La lactancia

Primera parte: biologia e inmunologia

Editores
Martha Olivera-Angel
Oscar Felipe Huertas-Molina Q%Q

Ciencias Biologicas y Ciencias Animales

. UNIVERSIDAD é-»
" DE ANTIOQUIA )y
73

Facultad de Ciencias Agrarias




La lactancia

vista desde multiples
enfoques

Primera parte: biologia e inmunologia




Primera edicién: mayo de 2020
ISBNe: 978-958-5596-66-5

Editores
Martha Olivera-Angel
Oscar Felipe Huertas-Molina

Autores

Martha Olivera-Angel, DMV, Dr.Sci.Agr.
Grupo de Investigacion Biogénesis, Facultad de
Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia.

Karen Vargas, MyB, MSc
Grupo de Investigacién Biogénesis, Facultad de
Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia.

Victor Guzman, MV, MSc
Grupo de Investigacion Biogénesis,Facultad de
Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia.

Oscar Felipe Huertas-Molina,MVZ, MSc, Esp.

Grupo de Investigacién Biogénesis, Facultad
de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia;
Agrosavia, San José del Nus, Antioquia.

Daniela Londoiio, MV, Esp, MSc

Grupo de Investigacién Biogénesis

Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de
Antioquia.

Sin Obra Derivada 4.0 Internacional.

UNIVERSIDAD Qg
DE ANTIOQUIA (‘//,

Carrera 75 # 65-87;
Teléfonos: (574) 2199176 -21991 77
Medellin, Colombia

TACECTE Este obra estd bajo una licencia de
Creative Commons Reconocimiento- No Comercial-

3 4 .
Facultad de Ciencias Agrarias c 9m~uo EOMORIAL

Orlando Diaz MVZ, MSc,

Grupo de investigacion Biogénesis, Facultad
de Ciencias Agrarias, Universidad de Antioquia;
Grupo Solla S.A., Medellin, Colombia.

Luis Miguel Gomez MVZ, MSc, Dr. Sci.
Director de Investigacion, Alura, Animal Health
and Nutrition.

Juan Carlos Rodriguez Lecompte DVM,
MSc, PhD

Department of Pathology and Microbiology,
Atlantic Veterinary College,

Molecular Immunology Laboratory, University
of Prince Edward Island .

Giovanny Torres-Lindarte, ByLC, MSc. Dr.
Sci.

Grupo de Investigacién Biogénesis, Facultad
de Ciencias Agrarias, Universidad de
Antioquia; Instituto Colombiano de Medicina
Tropical,Universidad CES

Correccion de texto
AriVelez

Ilustraciones
BLUE PIXEL SAS, Oficio Grafico

Disefo y diagramacién
Sandra Maria Arango, Oficio gréfico




Contenido

Prefacio 7
I.  Mamogénesis 9
1. Mamogénesis fetal 9
2. Mamogénesis neonatal 11
3. Control hormonal del feto durante el desarrollo embrionario ... 11

3.1 Mediadores locales de las acciones endocrinas en la mamogénesis............. 13

3.2 Factores de crecimiento durante la mamogénesis 14
Bibliografia 15
Il. Calostrogénesis, digestion y absorcion del calostro 17
1. Introduccién 17
2. Génesis del calostro 18
3. Modelo de la génesis del calostro 20
4. Digestién del Calostro 23
5. Absorcion de los Componentes del Calostro 23
Bibliografia 27
Ill. Lactogénesis 31
1. Introduccién 31
2. Lactogénesis |, preparando la maquinaria 32
3. Lactogénesis I, secrecion copiosa de leche 34
4. Hormonas del complejo lactogénico 34

5. Transporte de solutos y vias de secrecion 35




6. Elaboracion y exocitosis de los tres grandes componentes de la leche................ 39

6.1 Lalactosa 39

6.2 Laproteina 43

6.3 Los lipidos 48
Bibliografia 52
IV. Galactopoyesis y Galactoquinesis 57
1. Introduccién 57
2. Las hormonas 58
Bibliografia 66
V. Involucién 69
1. Introduccién 69
2. Involucion reversible e irreversible 70

2.1 Remodelacién de la matriz extracelular 72
3. Remodelacién vascular 76
Bibliografia 77
VI. Receptores hormonales que afectan directa

o indirectamente la funcién de la glandula mamaria 79
1. Introduccién 79
2. Endocrinologia de la glandula mamaria 80

3. Clasificacion de los receptores de las secreciones endocrinas

que regulan la glandula mamaria 81
3.1 Receptores de membrana 81
3.2 Receptores nucleares 86
Bibliografia 87
VII. Respuesta inmune innata de la gldndula mamaria 89
1. Introduccién 89




2. Defensas externas o barreras fisicas del pezon

3. Defensas internas o intrinsecas

4, Mecanismos de defensa inducibles

Bibliografia

VIIl. Infeccién y respuesta de la glandula mamaria bovina

1. Viay mecanismos de ingreso de los patégenos mamarios

2. Reconocimiento inicial de la bacteria

3. Comportamientos de las bacterias dentro de la gldandula mamaria.........ccccesvenee..

4. Respuestainmune

4.1 Respuesta inmune innata

4.1.1. Células somaticas

4.2.2. Mecanismos efectores de los fagocitos

4.2.3. Produccién de citoquinas y quimioquinas

4.2.4. Produccion de péptidos y proteinas antimicrobianas

4.2 Inmunidad adaptativa

5. Mecanismos de patogenicidad y evasién de la respuesta inmune
5.1 Escherichia coli

5.2 Staphylococcus aureus

Bibliografia

91
93
93

102

105
105
107
109

1
1
1
113
114
116

119

122
122

123

131




La lactancia vista desde multiples enfoques. Primera parte: biologia e inmunologia
Martha Olivera-Angel y Oscar Felipe Huertas-Molina (Editores)

Fondo Editorial Biogénesis, 2020

Numero de paginas

ISBNe: 978-958-5596-66-5

Prefacio. Mamogénesis. Calostrogénesis, digestion y absorcion del calostro. Lactogénesis. Galactopo-
yesis y galactoquinesis . Involucién. Receptores hormonales que afectan directa o indirectamente
la funcién de la glandula mamaria. Respuesta inmune innata de la glandula mamaria. Infeccion

y respuesta de la glandula mamaria




Prefacio

{Cémo se desarrolla la glandula?, ;cémo empieza la produccién de ca-
lostro y la secrecion de leche?, ;cdmo entra en latencia la glandula y
posteriormente reinicia el ciclo lactogénico?, ;como se relaciona la glan-
dula con el medio externo y en particular con los microorganismos po-
tencialmente patégenos? A través del curso de posgrado “Fisiologia de
la Lactancia”y ahora con este libro, el grupo de investigacion Biogénesis
de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de Antioquia ha
estado contribuyendo a responder a estas y otras preguntas relaciona-
das con el funcionamiento celular y molecular de la gldandula mamaria,
que es parte del sistema reproductivo y elemento fundamental de la
industria lactea.

Este libro pretende llenar una necesidad sentida de la comunidad aca-
démica nacional, asi como contribuir a la educacién continua de médi-
cos veterinarios y zootecnistas, particularmente en aspectos patoldgi-

cos y productivos.







Mamogénesis

M. Olivera-Angel'MV, Dr.Sci.Agr. K.Vargas MyB MSc.

1. Mamogénesis fetal

La mamogénesis comienza entre las 18 y 19 semanas de vida intrauteri-
na, tiempo en el cual se pueden reconocer los brotes mamarios epidér-
micos que llegan hasta la mesénquima celular. Estos brotes se ubican
en una regién llamada “linea de leche’, paralela al térax. El desarrollo se
inicia con la aparicion de los primeros rudimentos de glandulay el siste-
ma de ductos; este desarrollo es dirigido principalmente por hormonas
como la prolactina (Prl), la hormona del crecimiento (GH) y por factores
como la proteina morfogénetica ésea (BMP4) y el factor de transcrip-
cién T-BOX 3 (Figura 1). La interaccion entre estos ultimos tres genera un
estimulo positivo a las células tallo para que se rodeen en un paniculo
adiposo. La hormona paratiroidea estimula los adipocitos para su creci-
miento, la mitosis y la formacién del paniculo. La yema mamaria aparece

1. Facultad de Ciencias Agrarias, Grupo de Investigacién Biogénesis, Universidad de Antioquia.
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por la accion de factores como el TBX3, los factores de crecimiento de
fibroblastos (FCF2B y FCF10), el factor de unién linfoide (LEF1), las ho-
meoproteinas (MSX1/2) y los dedos de zinc (GLI2) (Weaver & Hernandez,
2016, Pechoux, 1994).

En el ectodermo del feto las lineas mamarias son visibles desde el dia 35.
Alrededor del tercer mes se evidencian los canales mamarios, se forman los
ductos excretorios y luego los alvéolos (Figura 1y 2). Todo el sistema excre-
tor de la glandula mamaria esta completo al final del segundo trimestre del
feto; la gldandula mamaria madura esta compuesta por estd compuesta por
multiples alvéolos y conductos lo que la clasifica como una glandula alveo-
lar compuesta y ramificada (Figura 2) (Veltmaat, Mailleux, Thiery & Bellusci,
2003).

La presencia de la almohadilla grasa que recubre los ductos primarios
influye en la proliferacién y en la diferenciacién de las células epiteliales
mamarias (CEM) a través de la transmisidon de los mensajes inducidos
por la unién de receptor y ligamiento tanto de los esteroides ovaricos
como de la GH (Yart, Lollivier, Marnet & Dessauge, 2014). La almohadilla
grasa responde a este estimulo hormonal sintetizando varios factores
de crecimiento con efectos mitéticos como el factor de crecimiento in-
sulinico (IGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) o el factor de
crecimiento del hepatocito (HGF) (Meyer, Capuco, Boisclair & Amburgh,
2006) (Figura 1).

Las células epiteliales no tienen receptores para los esteroides ovaricos,
pero el estroma si. Estos receptores intracelulares (R) presentan las va-
riables ay B: Ra promueve la proliferacién celular mientras que Rp la
regula. La porcién Ra es la de mayor expresion en las primeras fases de
la mamogénesis, luego aumenta el Rf3. Este cambio en las variantes po-
dria deberse a una combinacién de hormonas esteroideas y factores de
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crecimiento: el estradiol aumenta la produccion de IGFI en el estroma,
lo que sugiere que el estimulo por parte de los estrégenos para la ex-
presion de receptores esta mediado de forma paracrina, de una célula
de receptor positivo a una célula de receptor negativo (Ellis & Capuco,
2002; Capuco, Ellis, Wood, Akers & Garrett, 2002).

El canal del pezén del feto tiene receptores que inducen la apoptosis de
las estructuras epiteliales. A estos receptores se adhiere la testosterona
producida por el feto macho; como en la hembra no se produce testos-
terona, los receptores no ejercen ninguna funcién (Rey, 2001).

2. Mamogénesis neonatal

Inmediatamente después del nacimiento, la glandula crece en forma
isométrica y cerca de la pubertad inicia el crecimiento alométrico. La
prolactina (Prl) y los esteroides ovaricos controlan el desarrollo de los
ductos en el parénquima mamario (almohadilla grasa y estroma) al in-
ducir su crecimiento (Yart et al., 2014) (Figura1).

3. Control hormonal del feto durante el desarrollo
embrionario

Se cree que el crecimiento mamario se da debido a la disminucién de las
concentraciones de progesterona —que el cuerpo liteo ha mantenido
altas durante toda la gestaciéon— y al aumento del estradiol hacia el final
de la gestacién. La prolactina parece tener un papel permisivo ya que no
se encuentra ningun cambio en sus niveles asociado a la mamogénesis
y a la formacién del I6bulo alveolar durante la gestacién. Con respecto a
la GH se ha determinado que abunda la expresion de sus receptores en

los ductos epiteliales y alveolares cuando la gldndula se estd diferencian-




Figura 1. Desarrollo de la glandula mamaria en el feto
Fuente: K. Vargas, 2019

Convenciones:
g )
f Célula mesenquimal ‘ Adipocito A\ Vasos sanguineos
Miocito . Epitelio plano simple \ Membrana basal
~ J
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do, pero el papel que juega aun no es claro. Las concentraciones altas
de mRNA para IGF-I al final de la gestacion parecen determinar que la
accion local de esta media en la mamogénesis (Plath-Gabler, Gabler, Si-
nowatz, Berisha & Schams, 2001). La hormona tiroidea y los esteroides
hormonales parecen mejorar los efectos de las hormonas esteroideas
ovarica, pero no se les conoce una funcién directa (Figura 2) (Sinowatz
etal., 2000).

