et al., 2017).

El complemento esta presente en diferentes estados fisioldgicos y patologi-
cos en las vacas de leche. En el calostro, leches de animales sanos y secrecio-
nes de vacas secas se encuentra en bajas concentraciones (Rainard, 2003).

En la leche de una vaca sana la concentracion de C3 es mas baja que
en el suero (2.5% del suero vs. 0.5% de la albumina sérica bovina-ASB),
mientras que en leche con mastitis la relacion es inversa (Rainard, 2003).

Via intracrina de la vitamina D (Vit D)

En los macréfagos de la glandula mamaria se da una via intracrina de la
vit D, asociada con los mecanismos de defensa innata de la misma en
la mastitis bovina. Este mecanismo se da a través de la generacién de
oxido nitrico (uno de los mas potentes microbicidas) y de la 3-defensina
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(péptido antimicrobiano contra bacterias Gram-positivas y Gram-nega-
tivas) que refuerza la accion bactericida (Nelson, Merriman, Poindexter,
Kweh & Blakely, 2018).

El estimulo de los macréfagos activados mediante la interaccion de re-
ceptores TLR con las PAMP, como son el LPS y los péptidoglicanos, con-
duce a la produccion de la enzima CYP27B1 e induce el paso de 25 (OH)
D3 a 1,25 (OH), D3, que es el metabolito activo de la vit D. La vit D activa
a su receptor (VDR) hormonal nuclear que funciona como un factor de
transcripcion. Asi, se produce la expresion de los genes de sintetasa de
oxido nitrico inducible (iNOS), de 3-defensina 3 y otras. El éxido nitrico
reacciona dentro del fagolisosoma con las moléculas de radicales libres
y forma moléculas nitrogenadas como el peroxinitrito, que contribuye a
eliminar la bacteria dentro del macréfago (Nelson et al., 2018).

Como llegan a la leche las células somaticas

El reclutamiento local de leucocitos (macréfagos y linfocitos) y neutro-
filos en la leche procedentes de la sangre es el mecanismo mas impor-
tante de defensa de la gldndula mamaria bovina. Cuando la ubre se en-
cuentra con una infeccién activa, los neutréfilos corresponden entre el
59y el 99% de las células somaticas, dependiendo del estado de lactan-
cia (Burton & Erskine, 2003).

La defensa contra infecciones intramamarias se dificulta por el volumen de
leche y sus componentes sélidos como la grasa y las caseinas, que pueden
bloquear el reclutamiento de moléculas del sistema inmune. Para superar el
problema del volumen de leche, que produce dilucion de células y molécu-
las, la glandula mamaria debe reclutar un sinnimero de moléculas necesa-
rias para la respuesta inmune local durante la fase aguda inflamatoria. Los
principales efectores de dicha respuesta son los neutréfilos y anticuerpos
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opsonizantes. Las poblaciones bacterianas de E.coli, K.pneumoniae, Staphylo-
coccus aureus y Streptococcus agalactiae pueden duplicarse cada 30 minutos
en la glandula mamaria y requieren grandes cantidades de anticuerpos op-
sonizantes y neutréfilos nuevos (tienen una vida media de 4 horas) en las
primeras 12 a 18 horas post-infeccion para combatirla (Smith, 1994).

Las infecciones intramamarias inducen a un flujo mayor de neutréfilos
sanguineos y pueden llegar a concentraciones tan altas como 4 x 10¢/
mL en cuestién de horas. Una vaca lactante puede tener un total diario
de 2 x 10" neutrdfilos, de los cuales cerca de la mitad estan circulando
libremente en la sangre y la otra mitad estan entre nichos de almacena-
miento en médula ésea o adheridos a las paredes de vasos sanguineos.
Existe una relacién positiva entre la capacidad que tiene el animal de
movilizar neutréfilos a la ubre y la respuesta a las infecciones intrama-
marias: las vacas que lo hacen mas rapido y eficiente son las que mejor
resuelven la infeccién (Paape, Hafs & Snyder, 1963).
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