3.1 Mediadores paracrinos locales de las acciones endocrinas
en la mamogénesis

El estroma es tejido conectivo reticular y su funcion es fundamental: dar
soporte al desarrollo del tejido epitelial del embrion en el proceso de
mamogénesis. Después del nacimiento, la glandula mamaria de la hem-
bra tiene un tejido adiposo llamado almohadilla grasa, un estroma que
es la matriz tanto del tejido conectivo como de la grasa. El estroma tiene
dos funciones principales: contener el tejido vascular y simpatico y pro-
veer una matriz tridimesional y la membrana basal. Ademas, es el sitio
local de la accion hormonal, la sintesis lipidica y la sintesis de factores de
crecimiento (Figura 2) (Hovey, Mcfadden & Akers, 1999).

Investigaciones en terneras y novillas han demostrado que un buen plan
de alimentacién induce a una abundancia de estroma y de parénquima.
Esto se debe a las mayores concentraciones de leptina circulante, que
a su vez son inducidas por la produccion de adipoquinas que realiza la
almohadilla grasa (Palin, Farmer & Duarte, 2017).

3.2 Factores de crecimiento durante la mamogénesis

Aparentemente las hormonas no actian de manera directa: su efecto

puede ser potenciador o inhibidor y estd mediado por los factores de
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Lébulo

Ductos Ductos inmaduros Lobulos Lobulos
en crecimiento Epitelio escamoso  y alvéolos y alvéolos maduros
queratinizado

Figura 2. Maduracion de los conductos mamarios
Fuente: K. Vargas, 2019

crecimiento como TGF ay TGF 3, IGF1 e IGF2, EGF, FGF (Chepko & Smith,
1999). El estudio de la accion de estos factores de crecimiento ha lleva-
do a generar la hipétesis de que la TGF actua sobre la proliferacién de
las células ductales en la glandula mamaria prepuberal y da origen a
dos tipos de células progenitoras: una capaz de producir hijas que van
a formar el ducto y otras que van a formar los alvéolos y l6bulos que
secretaran la leche. En rumiantes se encontré la expresiéon de receptores
TGFB-1R (Maple, Akers & Plaut, 1998).

La accién de la IGF1 sobre la proliferacién del tejido mamario es clara:
se da mediante el receptor IGF1R, muy parecido al receptor de la insu-
lina. Este receptor tiene una estructura heterodimérica ay . La IGF1 es

14
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producida por el estroma y la unidon que genera con su receptor es 500
veces mas fuerte que aquella formada por la insulina y su receptor.

Con el recuento de mRNA para EGF, TGF-a y para la anfiregulina se ha
demostrado la accion de la EGF en la mamogénesis. Sin embargo, sus
acciones mitogénicas no se han podido esclarecer) (Pechoux, Clezardin
& Dante, 1994).

El factor transformador de crecimiento 3 (TGF ) puede promover indi-
rectamente la proliferacion de las células del mesénquima e inhibir el
crecimiento de las células epiteliales.
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Calostrogénesis,
digestion y absorcion
del calostro

Victor Guzman' MV, M.Sc, Martha Olivera-Angel' MV, Dr.Sci.Agr.

1. Introduccion

La placenta sindesmocorial de la vaca forma un sincitio (o sincisio) entre
el endometrio materno y el feto, separando los suministros de sangre
materna y fetal, por lo cual el paso de moléculas de inmunoglobulinas
es restringido. En consecuencia, los terneros recién nacidos, durante sus
primeras horas de vida, son dependientes de la transferencia pasiva de
inmunoglobulina G (IgG) que tiene el calostro materno (Weaver, Tyler,
VanMetre, Hostetler & Barrington, 2000).

1. Facultad de Ciencias Agrarias, Grupo de Investigacion Biogénesis, Universidad de Antio-
quia, Medellin, Colombia
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Para evitar la falla de transferencia de inmunidad pasiva (FTP) y sus con-
secuencias, el ternero debe consumir 4 litros de calostro que contenga
por lo menos 50 gr de IgG por litro antes del “cierre” de la absorciéon no
selectiva intestinal (Godden, 2008; Weaver et al., 2000).

Cuando el neonato no ingiere o no absorbe suficientes cantidades de
IgG del calostro y, por lo tanto, las concentraciones de estas en sangre
son inferiores a 10mg/ml, ocurre la FTP (McGuirk & Collins, 2004); esta
conduce a una falla en la activaciéon y regulacién de las respuestas inmu-
nes innatas presentes en los terneros para combatir infecciones (Chase,
Hurley, & Reber, 2008). Los terneros necesitan ingerir entre 100 y 200 gr
de IgG para mejorar las posibilidades de éxito en la transferencia pasiva
(Buczinski & Vandeweerd, 2016). La FTP se considera un factor de riesgo
predisponente para la morbilidad y mortalidad neonatal asociada con
septicemia, diarrea y neumonia (Godden, 2008).

Deben ocurrir una serie de eventos fisiolégicos para que el fenémeno
de la transferencia pasiva logre proteger al ternero de los agentes paté-
genos presentes en el medio ambiente.

2. Génesis del calostro

El calostro bovino consiste en una mezcla de secreciones lacteas y de
componentes del suero sanguineo que se acumulan en la glandula ma-
maria entre 3 y 4 semanas antes del parto (Baumrucker & Bruckmaier,
2014). Los componentes del calostro incluyen inmunoglobulinas, leucoci-
tos maternos, factores de crecimiento, hormonas, citoquinas, factores an-
timicrobianos, agua y nutrientes. La proteina compone el 14% del calos-
tro, una concentracion 4,5 veces superior a la leche normal (que contiene
3,1%). Aunque las proteinas mas abundantes del calostro son las inmuno-
globulinas, la cantidad de albumina es 8 veces mayor y la caseina 4,8 ma-
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yor que en la leche. La lactosa esta sobre la mitad del contenido normal
de la leche. Las concentraciones de muchos de estos componentes son
mayores en las primeras secreciones después del parto (primer ordeno
del calostro), luego disminuyen constantemente durante los siguientes
seis ordenos (leche de transicion) hasta alcanzar las concentraciones mas
bajas que se miden rutinariamente en la leche entera (Godden, 2008).

El calostro del bovino contiene mas de 1x10° células/mL de leucocitos ma-
ternos inmunoldgicamente activos, incluyendo principalmente macréfa-
gos, que comprenden del 40 al 50% de los leucocitos calostrales, los res-
tantes son linfocitos (22 a 25%) y neutrofilos (25 a 37%). Los resultados de
un estudio realizado por Donovan (2007) sugieren que los leucocitos calos-
trales liberan citoquinas y mejoran la respuesta de los linfocitos a agentes
no especificos, aumentan la fagocitosis y la capacidad de matar bacterias y
estimulan respuestas inmunes humorales (Donovan et al., 2007). El calostro
también contiene una serie de factores antimicrobianos como la proteina
antimicrobiana de unidn al hierro llamada lactoferrina, la enzima antibacte-
riana lactoperoxidasa, la lisozima enzimatica antibacteriana vy litica, los oli-
gosacdridos que funcionan como andlogos de ligandos microbianos sobre
superficies mucosas y péptidos antimicrobianos estables al calor (defensi-
nas). (Wheeler, Hodgkinson, Prosser, & Davis, 2007).

Ademds, estan presentes algunos factores de crecimiento como el factor
de crecimiento transformante 3-2 (TGF-f32), la hormona de crecimiento
(GH) y la insulina. El factor de crecimiento insulinoide tipo | (IGF-I) pre-
sente en el calostro puede ser un regulador clave en el desarrollo del
tracto gastrointestinal de neonatos bovinos, incluida la estimulacion del
crecimiento de la mucosa y el aumento del tamafo de las vellosidades
(Hurley & Theil, 2011; Godden, 2008).

En los rumiantes, la IgG es lainmunoglobulina predominante en la leche
y el calostro y representa entre el 65 y el 90% de los anticuerpos tota-
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les. Se ha demostrado que la IgG es transportada a la glandula mamaria
desde el suero, mientras que la inmunoglobulina A (IgA) es sintetizada
en la glandula mamaria por las células plasmaticas que migran desde el
tracto gastrointestinal. Los precursores de las células plasmaticas desti-
nadas a producir IgA tienen origen en el tejido linfoide asociado al intes-
tino (TLAI) y el tréfico a la glandula mamaria se da via sanguinea cerca
del momento del parto. La IgA se encuentra en las secreciones mucosas
y evita infecciones causadas por microbios en estas superficies.

La inmunoglobulina M (IgM), también presente en el calostro, aparece
cuando un organismo se expone a un antigeno por primera vez; tiene
una especificidad baja y por lo tanto una menor potencia para vencer
la infeccién (Hurley & Theil, 2011; Stelwagen et al., 2009). Algunos auto-
res sostienen que la tasa de transferencia de IgG a la glandula mamaria
antes del parto es una consecuencia del desarrollo de la misma, la cual
estd bajo el control de estrégeno, progesterona y prolactina dias antes
del parto (Barrington, McFadden, Huyler & Besser, 2001). El andlisis in-
munohistoquimico demostré la expresién de un receptor llamado re-
ceptor neonatal Fc (FcRn) que coincide con la lactogénesis | e inicio de
la calostrogénesis; este receptor disminuye durante la lactogénesis Il (el
inicio de la secrecion abundante de leche) Cervenak & Kacskovics,2009).

3. Modelo de la génesis del calostro

Durante la lactogénesis |, la glandula mamaria produce el calostro ma-
terno aproximadamente desde la tercera semana antes del parto (Roth &
Smith, 2004), debido a la baja concentracién de estrégenos y prolactina
y alta concentracion de progesterona. Para llevar la IgG sérica circulante
al lumen, la célula epitelial mamaria expresa el receptor especifico FcRn
neonatal, que media el paso desde el espacio extracelular en el extremo
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basal de la célula al lumen alveolar mamario. La unién del ligando con
el receptor de alta afinidad (IgG-FcRn) se da a un pH menor de 6,5, en
uno mayor a 7 se da uno débil o ninguna (Cervenak & Kacskovics, 2009).
Una vez ocurre la unién de la IgG con el receptor FcRn se da el transito
intracelulary lalgG es transportada al extremo apical, el receptor es reci-
clado y queda habilitado nuevamente (Figura 1, numeral 2). Las células
epiteliales alveolares dejan de expresar este receptor al inicio de la lac-
tancia, probablemente en respuesta al aumento de las concentraciones
de prolactina (Godden, 2008).

De manera similar, la IgA, disponible en la glandula mamaria por la pre-
sencia de células plasmaticas que migraron provenientes de TLAI, hace
transito por la CEM. El transporte de IgA implica la unién al receptor
denominado receptor polimérico de inmunoglobulinas (pIgR) en la
membrana celular basolateral, para que luego sea transportada hacia la
membrana apical (Figura 1, numeral 3). Una vez en el lumen, el plgR li-
bera laIgA y un fragmento llamado componente secretor (CS) que con-
tinda unido a la IgA.

El CS confiere a la IgA proteccion contra la degradacion proteolitica en
el intestino y facilita la localizacién de IgA en el moco intestinal. También
tiene efectos protectores propios, como bloquear potencialmente la ad-
hesion epitelial de E. coli enterotoxigénica y neutralizar los efectos de
otros patégenos como el rotavirus causante de diarrea neonatal (Hurley
&Theil, 2011; Parreno et al., 2004; Wheeler, Hodgkinson, Prosser, & Davis,
2007).

El ingreso de células inmunes como los macréfagos (presentes en la
glandula mamaria) al calostro se da por diapédesis entre las uniones
estrechas de las células epiteliales de la glandula (Figura 1, numeral 1)

(Baumrucker & Bruckmaier, 2014). Una vez ocurre el parto, el ternero




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

Lumen alveolar mamario

Célula epitelial

Calostro
Célula T . 0 aria
plasmatica »
T T " [ Célula
Vaso hs <4 mioepitelial
sanguineo »>d o A i
7 , Y
/78
\ ¥ /./

1
A2
-////

\
e N—— 5 /
\\‘b’? __//'

Fibroblasto

Adiposito

Figura 1. Fenémeno de transcitosis de IgG e IgA.

Paso de macréfagos del tejido mamario al calostro: 1. Paso de macrofago del
tejido mamario al lumen alveolar. 2. Transito de IgG y reciclaje de receptor
FcRn. 3. Transito de IgA unida al componente secretor.

Fuente: V. Guzman 2017

Convenciones
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toma y digiere el calostro, el cual debe conservar el potencial biolégico
de sus componentes, pues deben llegar habilitados al intestino para su
posterior absorcién.
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4. Digestion del calostro

El calostro, compuesto de secreciones lacteas y de componentes del
suero sanguineo, atraviesa la gotera esofdgica del ternero y, como re-
sultado, la leche ingerida no pasa ni por el reticulo ni por el rumen sino
que fluye directamente al abomaso (Braun, Krliger & Hassig, 2013). La
renina secretada en el abomaso de los neonatos convierte a la caseina
soluble, una de las proteinas de mayor tamano y abundancia del calos-
tro, en una red de paracaseinato de calcio que retiene los glébulos gra-
sos y se coagula en pocos minutos. Este codgulo se retrae rdpidamente 'y
se segregan otros sustratos que componen el suero del calostro, en este
caso similares a los del suero de la leche. Como consecuencia, la caseina
se retiene en el estdbmago del recién nacido mas tiempo que el resto de
las proteinas del suero (Figura 2).

En el abomaso el calostro se divide en dos fracciones: (i) el codgulo for-
mado por caseinas y grasa y (ii) el suero formado por lactosa y minerales
y otras proteinas de la leche, como inmunoglobulinas y lactoglobulinas.
(Hurley &Theil, 2011; Miyazaki, Okada & Miyazaki, 2017; Relling & Mattioli,
2003). El suero, rico en IgG, pasa rapidamente del estdbmago al intestino
delgado sin degradar; no se usa como fuente de alimento debido a la baja
actividad proteolitica y a la presencia de un inhibidor de tripsina, que es
100 veces mayor en el calostro que en leche (Godden, 2008).

5. Absorcion de los componentes del calostro

La absorcidn intestinal en el periodo inmediato al nacimiento es transi-
toria y no selectiva. Durante las primeras 24 a 36 horas de vida, el intes-
tino delgado estd revestido con células epiteliales, mucosas inmaduras
(enterocitos) altamente vacuoladas y capaces de absorber macromo-

léculas. Los enterocitos inmaduros no son selectivos, absorben protei-
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Figura 2. Paso del calostro a través de la gotera esofagica hacia abomaso, se-
paracién de la IgG y posterior paso al intestino.

Fuente: V. Guzman 2017

nas de gran peso molecular y otras moléculas. El epitelio intestinal del
ternero recién nacido conserva la capacidad para hacer pinocitosis con
macromoléculas por un periodo corto antes de que sea reemplazado
por las células epiteliales maduras (Figura 3). En los enterocitos se ob-
servan numerosas vacuolas transportadoras que llevan IgG e IgA del ex-
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tremo apical a la membrana basal (Figura 3 numeral 1, numeral 2). Este
movimiento permite el paso de IgG a los capilares y luego via portal a la
circulacién general del neonato (Cervenak & Kacskovics, 2009; Hurley &
Theil, 2011; Kruse, 1983).

Primeras 24 horas Después de 24 horas

h
W Calost b
y ‘n'Y‘n' ‘ f alostro Yy " ?‘f?.f
‘n"";(l' Smes ‘“'YY ?g Moco

Célula

Vaso ¢ S . Célula
sanguineo » S . plasmética /|
Membrana
basal

Figura 3. Absorcion de la IgG e IgA del calostro en el intestino delgado. A.
Intestino delgado en las 24 primeras horas: 1. paso de IgG por pinocitosis en
grandes vacuolas, 2. paso de IgA por pinocitosis en grandes vacuolas, 3. paso
del macréfago por célula “M”. B. Intestino delgado posterior a las 24 horas: 4.
reabsorcion de IgG desde la circulacién general de vuelta al lumen intestinal,
5. célula de globet productora de moco, 6. paso de IgA al lumen.

Fuente: V. Guzman 2017
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Las macromoléculas absorbidas se liberan en la ldmina propia y luego
pasan a la circulacién linfatica o portal. Otros elementos como los leuco-
citos, provenientes del calostro, ingresan a través del intestino por me-
dio de las células M de la mucosa intestinal, las cuales estan especializa-
das en hacer pinocitosis con antigenos del lumen intestinal. Las células
M son las encargadas de internalizar y entregar las células inmunes a los
foliculos asociados al epitelio (FAE) en las placas de Peyer intestinales
(Figura 3 numeral 3) (Liebler-Tenorio, Riedel-Caspari, & Pohlenz, 2002).
Estas células desaparecen de la circulaciéon neonatal entre 24 y 36 horas
post ingestion (Godden, 2008).

Poco a poco los enterocitos dejan de absorber las macromoléculas. El
proceso de cese del paso indiferenciado de moléculas y elementos por
la mucosa se denomina “cierre”. Con el “cierre” se activa la barrera intes-
tinal que, como estructura, cumplira con sus funciones de captacion de
nutrientes o exclusion de patdégeno y asi se convierte en la primera linea
de defensa contra patégenos entéricos (Roth & Smith, 2004). El trans-
porte de IgG a través del enterocito parece ser bidireccional, lo cual apo-
ya la teoria de que la IgG en el intestino esta implicada también en la
vigilancia inmune y defensa de la mucosa (Hurley & Theil, 2011).

Una gran proporcion de la IgG ingerida se recicla hacia el lumen intes-
tinal (Figura 1, numeral 4) donde contribuye a la proteccion del tracto
gastrointestinal contra la infeccion. Un ternero que consume 100 gr de
IgG del calostro puede secretar de nuevo en el intestino entre 2y 4 gr de
IgG cada dia durante las primeras dos semanas de vida (Figura 3, nume-
ral 4). Esta cantidad de inmunoglobulina podria reducir la probabilidad
de enfermedad entérica del ternero (Besser, 1987). La induccion de la
secrecion de IgA a nivel intestinal esta relacionada con la placa de Peyer
y depende de la interaccion entre células B y Ty células dendriticas pre-
sentes en el FAE (Salmon, 1999).
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La IgA producida ya localmente por las células plasmaticas asociadas a
TLAI se transporta hacia el lumen a través de células epiteliales intesti-
nales unidas al receptor polimérico de inmunoglobulina (Figura 3 nu-
meral 6) (Tizard, 2013). Esta IgA en el intestino se une a las bacterias,
toxinas y otras macromoléculas, limitando su capacidad para unirse a
las células (Hurley & Theil, 2011).

En el epitelio intestinal maduro se encuentran, ademas de los enteroci-
tos, las células de Globet o caliciformes, encargadas de producir el moco
que recubre el intestino (Figura 3 numeral 5) y que sirve no solo de ba-
rrera fisica contra antigenos, sino que tiene funciones antiinflamatorias
que previenen la accién que las bacterias pudieran desencadenar si es-
tuviesen en contacto con la mucosa.

En conclusion, se pueden definir tres etapas del calostro: la calostrogé-
nesis en la vaca, la digestion del calostro en el estbmago verdadero del
neonato y finalmente su absorcion en el intestino del ternero. El calostro
tiene un efecto importante en la sobrevivencia y salud del neonato de-
bido a que le provee defensas contra los agentes a los que puede estar
expuesto, especialmente los de mucosas gastricas y respiratorias.

Bibliografia
Barrington, G. M., McFadden, T. B, Huyler, M. T., & Besser, T. E. (2001). Regulation of co-

lostrogenesis in cattle. Livestock Production Science, 70(1-2), 95-104. https://doi.
0rg/10.1016/50301-6226(01)00201-9

Baumrucker, C.R., & Bruckmaier, R. M. (2014). Colostrogenesis: IgG1 transcytosis mecha-
nisms. Journal of Mammary Gland Biology and Neoplasia, 19(1), 103-117. https://
doi.org/10.1007/s10911-013-9313-5




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

Besser, T. E. (1987). The transfer of serum IgG1 antibody into the gastrointestinal tract in
new born calves. Veterinary Inmunology and Immunopathology, 17 (1987} 51-56,
17(Gay 1983), 51-56.

Braun, U., Kriiger, S., & Hassig, M. (2013). Ultrasonographic examination of the reticulum,
rumen, omasum and abomasum during the first 100days of life in calves. Research
in Veterinary Science, 95(2), 326-333. https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2013.03.019

Buczinski, S., & Vandeweerd, J. M. (2016). Diagnostic accuracy of refractometry for asses-
sing bovine colostrum quality: A systematic review and meta-analysis. Journal of
Dairy Science, 99(9), 7381-7394. https://doi.org/10.3168/jds.2016-10955

Cervenak, J., & Kacskovics, . (2009). The neonatal Fc receptor plays a crucial role in the
metabolism of IgG in livestock animals. Veterinary Inmunology and Immuno-
pathology, 128(1-3), 171-177. https://doi.org/10.1016/j.vetimm.2008.10.300

Chase, C. C. L., Hurley, D. J., & Reber, A. J. (2008). Neonatal immune development in the
calf and Itsimpact on vaccine response. Veterinary Clinics of North America - Food
Animal Practice, 24(1), 87-104. https://doi.org/10.1016/j.cvfa.2007.11.001

Donovan, D. C,, Reber, A. J., Gabbard, J. D., Aceves-Avila, M., Galland, K. L., Holbert, K.
A., ... Hurley, D. J. (2007). Effect of maternal cells transferred with colostrum on
cellular responses to pathogen antigens in neonatal calves. American Journal of
Veterinary Research, 68(7), 778-782. https://doi.org/10.2460/ajvr.68.7.778

Godden, S. (2008). Colostrum Management for Dairy Calves. Veterinary Clinics of
North America - Food Animal Practice, 24(1), 19-39. https://doi.org/10.1016/j.
cvfa.2007.10.005

Hurley, W. L., & Theil, P. K. (2011). Perspectives on immunoglobulins in colostrum and
milk. Nutrients, 3(4), 442-474. https://doi.org/10.3390/nu3040442

Kruse, P. E. (1983). The importance of colostral immunoglobulins and their absorption
from the intestine of the newborn animals. Annales de recherches vétérinai-
res, 14(4), 349-353. Recuperado de http://www.vetres-archive.org/file/Vet.
Res._0003-4193_1983_14_4_ART0003.pdf%5Cnhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed/6677175

Liebler-Tenorio, E. M., Riedel-Caspari, G., & Pohlenz, J. F. (2002). Uptake of colostral
leukocytes in the intestinal tract of newborn calves. Veterinary Inmunology
and Immunopathology, 85(1-2), 33-40. https://doi.org/10.1016/S0165-
2427(01)00404-4

28



Capitulo 2. Calostrogénesis, digestion y absorcion del calostro

McGuirk, S. M., & Collins, M. (2004). Managing the production, storage, and delivery of
colostrum. Veterinary Clinics of North America - Food Animal Practice, 20(3 SPEC.
ISS.), 593-603. https://doi.org/10.1016/j.cvfa.2004.06.005

Miyazaki, T., Okada, K., & Miyazaki, M. (2017). Short communication: Neonatal calves
coagulate first-milking colostrum and produce a large curd for efficient absorp-
tion of immunoglobulins after first ingestion. Journal of Dairy Science. 100 (9),
7262-7270. https://doi.org/10.3168/jds.2017-12808

Parrefio, V., Béjar, C.,Vagnozzi, A., Barrandeguy, M., Costantini, V., Craig, M.1,, ... Fernandez,
F.(2004). Modulation by colostrum-acquired maternal antibodies of systemic and
mucosal antibody responses to rotavirus in calves experimentally challenged
with bovine rotavirus. Veterinary Immunology and Immunopathology, 100(1-2),
7-24. https://doi.org/10.1016/j.vetimm.2004.02.007

Reber, A. J., Hippen, A. R., & Hurley, D. J. (2005). Effects of the ingestion of whole colos-
trum or cell-free colostrum on the capacity of leukocytes in newborn calves to
stimulate or respond in one-way mixed leukocyte cultures. American Journal of
Veterinary Research, 66(11), 1854-1860. https://doi.org/10.2460/ajvr.2005.66.1854

Roth, J. A,, & Smith, R. A. (2004). Inmunologia. The Veterinary Clinics of North America, 17.

Salmon, H. (1999). The mammary gland and neonate mucosal immunity. Veterinary
Immunology and Immunopathology, 72(1-2), 143-155. https://doi.org/10.1016/
S0165-2427(99)00127-0

Stelwagen, K., Carpenter, E., Haigh, B., Hodgkinson, A., Wheeler, T. T,, Stelwagen, K., ...
Wheeler, T.T. (2009). Immune components of bovine colostrum and milk 87 (13),
3-9. https://doi.org/10.2527/jas.2008-1377

Tizard, I.R. Veterinary Immunology Nine edition. (Elsevier, Ed.) (9th ed.). St. Luouis Missouri.

Weaver, D. M., Tyler, J.W., VanMetre, D. C., Hostetler, D. E., & Barrington, G. M. (2000). Pas-
sive transfer of colostralimmunoglobulins in calves. Journal of veterinary internal

medicine, 14(6), 569-577. https://doi.org/10.1111/j.1939-1676.2000.tb02278.x
Wheeler, T.T., Hodgkinson, A.J., Prosser, C. G., & Davis, S. R. (2007). Immune components

of colostrum and milk - A historical perspective. Journal of Mammary Gland Bio-
logy and Neoplasia, 12(4), 237-247. https://doi.org/10.1007/s10911-007-9051-7







Lactogénesis
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1. Introduccion

La lactogénesis es la habilidad de producir lactosa y consiste en un pe-
riodo de transicion caracterizado por la diferenciacion funcional de las
células del tejido mamario, las cuales cambian de un estado no lactante
(no secretorio) a lactante (secretorio) (McManaman & Neville, 2003; Tru-
chet & Honvo-Houéto, 2017).

Este proceso se ha dividido en dos fases: 1) fase de activacion secreto-
ria o lactogénesis | donde, ademas de ocurrir diferenciacion celular y
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enzimatica (Hurley, 2013; Neville, Neville, Mcfadden & Forsyth, 2002), se
da la calostrogénesis (ver capitulo Il. Calostrogenesis) y 2) fase de activa-
cion secretoria o lactogénesis Il, caracterizada por la secrecién copio-
sa de leche (Neville & Morton, 2001; Preusting, Brumley, Odibo, Spatz &
Louis, 2017).

2. Lactogénesis |, preparando la maquinaria

En esta etapa, que es un periodo de transicion, las CEM, llamadas tam-
bién lactocitos, experimentan diferenciacion enzimatica y celular que
las lleva a un estado presecretorio. En esta fase las organelas se pola-
rizan, es decir, se trasladan hacia el tercio basal de las CEM. Durante la
lactogénesis | también se produce el calostro, que esta compuesto entre
otros por fracciones de la leche y por inmunoglobulinas maternas (ver
capitulo Il. Calostrogénesis) (Anderson, Rudolph, McManaman & Nevi-
lle, 2007; Hurley, 2010).

Pocos dias antes del parto, el nUmero y el tamafio de algunas organelas
incrementa considerablemente (Tabla 1) y aparecen vesiculas secreto-
ras (VS) y gotas lipidicas que son liberadas posteriormente al lumen al-
veolar (Truchet & Honvo-Houéto, 2017).

La diferenciacién y actividad de la CEM es determinada por las concen-
traciones de ADN y ARN. En el estado no secretorio, es decir, cuando la
vaca esta en periodo seco, la relacion ARN/ADN es menor a 1 (los genes
no se estan transcribiendo). Después, cuando empieza la etapa de di-
ferenciacion, esta relacién incrementa 2 a 1, pues la concentracion de
ARN mensajero (ARNm) aumenta debido a la transcripcion de los genes
implicados (Salama, 2005). Este ARNm se traduce en las proteinas que
generan los cambios enzimaticos necesarios para la producciéon de le-
che. Por otro lado, las concentraciones de ADN son indicadoras del nu-
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mero de células y expresidn de genes que promueven la diferenciacion
enzimatica (Osorio, Lohakare & Bionaz, 2016).

Los cambios en esta etapa incluyen sintesis de Acetil-CoA carboxilasa,
acido graso sintetasa y otras enzimas asociadas con la lactogénesis.
Ademas, hay un incremento en los sistemas de transporte de aminoaci-
dos, glucosa, 4cidos grasos, proteinas y otros sustratos necesarios para
la sintesis de lactosa (Hurley, 2010; Wall & Mcfadden, 2012), asi como de
la a-lactoalbumina, caseina y B-lactoglobulina (Bionaz, Hurley & Loor,
2012). Es decir, de todos componentes de lo que se llama la leche.

La alta concentracién de potasio en la CEM hace que el sodio (Na+) san-
guineo circulante se concentre en el fluido extracelular basal; sin embar-
go, la falta de sellamiento entre las CEM por las uniones estrechas hace
qgue agua y Na+ puedan pasar al lumen alveolar y la lactosa al fluido ex-
tracelular (Hurley, 2010; Neville & Morton, 2001; Rezaei, Wu, Hou, Bazer
&Wu, 2016).

Tabla 1. Diferenciacion celular durante la Lactogénesis | y |I

Diferenciacion secretoria

Lactocito preparto Lactocito lactante

Nucleo mediano, redondeado ubicacion

Nucleo grande, irregular y disperso basal

Reticulo endopldsmico liso pequeio | Hipertrofia

Aparato de Golgi pequeno Incremento de microvellosidades
Escasas microvellosidades Aumento del nimero de mitocondrias
Escasas mitocondrias Aumento de gotas lipidicas

Escasas gotas lipidicas Numerosas vesiculas secretorias
Escasas micelas de caseina Aumento en las micelas de caseina

Fuente: Hurley, 2010.
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3. Lactogénesis II, secrecion copiosa de leche

En la vaca, la secrecion copiosa de leche comienza en los ultimos cuatro
dias previos al parto y se extiende hasta dos o tres dias después de este.
Al inicio disminuye el nivel plasmatico inhibitorio de la progesterona e
incrementan las concentraciones sanguineas de prolactina, glucocorti-
coides y estrogenos asociados al parto (Hurley, 2013, 2010). Al mismo
tiempo se completa el cierre de las uniones estrechas entre los lacto-
citos, que incrementan la tensién de unién entre ellos, impidiendo el
intercambio de solutos entre el lumen alveolar y la membrana basolate-
ral (Nguyen, Parlow & Neville, 2001). Estas uniones estrechas impiden el
paso de la lactosa desde el lumen alveolar hacia el espacio intercelular
basal y de Na+ hacia el lumen alveolar (Anderson et al., 2007). El aumen-
to de fuerza de las uniones estrechas cuenta como el evento celular mas
relevante y marca el inicio de la etapa Il de la lactogénesis.

4. Hormonas del complejo lactogénico

Los cambios hormonales son los inductores de la lactogénesis antes del
parto. Las principales hormonas del complejo lactogénico son la pro-
gesterona, los corticoides y la prolactina (Capuco & Ellis, 2013; Macias &
Hinck, 2013).

La concentracion de progesterona alta durante la gestacion induce la
proliferacion de los lactocitos y la preparacién de la maquinaria celular
(nucleo, ribosomas, reticulo endoplasmico liso y rugoso, entre otros);
sin embargo, estos niveles de progesterona mantienen una accioén in-
hibitoria sobre la lactogénesis (Hurley, 2013; Neville & Morton, 2001).
Al momento del parto, el incremento de los glucocorticoides, cortisol
y corticosterona y el descenso de progesterona estan asociados con el
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incremento de disponibilidad de glucosa —precursor de la lactosa— en
el tejido mamario (Wall & Mcfadden, 2012).

La prolactina incrementa significativamente dos o tres dias antes del
parto y directamente o por factores de transcripcion participa activa-
mente en el desarrollo mamario (Capuco & Ellis, 2013). Esta hormona
es el mayor contribuyente de la regulacién, porque induce la expresion
de los receptores GLUT insulino-independientes de la glandula mama-
ria, asi como la expresion de los genes de la a-lactoalbimina (LALBA) y
B-1,4-galactosil transferasa (B4GALT1) (Bionaz & Loor, 2011). La prolac-
tina (PRL) y la hormona de crecimiento (GH) inducen en la CEM la pro-
duccién del factor de crecimiento insulinico (IGF) - I, IGF-II, IGF-III, IGF-IV,
IGF-V, IGF-VIIl e IGF-XII, ademds inducen la expresién de receptores de
insulina, de proteinas de unién a la IGF y de cotransportadores de sodio/
glucosa (Ostrowska, Jarczak & Zwierzchowski, 2015).

5. Transporte de solutos y vias de secrecion

La regién basal de la CEM esta en contacto con las células mioepiteliales
y el espacio extracelular que separa el epitelio de los vasos sanguineos
y el estroma (Figura 1).

Las barreras que evitan el paso de sustancias exégenas desde el estro-
ma o la sangre hasta la leche son: 1) las membranas del estroma (tejido
adiposo y fibroblastos) y de la vasculatura, 2) el espacio extracelular, 3) la
membrana basolateral (MPB) de la CEM, 4) las uniones estrechas y GAP,
5) lamembrana del aparato de Golgiy 6) la membrana plasmatica apical
(MPA) del lactocito (McManaman & Neville, 2003) (Figura 1).

El paso de solutos hacia el lumen alveolar puede ocurrir mediante me-

canismos de transporte transcelulares o de mecanismos paracelulares.
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Figura 1. Barreras de internalizacién y paso de solutos

Paso de solutos hacia el lumen alveolar: 1) via exocitica por medio de vesiculas
secretorias, 2) via de secrecion de lipidos, 3) vias de transcitosis, 4) transporte
de iones y 5) via de secrecion paracelular

Fuente: O.F Huertas—-Molina, M. Olivera-Angel, K. Vargas, 2019
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Se han descrito 5 rutas de la via de secrecion y transporte de solutos
(McManaman & Neville, 2003; Truchet & Honvo-Houéto, 2017), a saber:

Via de secrecion exocitica

Esta via es el mecanismo primario de secreciéon de proteinas y lactosa
(almacenadas o sintetizadas en el aparato de Golgi) desde el citosol has-
ta el lumen alveolar. Las proteinas y la lactosa salen de la organela en-
vueltas en unaVsS que se desplaza a través del citosol hacia la membrana
apical, donde se fusionan para liberar su contenido a la leche mediante
exocitosis (McManaman & Neville, 2003; Osorio et al., 2016) (Figura 1).

Via de secrecion de lipidos como globulos grasos de la leche

Un glébulo graso de la leche es la condensacién de triglicéridos envuel-
tos en una bicapa lipidica del reticulo endopldsmico liso (REL), que a
su vez sale envuelta en la bicapa lipidica membranal del MPA. Esta via
se usa para la secrecién de los lipidos de la leche, los cuales son sinte-
tizados en el REL a partir de acidos grasos, glicerol y cuerpos cetdnicos
para dar lugar a la formacion de triglicéridos (98% de la grasa sintetiza-
da) y fosfolipidos (2% de la grasa sintetizada). Los lipidos son liberados
del REL en forma de gotas citoplasmicas lipidicas, las cuales se fusionan
entre ellas dentro del citosol y luego son secretadas al lumen alveolar,
envueltas en la bicapa lipidica membranal, como glébulos grasos de la
leche (Bionaz & Loor, 2008; McManaman & Neville, 2003; Truchet & Hon-
vo-Houéto, 2017) (Figura 1).

Via de transcitosis

Después de su endocitosis mediada por receptores en el lado basal de

las CEM, algunas moléculas intersticiales ingresan al lumen de la célula;
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las moléculas maduran en el endosoma y se transportan a la MPA solas o
en complejo con su receptor, donde se secretan por exocitosis, mientras
que su receptor se degrada o se recicla hasta llegar de nuevo a la MPB. La
trancitosis se ha descrito para el transporte de la imunoglobulina A, insu-
lina, prolactina, albumina sérica, transferrina, IGF-1 y lipoproteinas de baja
densidad. Es de destacar que la fusiéon de algunos endosomas maduros
con las VS puede ocurrir en el MPA antes de la exocitosis de su contenido
(Boisgard, Chanat, Lavialle, Pauloin & Ollivier-Bousquet, 2001; Truchet &
Honvo-Houéto, 2017; Truchet & Ollivier-Bousquet, 2009) (Figura 1).

Via de transporte de membrana

Bajo esta categoria se clasifican diferentes tipos de transporte (especifi-
cos de cada soluto), mecanismos de transporte de iones monovalentes
y polivalentes y pequenas moléculas como glucosa y aminodcidos. La
transferencia de estas sustancias desde la sangre hacia la leche por esta
via requiere la presencia de transportadores especificos de la membra-
na basal y apical o de la membrana de Golgiy de la VS. El transporte del
agua a través de la Acuaporina-3, ubicada en BPM y APM (McManaman
& Neville, 2003; Truchet & Honvo-Houéto, 2017), también se hace por
esta via (Figura 1).

Via de transporte paracelular

El transporte a través de la via paracelular es directo y bidireccional, per-
mite el paso de soluto de alto y bajo peso molecular entre el lumen al-
veolary el espacio intersticial durante la prefiez, involucion o eventos de
mastitis (Truchet & Honvo-Houéto, 2017).

Las CEM estan unidas entre si por uniones estrechas que antes y duran-
te la etapa de lactogénesis | presentan “agujeros” que permiten difusién
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de moléculas de pequeno tamarno en dos vias (Figura 1B). Las principales
moléculas son sodio, potasio y lactosa (Hurley, 2010; McManaman & Ne-
ville, 2003). Antes de que se incremente la fuerza entre las uniones estre-
chas (lactogénesis Il), la CEM, que tiene altas concentraciones internas de
potasio, hace que el sodio sanguineo circulante se concentre en el fluido
extracelular del epitelio alveolar. Por otro lado, las concentraciones de so-
dio en el lumen alveolar son muy bajas, lo que hace que el elemento tien-
da a difundirse entre las CEMYy, por lo tanto, incrementa su concentracion
en el lumen. Por lo anterior, en la etapa de lactogénesis | el Na+ en leche
es relativamente mas alto (Hurley, 2010; Rezaei et al., 2016) (Figura 1).

El epitelio mamario secreta pocas cantidades de lactosa hacia el lumen
alveolar, pero como las uniones son laxas, se encuentra lactosa tanto en
lumen como en fluido extracelular. Finalmente, el aumento de fuerza
entre las uniones estrechas de los lactocitos impide la interaccion entre
los componentes del lumen alveolary el fluido extracelular, lo que hace
que el numero relativo de solutos incremente en el primero. Asi, se mar-
ca definitivamente el inicio de la etapa Il de la lactogénesis (Neville &
Morton, 2001; Rezaei et al., 2016).

6. Elaboracion y exocitosis de los tres grandes
componentes de la leche

6.1 La lactosa

La lactosa se produce a partir de dos moléculas de glucosa. A continua-
cién, se describe el mecanismo de producciéon y exocitosis (Figura 2).

Después de la absorcién de glucosa por los receptores GLUT-1 en la
membrana basolateral de la CEM, algunas de estas moléculas ingresan

al aparato de Golgi a través de un GLUT-1, mientras que las otras deben
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convertirse en galactosa. En este proceso la glucosa se fosforila a glu-
cosa-6 fosfato y se une con uridina-di-fosfato (UDP) para formar UDP-
glucosa, la que, a su vez es convertida a UDP-galactosa por las enzimas
UDP-glucosa pirofosforilasa 2 (UGP2) y fosfoglucomutasa 1 (PGM1).

Esta ultima enzima permite el ingreso de UDP-galactosa al aparato de
Golgi por medio del transportador 2 de UDP-galactosa (SLC35A2). El
aparato de Golgi sintetiza la lactosa por la combinacién de una molé-
cula de UDP-galactosa y una de glucosa. Esta sintesis esta inducida por
el complejo lactosa sintasa, a su vez compuesta por B4GALT1 y LALBA
(Bionaz et al., 2012; Osorio et al., 2016). LALBA otorga especificidad a
B4GALT1 para que se una la glucosa con la UDP-galactosa.

La presién osmatica de la lactosa estimula el ingreso de agua al aparato
de Golgi desde el citosol y es alli donde se forma la VS de doble mem-
brana que contiene lactosa y agua. La VS sale al citoplasma y es dirigida

al borde apical de la célula, donde se fusionan sus membranas con la
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membrana celular. La lactosa queda entonces dentro, junto con varias
moléculas de agua, y asi es exocitada (Nickerson & Akers, 1984). La lac-
tosa, a través de su efecto osmorregulador, hace que ingrese mas agua
al lumen de los alvéolos y, por consiguiente, le da volumen a la leche
producida (Hurley, 2010).

La produccién de lactosa estd influenciada por las distintas hormonas
del complejo lactogénico (insulina, prolactina, glucocorticoides y estré-
genos), dependiendo de la etapa de gestacion, momento del parto, fre-
cuencia del ordeno e involucion de la glandula mamaria (Bionaz et al.,
2012; Osorio et al.,, 2016).

La expresion de los genes involucrados en la maquinaria de ensamble de
lactosa depende de la prolactina y de la insulina que, unidos a su respec-
tivo receptor, son los principales reguladores del transductor de senales y
activador transcripcional de glucocorticoides 5 (STAT5). Este ultimo inicia
la traduccién en la regién promotora del gen de LALBA que codifica para
la produccion de LALBA (Bionaz et al., 2012; Xu, Ji, & Yan, 2012).También
los glucocorticoides unidos a su receptor nuclear inducen la activacion
de este gen a través de una sinergia con STAT5. Los estrégenos regulan
la expresion del gen que codifica la BAGALT1 por una via nuclear directa
(Choi et al.,, 2012). La activacion (Bionaz et al., 2012) de los genes LALBA 'y
B4GALTT incrementa al inicio de la lactogénesis | (Osorio et al., 2016).

La captacion de glucosa depende de la expresidon de los receptores
GLUT (Figura 2 y 3), la cual esta mediada por la unién de la insulina a
su receptor. Una vez activo este primer mensajero, se induce la fosfo-
rilacion y activacién del blanco de rapamicina de células de mamifero
(mTOR). Luego, mTOR, por medio de la proteina quinasa D (PDK), activa
los genes de captacion de glucosa que son los que transcribirdn para
que se exprese su receptor. Para la produccion de galactosa, el mTOR

42



Capitulo 3. Lactogénesis @

activa el gen UGP2 (Bionaz et al., 2012; Bionaz & Loor, 2008) (Figura 2).

Mientras no es requerido, mTOR es inhibido por el complejo de esclero-
sis tuberosa (TSC). Para desactivar esta accion inhibitoria, la insulina, uni-
da a su receptor por medio de la via proteina quinasa B (PKB), bloquea la
TSC. mTOR también tiene la capacidad de autoregularse al bloquear la
proteina quinasa activada por AMP (AMPK) (Bionaz et al,, 2012).

6.2 La proteina

Las principales proteinas de la leche son las caseinas (a-S1, a-s2, B y k)
(Figura 3) y las proteinas séricas (a-lactoalbumina, $-lactoglobulina, al-
bumina e inmunoglobulinas). También se encuentran muchas otras pro-
teinas como osteopontina, relaxina, lactoferrina, transferrina, lisozima,
lactoperoxidasa e inmunoglobulinas secretorias (IgA e IgM). Las membra-
nas del glébulo graso, también compuesta de proteinas, representan del
1 al 4% de las proteinas totales de la leche (Bionaz et al., 2012).

Las a-caseinas y 3-caseinas se encuentran en formas multi-fosforiladas
(s2,53,54,s5ys6) y son sintetizadas en la CEM como repuesta a la accion
de la prolactina (Dahanayaka, 2016). Por otro lado, la B--caseina, cuya
funcién es estabilizar la micela (Rezaei et al., 2016) (Figura 3), es una gli-
coproteina que consiste en fragmentos C-terminales de la -caseina.
Dentro del alvéolo, por degradacion proteolitica de la plasmina, la
B-caseina se convierte en [3-caseina.

La estructura, sintesis y secrecion de caseina dependen directamente
de la disponibilidad de aminoacidos y glucosa en la dieta (Osorio et al.,
2016). Ademas, se necesitan las vias endocrinas de la prolactina, insulina
y el cortisol que sirven como factores de expresién o activadores de fac-

tores de transcripcién como mTOR y STAT5 (Bionaz & Loor, 2011; Groner,
2002; Sarbassov, Ali, & Sabatini, 2005).
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La insulina y la prolactina, unidos a sus receptores, regulan la sintesis
de proteinas de manera indirecta a través de la activacion de STAT5 por
la via JAK-2, que induce la expresién de la region ELF5, la cual contiene
el gen de k caseina (CSN3) y LALBA (Bionaz & Loor, 2008) (Figura 3).
Adicionalmente, el cortisol, unido a su receptor nuclear, actia como co-
activador de STATS5 (Groner, 2002), lo que resulta en mayor expresion de
la regién ELF5 (Bionaz & Loor, 2011).

Al unirse la insulina con su receptor y sus dos subunidades —PDK y
PKB— también se activa la via de mTOR. mTOR es la principal media-
dora de la biosintesis de caseina por sus funciones como inductor de la
traduccion (Bionaz & Loor, 2011), pues fosforila la proteina de unién al
factor eucariético de iniciacion de la traduccion (4E-BP1). Esto a su vez
permite que el factor eucariético de iniciacién de la traduccién (ELF4E)
forme un complejo con otros factores (Salama et al., 2019) y entonces se
una a la subunidad 40S del ribosoma, dando lugar al complejo de pre-
iniciacion 43S, encargado de iniciar la traduccion de mRNA mensajero
en proteina (Bionaz et al., 2012).

Hay 3 mecanismos adicionales por medio de los cuales mTOR también
contribuye a la biosintesis proteica (Bionaz et al., 2012):

(1) Incrementa la activacion de subunidad 40S ribosomal a través de
la fosforilacién de la proteina ribosomal S6 quinasa (S6K1), que al
mismo tiempo fosforila a la proteina ribosomal s6 (RPS6).

(2) Esta ultima proteina, ademas, funciona como regulador post-trans-
cripcional para la elongacién de las proteinas en los ribosomas del
reticulo endoplasmico rugoso (RER), porque inhibe la quinasa del
factor eucariético de elongacion (EEF2K), permitiendo el proceso
de elongacién proteico mediado por el factor eucariético de elon-
gacion 2 (EEF2) activado.
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(3) El tercer mecanismo ocurre cuando mTOR actia como factor de
transcripcion para la captacion de glucosa y aminoacidos, mediada
por la expresién de los genes (4F2hc, LAT1, ASCT2, GLUT1, GLUT3
y GLUT12) encargados de estos dos procesos (Bionaz et al., 2012;
Zhao & Keating, 2010).

Se ha observado que mTOR es capaz de autoregularse mediante la cap-
tacion de glucosa (Curtis et al., 2013; Liu, Zhao, & Liu, 2013). La glucosa
produce ATP en la mitocondria por la via del piruvato y asi bloquea la
AMPK y TSC inhibidores de la activacion de mTOR (Bionaz et al., 2012;
Sarbassov et al., 2005; Toerien, Trout & Cant, 2009).

La captacion de aminoacidos también contribuye a la activacion de
mTOR cuando incrementa la expresidon de sus transportadores o por
medio de la via fosfatidil inositol quinasa 3 (vps34) (Bionaz & Loor, 2008;
Lei, 2012). La leucina (Rulquin & Pisulewski, 2006) y otros aminoacidos
son capaces de intervenir directamente en el inicio de la traduccién me-
diante la activacion de la subunidad 40S del ribosoma o indirectamente
mediante la fosforilacion de la S6K1 (Kim & Wu, 2009; Rezaei et al., 2016;
Rius et al., 2010).

Tanto las caseinas, la $-lactoglobulina y la a-lactoalbimina son enton-
ces sintetizadas en el RER y transportadas al aparato de Golgi (Bionaz &
Loor, 2011). Las caseinas se unen covalentemente tanto al fésforo como
al calcio (Ca++) que ingresa a la CEM por canales dependientes de ATP.
Asi, se ensamblan en miscelas y después se envuelven en VS para ser
liberadas al citoplasma, donde se transportan por medio de microtubu-
los hacia la zona apical de la CEM (Dahanayaka, 2016; Haenlein & Wen-
dorff, 2006). La membrana apical y la VS se fusionan y generan una apertura

a través de la cual su contenido es descargado al lumen del alvéolo (Rezaei
etal, 2016).
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dos hasta la expulsion de la miscela de caseina

Fuente: F Huertas-Molina, M Olivera-Angel, K Vargas, 2019
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6.3 Los lipidos

Los lipidos secretados en la leche son sintetizados en el reticulo endo-
plasmico liso (REL) a partir de acidos grasos, glicerol y cuerpos ceténi-
cos. Esto da lugar a la formacién de triglicéridos (TAG) (98% de la grasa
sintetizada) y fosfolipidos (2% de la grasa sintetizada), los cuales son li-
berados en forma de gotas citoplasmicas lipidicas que posteriormente
se fusionan entre ellas dentro del citosol y salen al lumen alveolar como
globulos grasos de la leche (Masedunskas, Chen, Stussman, Weigert &
Mather, 2017).

Los acidos grasos de cadena larga (LCFA), el acetato y los cuerpos ceto-
nicos, principalmente B-hidroxibutirato (BHB), procedentes de la dieta
y el metabolismo ruminal, son tomados de la circulaciéon sanguinea e
ingresan a la célula, los primeros por transporte activo y los demas por
difusion simple (Bionaz, Osorio & Loor, 2015) (Figura 4).

La CEM obtiene acidos grasos de tres fuentes: 1) los acidos grasos de
cadena corta y larga de los TAG provienen de lipoproteinas que circulan
en la sangre y se obtienen de la dieta y el metabolismo ruminal; 2) los
acidos grasos no esterificados, transportados por la albumina, provie-
nen de la movilizacion de reservas corporales y 3) de la sintesis de novo
en la CEM (Angulo, Mahecha & Olivera, 2009).

En los vasos sanguineos se encuentran los receptores de lipoproteina
de muy baja densidad (VLDLR) y las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) que capturan el sustrato graso que conformaran los triglicéridos.
Asi llegan al fluido extracelular. Simultdneamente, la lipoproteina lipasa
(LPL) actua hidrolizando los TAG y se liberan al medio extracelular los
LCFA (Bionaz & Loor, 2008; Osorio et al., 2016).
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Una vez liberados en el medio extracelular, los LCFA son tomados y ac-
tivados por accién coordinada entre el acido graso translocasa (CD36)
(Figura 4) y el acetil CoA sintetasa (ACSL-1). Los transportadores de aci-
dos grasos pueden ser SLC27A o la proteina de unién a los acidos grasos
3 (FABP3) (Bionaz & Loor, 2008; Osorio et al., 2016). Los LCFA que entran
a la célula (Figura 4) por transporte activo o por difusion pasiva (flip-
flop) son activados por ACSL-1 por adiciéon de un grupo CoA y unidos
a FABP3, las cuales las transportan como acidos grasos activados (AG-
CoA) para procesos enzimaticos subsecuentes (Osorio et al., 2016).

La mayoria del acetato y parte del BHB circulante y provenientes de la
fermentacion en el rumen es usado como precursor de LCFA mediante
la denominada sintesis de novo (Angulo et al., 2009). Esta tiene lugar en el
citosol de la CEM y la llevan a cabo las enzimas Acil-CoA sintetasa (ACSS),
Acetil-Coa sintasa de cadena media (ACSM), Acetil-CoA carboxilasa a
(ACACA) y acido graso sintasa (FASN). Los productos de la sintesis de novo
(LCFA, MCFA y SCFA) son inmediatamente activados por un ACSL en la
cara citoplasmica del REL (Bionaz & Loor, 2008; Osorio et al., 2016).

Parte de los LCFA activados son trasportados por FABP3 hasta la cara ci-
tosélica del REL (Bionaz & Loor, 2008; Osorio et al., 2016), donde se unen
con glicerol-6-fosfato. Este producto ingresa al lumen del REL y termina
el ensamble del triacil glicerol (TAG) (Masedunskas et al., 2017) (Figura
3). La membrana del REL esta constituida por ceramidas que vienen de
los acidos grasos inactivos provenientes de la sintesis de novo (Bionaz &
Loor, 2011).

La adipofilina o perilipina (PLIN2) es la encargada de rodear los TAG en
bicapa lipidica del REL para la formacion de las gotas lipidicas citoplds-

micas. Como resultado de la interaccién entre la Xantina deshidrogena-
sa (XDH), el PLIN2 y la butiroflina (BTN1A1) se activa la exocitosis de la
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Figura 4. Via de produccién de lipidos: desde la absorcion de los acidos grasos
hasta la secrecién de las gotas lipidicas.

Fuente: F. Huertas-Molina, M. Olivera-Angel, K. Vargas, 2019
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gota hacia el lumen del alvéolo. Finalmente, la gota lipidica es rodeada

por la MPA de la CEM que contiene ademas factores citosélicos (Bionaz
& Loor, 2008; McManaman, 2014; Osorio et al., 2016; Truchet & Honvo-

Houéto, 2017).
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La expresién de los genes involucrados en el transporte de acidos gra-
sos (elemento de reaccion al esterol (SRE) y la regidon RxR) en la sintesis
de novo (SRE y region RxR), en sintesis de triglicéridos (region RxR) y en la
secrecion de la gota lipidica (region RxR) estd regulada por la influencia
de la glucosa, la prolactina y la leptina y sus respectivos receptores, asi
como por acidos grasos de cadena larga (Bionaz & Loor, 2008; Kadegow-
da, Bionaz, Piperova, Erdman & Loor, 2009; Osorio et al., 2016).

Por otro lado, la proteina de unién al elemento de reaccién al esterol-1
(SREBP-1) yace en su forma inactiva en la membrana externa del REL
hasta que la activacion del gen SREBF-1 permite el clivaje de la proteina
a través de la proteina de activacion y clivaje (SCAP). Posteriormente, es
transportada en VS hasta el aparato de Golgi, donde se activa e induce
la funcién del SRE y la region RXR (Angulo et al., 2009; Li et al., 2014).

La actividad de SREBP1 también estd bajo el control de mTOR: la regula
indirectamente impidiendo la entrada nuclear de Lipina 1, la cual bloquea
su actividad mediante mecanismos no descritos. Los transportadores de
glucosa (GLUT 1) estan directamente relacionados con la fosforilaciéon de
mTOR a partir de la produccién mitocondrial de ATP, una vez esta disponi-
ble la glucosa en el espacio extracelular basal (Peterson et al., 2011).
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Galactopoyesis
y Galactoquinesis

Daniela Londofo', MV, Esp., MSc

1. Introduccion

La galactopoyesis es la etapa de la lactancia que inicia tras la termina-
cion de la lactogénesis Il y culmina con la involucion de la glandula ma-
maria. Este proceso también es conocido como el mantenimiento de la
lactancia o el mantenimiento de la produccién de leche. La galactopo-
yesis involucra un conjunto regulado de cambios en cuanto al volumen
y composicion de la leche e incorpora dos elementos constitutivos im-
portantes: las caseinas y las lactoglobulinas (Buhimschi, 2004).

La galactopoyesis se caracteriza por: primero, la tasa de sintesis y se-
crecion por medio de factores endocrinos, paracrinos y autocrinos por
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la continua secrecién de hormonas galactopoyéticas, y segundo, la
eyeccion de leche. El vaciamiento de la glandula mamaria a través del
ordefio o de la succién del pezén es indispensable para que la secrecion
lactea se mantenga (Akers, 2016; Valdés & Pérez, 1994).

En la regulaciéon endocrina de la secrecién de leche se requiere tanto la
integracion como la interaccién entre la adenohipéfisis y las hormonas
galactopoyéticas (Akers, 2016) como son la prolactina, la hormona del
crecimiento (GH), el lactégeno placentario, los glucocorticoides, las hor-
monas tiroideas, los esteroides ovaricos, la insulina y la oxitocina (Akers,
2017; Buhimschi, 2004; Truchet & Honvo-Houéto, 2017).

2. Las hormonas
Prolactina

La prolactina es una hormona proteica, con funciones en la mamogéne-
sis, lactogénesis y galactopoyesis. La prolactina es una estructura cons-
tituida por 199 aminodcidos con un peso molecular de 23 kd con varias
isoformas (Buhimschi, 2004; Chilton & Hewetson, 2005; Marasco, 2015;
Saleem, Martin & Coates, 2018). Es una hormona monogénica (sinteti-
zada a partir de un solo gen lactogénico) producida y liberada por las
células lactotrofas de la adenohipéfisis, las cuales sufren hiperplasia e
hipertrofia durante la lactancia (Lacasse et al., 2012; Lacasse, Ollier, Lo-
llivier & Boutinaud, 2015). Tras su sintesis, la prolactina se almacena en
granulos secretores citoplasmaticos hasta su liberacion al sistema circu-
latorio y posterior unién a los receptores en la membrana del lactocito
(Buhimschi, 2004).

Una de las funciones de la prolactina es desencadenar la accién enzi-
matica para la produccién de las caseinas de la leche, la lactosa sintasa
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y enzimas involucradas en el metabolismo lipidico del lactocito como la
expresion de la acetil- CoA carboxilasa. También se han encontrado fun-
ciones de la prolactina estimulando la bomba ATPasa Na/K en la CEM.

Otra de las funciones de la prolactina es modular el estado de diferen-
ciacion, supervivencia y proliferacién (Chilton & Hewetson, 2005) de las
CEM (McManaman & Neville, 2003; Tucker, 2010). Ademas, la prolactina
protege a las células epiteliales mamarias de la apoptosis por supresién
de la expresion de un inhibidor del factor similar a la insulina (IGFBP-5).
La expresion del IGFBP-5 esta relacionado con la disminucion de la pro-
lactina, que genera un aumento de la apoptosis de las CEM con una
interrupcion de la barrera sangre-leche y la disminucion de la cantidad
de las células secretoras (Akers, 2016). Otro efecto galactopoyético que
tiene la prolactina en conjunto con la GH en el rumiante es mantener el
numero de CEM y su estado diferenciado (Lacasse et al., 2012).

La secrecidén de prolactina durante la galactopoyesis esta relacionada
con los estimulos asociados al ordefio o a la succién que inducen el re-
flejo de bajada de la leche. Las principales reguladoras a la baja de la
prolactina son la dopaminay el sistema GABA (Akers, 2016), también lla-
mados PIF (factores inhibidores de la prolactina), las cuales se producen
en el hipotélamo. Alli también producen la 3 endorfina y la serotonina,
llamadas también PRF (factores liberadores de la prolactina). Cuando
inicia el estimulo de succion del pezén por parte del ternero o con el
ordefo, se desencadena la galactoquinesis (reflejo de bajada y eyeccion
de la leche) y se liberan serotoninas y  endorfinas, factores inhibido-
res de las dopaminas. También influyen en la liberacion de la prolactina
factores autocrinos y paracrinos como la tirotropina, el péptido vascular
intestinal y la angiotensina Il (Buhimschi, 2004; Perez, 2010; Saleem et

al., 2018), asi como la oxitocina, los opioides y la histamina.




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

El reflejo de bajada y eyeccion de la leche determina la cantidad de pro-
lactina secretada (Lacasse et al., 2012; Perez, 2010; Valdés & Pérez, 1994).
Inicialmente se libera el PRF, una vez termina el reflejo se libera el PIF
(Valdés & Pérez, 1994). Los niveles séricos maximos de prolactina se al-
canzan de 15 a 20 minutos después de iniciado el ordeno y descienden
de 10 a 15 veces después de este. Durante la galactopoyesis los niveles
mas altos de esta hormona se detectan hacia la semana 8 de lactancia
(Akers, 2017; Lacasse et al., 2015). Se ha demostrado que los picos de
prolactina producidos durante la galactopoyesis son mas altos en las
vacas multiparas que las vacas primiparas de razas productoras de leche
(Collier, Annen-Dawson & Pezeshki, 2012).

Los estrogenos son los principales moduladores de la transcripcion del
gen de la prolactina (Buhimschi, 2004; Frasor & Gibori, 2003). Esta trans-
cripcion esta regulada principalmente por el factor de transcripcion espe-
cifico de la hipéfisis anterior (Pit-1), que regula también la transcripcion
del gen de la GH. La activacion del gen por estimulo de los estrégenos re-
quiere una interaccion de Pit-1 con la hormona liberadora de tirotropina
y otros factores de crecimiento (Buhimschi, 2004; Frasor & Gibori, 2003).

La progesterona, por su parte, estimula en forma indirecta la liberacion
de prolactina por su efecto estimulador de la reduccién de dopamina
hipotalamica. La insulina, el cortisol y la GH contribuyen al efecto lac-
togénico de la prolactina, es decir, soportan la sintesis y secrecion de la
leche (Buhimschi, 2004; Lacasse et al., 2012).

Los efectos de la prolactina, tanto autocrinos como paracrinos, estan
mediados por el receptor de prolactina (PRLR) (Binart et al., 2002), uno
de los miembros de la superfamilia de citoquinas hematopoyéticas
(Shemanko, 2008). La expresién de los receptores aumenta a medida
que avanzan las diferentes fases de la lactogénesis y aumenta ain mas
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durante la galactopoyesis. La unién de la prolactina a su receptor des-
encadena la dimerizacion de este ultimo, lo que conlleva a la activacion
de la via JAK-2. Esta via activa a las proteinas STAT que, una vez fosforila-
das y dimerizadas, se traslocan al nucleo donde se unen al ADN de una
manera especifica para activar la transcripcion de genes. JAK — STAT es
la via de senalizacién mejor caracterizada para la accién de la prolacti-
na (Chilton & Hewetson, 2005) (Frasor & Gibori, 2003). La prolactina ac-
tua a través de la STAT5a como regulador de la transcripcion de caseina
(Akers, 2016; Chilton & Hewetson, 2005; Perez, 2010)

Hormona del crecimiento (GH)

La hormona de crecimiento (GH), también conocida como somatotropina
(ST), es considerada un agente homeorrético. Es una proteina galactopo-
yética (Tucker, 2010) conformada por 190 o 191 aminoacidos, sintetizada
y secretada por la adenohip&fisis (Etherton & Bauman, 1998). La secrecion
de esta hormona esta regulada por dos péptidos hipotalamicos (Bergan-
Roller & Sheridan, 2018): uno encargado de estimular, llamado factor li-
berador de la hormona de crecimiento (GRF), y otro de inhibir, llamado
somatostatina (Etherton & Bauman, 1998). Los GRF varian entre las dife-
rentes especies, los mas conocidos son adenilato ciclasa (AC), adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), proteina quinasa A (PKA) y fosfatidilinositol
3 quinasa (PI3K). Existen también mitdgenos (MAPK) que ademas de esti-
mular la liberacién de GH, activan factores de transcripcion como el PIT-1
y la proteina de union en respuesta al AMPc (CREB), que a su vez induce
la expresion de GH. La somatostatina inhibe la AC, lo cual impide la secre-
cién de GH sin afectar su expresion (Bergan-Roller & Sheridan, 2018).

La GH inicia su accion al unirse a su receptor (GHR) localizado en la mem-

brana plasmatica de las células diana. Los GHR pertenecen a la familia de
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los receptores de citoquinas clase I. Estos receptores tienen 3 dominios:
el extracelular, el trasmembranal y el intracelular. La unién del GH a su re-
ceptor induce vias de sefalizacién como JAK-STAT, PI3K-AKT, ERK y sena-
les hormonales como la insulinay el IGF (Bergan-Roller & Sheridan, 2018).

Esta hormona actua en el higado estimulando la sintesis y secrecién del
factor de crecimiento insulinoide tipo 1 (IGF-1) y la proteina de unién al
mismo (IGFBP) (Etherton & Bauman, 1998). El IGF-1 se une a sus recep-
tores hipofisiarios, estimula la liberacién de somatostatina y por esta via
disminuye la produccion y secrecién de GH. La GH estimula ademas las
hormonas tiroideas (Bergan-Roller & Sheridan, 2018) y aumenta la efec-
tividad de otras hormonas lactogénicas y galactopoyéticas (Akers, 2016).

La GH genera dos tipos de efectos bioldgicos: el somatogénico, que es-
timula la proliferacion celular mediado por el IGF-1, y el metabdlico, que
involucra el metabolismo de carbohidratos, lipidos, proteinas y minera-
les, lo cual produce cambios coordinados en el aprovechamiento de los
nutrientes (Etherton & Bauman, 1998).

La vaca en el periparto pasa de no tener requerimientos para la produc-
cién de leche, ya que se encuentra seca, a requerir gran cantidad de nu-
trientes para la lactogénesis y galactopoyesis durante los primeros 100
dias de lactancia. La GH es la hormona que induce la llamada particion
de nutrientes, que se refiere a la resistencia del higado a producir GHR.
Como la GH no puede unirse a su receptor, no puede inducir la pro-
duccion de IGF-1 ni de su proteina transportadora. Asi que no se puede
regular a la baja la GH, lo que induce hiperglicemia y lipdlisis.

Para suplir las entre concentraciones de glucosa, triglicéridos y aminoa-
cidos necesarios en la leche, la glandula mamaria toma los nutrientes re-
queridos a partir de la hiperglicemia y la lipdlisis sistémica. La particion de
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nutrientes se mantiene mientras la vaca, que ha ingresado durante parto
en un déficit energético, es capaz de regresar a una condicién de balance
energético positivo, mas o menos 100 dias postparto. A medida que in-
gresa en un balance energético positivo, se expresan cada vez mas GHR
en el higado, lo que hace que disminuya la hiperglicemia y la lipdlisis.

Los principales 6rganos donde ocurre la homeorresis son el tejido adi-
posoy hepatico. En el tejido adiposo, la GH inhibe la lipogénesis cuando
los animales tienen un balance energético positivo y promueve la lipoli-
sis cuando se encuentran en balance energético negativo (Akers, 2016).
Estos cambios son mediados por una modulacién de la capacidad de
respuesta del tejido adiposo a la insulina, lo que permite el direcciona-
miento de la glucosa para apoyar el aumento de la produccion de pro-
teinas y azucares para la sintesis de leche en animales lactantes (Ether-
ton & Bauman, 1998). En el higado, la GH interviene en el metabolismo
de los carbohidratos, proceso fundamental en la vaca lechera ya que la
glucosa se origina casi exclusivamente a partir de la gluconeogénesis
en el higado. Tipicamente entre el 60 y el 80% de la glucosa se utiliza
para la sintesis de leche. La GH permite mantener una tasa constate de
gluconeogénesis (Etherton & Bauman, 1998).

En otros tejidos, como el musculo esquelético, los efectos galactopoyé-
ticos son mediados por otros miembros del eje de la ST como el IGF-1 e
IGFBP. La GH disminuye la utilizacion de glucosa y la oxidacién de ami-
nodcidos con el fin de conservar nutrientes y energia para la sintesis de
lactosa, proteinas y lipidos de la leche. La GH no actua directamente en
la glandula mamaria, los IGF y las proteinas de union son los mediadores
de los efectos de la GH (Akers, 2016).

Hace varias décadas se comenzé a producir GH recombinante en cepas
de Escherichia coli a partir de la incorporacion de la secuencia de ADN que
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codifica para GH bovina. Con la produccién de la somatotropina bovina
(bST) se hizo factible utilizar la hormona para aumentar el rendimiento
lactacional de las vacas lecheras (Akers, 2016). Se ha demostrado que
la administracién exégena de bST interviene en la producciéon y movi-
lizacion de nutrientes para la produccion de leche (Akers, 2017), lo cual
mejora el rendimiento de la lactancia en mamiferos. En vacas se aplica
principalmente en el ultimo 80% de la lactancia, cuando estan en balance
energético positivo (la respuesta al inicio de la lactancia es insignificante).
El resultado es un aumento de en promedio 4 a 6 Kg de leche/dia (aproxi-
madamente entre un 10 y un 15%) sin alterar la composicién bruta de la
leche (grasa, proteina y lactosa). La respuesta es indistinta a la raza lechera
con la cual se trabaje, asi como al numero de partos y al potencial ge-
nético. La aplicacion exdgena de bST resulta en un mayor rendimiento y
una mayor persistencia durante la lactancia, debido a una desviacion del
gasto cardiaco y a un aumento del flujo sanguineo a la glandula mamaria
(Etherton & Bauman, 1998). En respuesta a la aplicacién de bST, la secre-
cién de leche aumenta en un dia y se maximiza en una semana. Este au-
mento se mantiene durante el tratamiento, pero vuelve rapidamente a los
niveles de control cuando se suspende la aplicaciéon de bST (Akers, 2016).

Oxitocina

El movimiento anterégrado de la leche a través de los alvéolos y los
senos lactiferos no ocurre de forma pasiva y requiere la estimulacién
de agentes galactoquinéticos para su expulsion (Buhimschi, 2004). Las
responsables de la contraccion y expulsion de la leche son las células
mioepiteliales que se encuentran rodeando los alvéolos y conductos
mamarios (McManaman & Neville, 2003). Estas células carecen de iner-
vacién y contienen receptores para oxitocina que aumentan a los pocos
dias después del parto (Bruckmaier, 2005; Valdés & Pérez, 1994).
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La importancia de la oxitocina como hormona galactoquinética radica
en la eliminacion eficiente de la leche acumulada en el alvéolo(Akers,
2016; Buhimschi, 2004). Al inicio del ordeno o amamantamiento, la le-
che se encuentra almacenada en los conductos galactoforos (leche
cisternal) y puede ser removida por presién simple del pezén. La otra
fracciéon de la leche se encuentra en los alvéolos y pequenos conductos
(leche alveolar) (Angulo, 2007). La oxitocina viaja hasta la glandula ma-
maria a través del torrente sanguineo, donde produce contraccién de
las células mioepiteliales por unidén con su receptor. Este proceso tiene
como consecuencia el desplazamiento de la leche desde el alvéolo has-
ta el espacio cisternal (Bruckmaier, 2005; Buhimschi, 2004).

Las vacas lecheras en produccién pueden almacenar hasta 10 litros de
leche cisternal en cada pezon. Los estimulos neurohormonales resultan-
tes de la succién o palpacién del pezén son transmitidos por nervios
somaticos hasta el hipotalamo, lo que genera un estimulo en la neuro-
hipdfisis con la consecuente liberacién pulsatil de oxitocina y en menor
medida de vasopresina (Bruckmaier & Blum, 2010).

Si bien la oxitocina se libera desde la hipo6fisis de manera pulsatil durante
la succion o el ordeno, la respuesta sobre el tejido mamario no esta re-
lacionada con la cantidad de leche en la ubre, sino exclusivamente con
la eyeccién (Bruckmaier & Blum, 2010). Adicionalmente, algunos estimu-
los visuales u olfatorios se convierten en reflejos condicionados y pue-
den desencadenar la liberacion de oxitocina. La galactoquinesis puede
ser inhibida por estimulos negativos como dolor, maltrato o cambios de
ordenadores o0 maquinas, entre otros, que inducen la liberacién de cate-
colaminas (Bruckmaier & Wellnitz, 2008; Goodman & Grosvenor, 2010).

El vaciamiento de la mama, que como se expresé anteriormente es de-

terminante para estimular la produccion lactea, se conoce como control
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interno de la secrecién lactea. Este mecanismo esta regulado por varios
componentes: la capacidad de almacenamiento, la capacidad de vacia-
miento y el contenido de grasa al inicio y final del ordefio —debido a
que al inicio del ordefio la leche contiene menor cantidad de grasa com-
parado con el final del ordefio (Valdés & Pérez, 1994).

Mientras que la leche esté acumulada en el alvéolo, estd activo el factor
inhibidor de la lactancia (FIL), con lo que la velocidad de produccién de
leche de los lactocitos disminuye. Estudios in vitro sobre FIL demuestran
que inhibe la sintesis proteica en el lactocito, interrumpe la secrecion
del aparato de Golgi y disminuye el efecto estimulante de la prolactina
(Marnet & Komara, 2008; Valdés & Pérez, 1994).

Glucocorticoides

El principal glucocorticoide en vacas es el cortisol, pero se sabe poco de
la accion de esta hormona durante la galactopoyesis. Algunos autores
han reportado una accién en el aumento de la biosintesis de caseina
y el aumento de la captacion de glucosa en las CEM (Bergan-Roller &
Sheridan, 2018).
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Involucion

O. Diaz', MVZ, MSc.

1. Introduccion

La involucion de la glandula mamaria es un proceso en el que esta cam-
bia su composicién y funcién: pasa de ser un érgano compuesto prin-
cipalmente por epitelio secretor a un érgano no secretor. El epitelio se-
cretor es voluminoso y esta compuesto en un 90% de células epiteliales
mamarias (CEM), mientras que el no secretor es principalmente tejido
adiposo. La involucién es una muerte extensa de las CEM, acompana-
da por una regulacion positiva de la matriz de metaloproteasas (MMPS)
que ayudan a regenerar el estroma celular. En este proceso, adipocitos
llenan los espacios que dejan las CEM, aumenta la calicreina que regula
la diferenciacion e ingresan macréfagos (Watson & Kreuzaler, 2011).

1. Grupo de Investigacion Biogénesis, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Antio-
quia, Grupo Solla S.A, Medellin, Colombia.
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2. Involucion reversible e irreversible

El iniciador de la involucidn mamaria es la estasis lactea, que conduce
a la acumulacién de leche con turgencia de los alvéolos. La presion ex-
tracelular aumenta los niveles de serotonina (5-HT) (Figura 1A) en los
capilares mamarios; esas concentraciones altas y constantes provocan
el rompimiento de las uniones estrechas entre las CEM, facilitando su
desprendimiento hacia el lumen alveolar. Cuando inicia la involuciéon
comienza la expresién del factor inhibitorio de leucemia (LIF), un activa-
dor de la via de transductores y activadores de las sefales de transcrip-
cion tipo 3 (STAT3) que induce la apoptosis epitelial (Jena, Jaswal, Kumar
& Mohanty, 2018).

Cuando se inicia la involucién mamaria (Figura 1) ocurren una serie
de eventos locales simultaneos: aumento de la presién intra-alveolar,
apoptosis de las CEM por desprendimiento (anoikis), infiltraciéon de neu-
tréfilos, produccién de citoquinas, fagocitosis de los detritos celulares
por las células epiteliales viables y disminucion de la sintesis lactea (Pai
& Horseman, 2011; Watson & Kreuzaler, 2011).

El nivel de prolactina (PRL) en sangre mantiene alto el nivel de del tejido
inhibidor de las metaloproteinasas (TIMP), el cual es un factor inhibidor
de metaloproteinasas (MMP) (Figura 1A). Estas, a su vez, desintegran la
matriz extracelular, encargada de mantener compacta la estructura de
las CEM. La concentracion alta y constante de 5-HT ocasiona la ruptura
de las uniones estrechas entre las CEM; induce la migracién de neutréfi-
los hacia el lumen, asi como la produccion de interleuquina 6 (IL-6), e in-
hibe poco a poco la sensibilidad de las CEM a la prolactina, por lo que se
disminuye la concentracién de lactosa, con la consecuente disminucion
en el transporte de agua por 6smosis (Figura 1B). La interleuquina IL-6
suprime las sefiales mediadas por STAT5 (Pai y Horseman, 2011) por lo
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que las células pueden entrar en apoptosis. Por otra parte, se aumenta
la concentracién de proteinas, especialmente lactoferrina que, ademas
de suprimir la expresion de la caseina, tiene accion bacteriostatica (Pai &
Horseman, 2011; Sanchez, Calvo & Brock, 1992).

En los primeros tres dias de involucién, las CEM fagocitan células apop-
toticas (Figura 1A), micelas de caseina y globulos de grasa lactea con sus
vacuolas citoplasmicas (Atabai et al., 2005). El engolfamiento de estos
materiales estd mediado por el receptor de fosfatidil serina y el factor 8
EGF de los glébulos de grasa lactea (Mfge8 — lactadherina en humanos)
(Hanayama & Nagata, 2005).

Durante las 24 horas de la estasis lactea la involucion puede ser reversi-
ble siempre que la leche se extraiga y aun estén altos los niveles de pro-
lactina, glucocorticoides y el factor de crecimiento insulinoide | (IGF-I).
En este punto hay un fino balance entre los factores de sobrevivencia o
anti-apoptoticos (prolactina, glucocorticoides e IGF-1) y los factores de
muerte celular que regulan la regresion epitelial como el 5-HT, las in-
terleuquinas (lls) y el factor de crecimiento transformante 3 (TGF3). El
IGF-I pierde disponibilidad por la expresion del regulador de la involu-
cién, que es la proteina de union del factor de crecimiento insulinoide 5
(IGFBP-5) que se une a la IGF-ly la inhibe.

Las CEM se encuentran bajo dos senales, la una para sobrevivir y hacer
mitosis y la otra para morir a través de la apoptosis. La proteina kinasa,
conocida también como Akt, sirve como centinela en la regulacion de
las sefiales de sobrevivencia, mientras que STAT3 y la familia de protei-
nas de las células B (Bcl2) son el mayor regulador de muerte intracelular
(Baxter, Neoh & Tevendale, 2007). La apoptosis ocurre de manera he-
terogénea por permeabilizaciéon de la membrana de las CEM, pero no

todo el tejido epitelial sufre apoptosis.
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La segunda parte de la involucién, que no es reversible, inicia con la fa-
gocitosis profesional de los macréfagos tres dias después del inicio del
proceso. Comienza con una respuesta primaria de neutréfilos, luego la
activacion secundaria de macréfagos con respuesta de fase aguda local
y, por ultimo, la respuesta de linfocitos B (Pai & Horseman, 2011). Durante
la segunda parte de la involucién el tejido adiposo blanco sufre un creci-
miento exponencial, ya que a medida que ocurre la apoptosis de las CEM
este tejido va repoblando el estroma (Watson & Kreuzaler, 2011).

Al inicio de la involucién se aumenta la expresién de citoquinas pro-
inflamatorias y sus receptores (por ejemplo: IL-1q, IL-1(3, IL-13) (Stein et
al., 2004). La produccién de inmunoglobulinas (Ig) es inducida a los tres
dias del inicio de la involucién; varias de las Ig (IgA, IgM e IgG) son sinte-
tizadas localmente por las células plasmaticas (Pai & Horseman, 2011).

2.1 Remodelacion de la matriz extracelular

La fase irreversible de la involucion se caracteriza por la remodelacion
de la matriz extracelular e inicia con la fractura y remocién de la mem-
brana basal (Figura 1B), la cual sirve como ancla a las células epiteliales y
mioepiteliales (Watson & Kreuzaler, 2011).

Con el desprendimiento masivo de CEM, el lumen del alvéolo se llena de
detritos celulares y las CEM aun viables fagocitan las CEM apoptéticas.
El aumento de citoquinas (IL-6) (Kass, Erler, Dembo, & Weaver, 2007). dis-
minuye la sensibilidad de las MEC a la prolactina (PRL), lo que provoca
disminucion del tejido inhibidor de metaloproteinasas (TIMP). Las IL-6
estan encargadas de degradar la matriz extracelulary, al no ser inhibidas
por TIMP, degradan los componentes de la matriz extracelular como la
fibronectina, la elastina y el colageno.
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En la lactancia, los fibroblastos del estroma y los adipocitos de la glan-
dula inducen a que las células mioepiteliales sinteticen y secreten com-
ponentes de la membrana basal que incluyen laminina, colageno, fi-
bronectina e integrinas acopladas (a5, a6, 1 y 34) a la superficie de
las células epiteliales basales. La matriz extracelular en la mitad de la
involucién induce la muerte de las CEM, mientras que hacia el final de la
involucién favorece la formacion de estructuras tipo ductos alargados
con bifurcaciones (Kass, Erler, Dembo & Weaver, 2007).

Se han asociado dos sistemas con la remodelacidon de la matriz extrace-
lular mamaria:

1) El sistema del plasminégeno (Plg), que incluye los activadores de
urokinasa Plg (uPA), de tejido activador de Plg (tPA) y de la kalikrei-
na de plasma (Pkal) y también los inhibidores del activador de Plg
(PAls) y anti-plasmina-a2 de Plg.

2) Elsistema de enzimas proteoliticas MMP, el cual incluye varias MMP
y sus inhibidores, las TIMP(Figura 1B) (Green & Lund, 2005).

Las MMP juegan varios papeles: inician la remodelacién de la matriz ex-
tracelular, inducen el llenado de estos espacios con adipositos, inducen
la apoptosis de la CEM y ademas el ingreso de macréfagos (Figura 1B)
(Green & Lund, 2005; Schedin, Mitrenga, McDaniel & Kaeck, 2004).

Durante la primera fase de involucion, la presencia de altos niveles de
hormonas sistémicas tipo PRL y GH mantienen alto el nivel de TIMP y
suprimen la expresion de MMP. Esto previene la generacién de plasmi-
na y el quiebre tanto de la matriz extracelular como de la membrana
basal. En la transicién a la segunda fase de la involucién, la influencia
endocrina disminuye, lo cual resulta en la disminucion del inhibidor de
las proteasas e induccién de uPA y MMP y genera el quiebre de la matriz
extracelular y la membrana basal (Travers et al., 1996).
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Diferenciacion de adipocitos

La formacién del tejido adiposo en la glandula mamaria durante la in-
volucion puede depender de cuatro aspectos: a) regulacion hormonal,
b) cambios transcripcionales y metabolicos, c) remodelaciéon de matriz
extracelular de adipocitos y d) vascularizacion del tejido adiposo.

a) Regulaciéon hormonal:

La regulacion hormonal esta mediada principalmente por la PRL,
cuya funcién sobre el tejido graso estd encaminada a la diferencia-
cion de pre-adipocitos. La supresién de PRL provoca la adipogénesis
y aumenta los niveles de leptina, mientras que su suplementacion
previene la adipogénesis e inhibe la leptina. La leptina es la hormo-
na que provoca la diferenciacién de los pre-adipocitos a los adipo-
citos. A los 10 dias de involucién, la leptina esta en el pico mas alto,
lo que indica su papel en la adipogénesis (Pai & Horseman, 2011).
Pai & Horseman (2011) describen la 5-HT como el factor autocrino-
paracrino que facilita la transiciéon de la glandula mamaria desde
la lactancia a la involucion. La diferenciacion de pre-adipocitos de-
pende del cambio de receptores de 5-HT y pueden ser estimulado-
res (5-HT2A) o inhibidores (5-HT1).

b) Cambios transcripcionales y metabolicos:
La disminucion en los niveles sistémicos de GH y PRL resulta en cam-
bios morfolégicos en los pre-adipocitos y en la regulacion de los
factores de transcripcién como el receptor y-proliferador-activador
de peroxisoma (Tizard, 2013) y la proteina 3-CCAAT-potenciador de
union (C/EBP-B) (Selvarajan, Lund, Takeuchi, Craik & Werb, 2001). Hay
un rapido cambio en la actividad de enzimas como Acyl-CoA acil-
transferasa colesterol (ACAT) y Acyl-CoA carboxylasa (ACC); esto re-

presenta una reduccién coordinada de sintesis de lipidos en el tejido
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glandular con lipogénesis elevada y almacenamiento de triglicéri-
dos, diferenciando los pre-adipocitos a los adipocitos (Chavey et al.,
2003).

¢) Remodelaciéon de la matriz extracelular de adipocitos
Mientras que las MMP inhiben el proceso de diferenciacion de los
adipocitos, las TIMPs estimulan directamente su diferenciaciéon a
partir de los pre-adipocitos (Alexander, Selvarajan, Mudgett & Werb,
2001). Ademas, estimulan la adipogénesis por via de induccién de
los factores de transcripcion PPARy y C/EBP-3 (Chavey et al., 2003). La
remodelacién de la matriz extracelular de los adipocitos favorece su
expansiony la formacién de la almohadilla grasa (Chavey et al., 2003).

d) Vascularizacion del tejido adiposo:

La remodelacién vascular sirve para suplir nutrientes, principalmen-
te lipidos, requeridos en la adipogénesis. Consiste en dos grandes
eventos: regresion vascular y angiogénesis. El factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) es el regulador mas estudiado de la vas-
culatura mamaria. La fagocitosis del tejido epitelial mamario duran-
te la transicién al periodo seco resulta en una potente secrecién de
VEGF (Pepper et al., 2000).

3. Remodelacion vascular

Durante la lactancia, la vasculatura esta compuesta de una red de capi-
lares altamente desarrollada en forma de panel, tipo cesta, que envuel-
ve cada alvéolo secretorio. Al dia tres de involucion, la estructura alrede-
dor del alvéolo exhibe un patrén irregular y colapsado, lo cual sugiere
una regulacién local de la red vascular. Por el dia seis de la involucion, la
cesta vascular, similar al alvéolo, no estd presente y es reemplazada por
un racimo de capilares en varios estados de regresion. Por el dia 10 de
involucion la red vascular en la glandula mamaria es similar a la glandula
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virgen (Djonov, Andres & Ziemiecki, 2001).

Dentro de los reguladores de la remodelacién vascular en la involuciéon
estd el VEGF, secretado por los adipocitos durante la fagocitosis (Pepper
et al., 2000). (Figura 1B). La involucién de la glandula mamaria también
se caracteriza por disminucion en la secrecion de VEGF epitelial, acom-
panada por disminucién en el receptor de VEGF (VEGFR) en las células
del estroma adyacente. Otros reguladores de la remodelacién vascular
son la PRL clivaday el 5-HT. La PRL tiene una potente sefal angiogénica,
pero de manera clivada (16K) es altamente anti-angiogénica. La 5-HT es
vasoactiva y mitogénica en las células del musculo liso vascular y endo-
telial. La accion mitogénica de 5-HT puede ser mediada por la secrecion
de VEGF via activacion sostenida de p38MAPK (Pai & Horseman, 2011).
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1. Introduccion

De apegarse a la definicion tradicional de hormona, a saber, la sustancia
producida por una glandula que viaja a un érgano blanco via sangui-
nea, hoy en dia sustancias como los neurotransmisores y los factores de
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crecimiento también podrian considerarse hormonas. Los neurotrans-
misores se liberan entre espacios sindpticos o entre terminaciones ner-
viosas, ejercen su efecto en la misma célula blanco (Figura 1) e inducen
funciones hormonales. Los factores de crecimiento pueden ser produ-
cidos por la misma célula blanco, induciendo una funcién autocrina, o
pueden producir efecto sobre la célula vecina en forma paracrina. Asi,
todas aquellas moléculas que se producen en algun lugar, no solamente
en una glandula, y que son liberadas para que su accién se produzca en
el mismo lugar o en otro —asi, nuevamente, no sea una glandula— se
consideran hoy en dia hormonas.

En este capitulo se muestran los diferentes tipos de receptores hormo-
nales que se encuentran en un 6rgano blanco y que, a través de la ac-
cién conjunta cuando la hormona especifica se liga, desencadenan una
accion directa o indirecta en la glandula mamaria.

2. Endocrinologia de la glandula mamaria

La homeostasis o tendencia al equilibrio sucede en todas las fases de la
lactancia y se debe a que existe una coordinacion entre el hipotalamo,
el cerebro y la hipofisis, las cuales a su vez ejercen una accién coordi-
nada entre el sistema nervioso y el sistema endocrino. Algunas hormo-
nas que se producen en la hipéfisis anterior, como la prolactina, tienen
efectos directos en la glandula mamaria, mientras que otras, como la
FSH, tienen efectos indirectos a través de la induccién de produccion de
estrégenos que actuan directamente en la CEM. En el hipotalamo, las
hormonas secretadas por las neuronas entran directamente al sistema
porta-hipofisario que drena en la hipofisis anterior, con lo que logran
que minimas cantidades de sustrato puedan regular la actividad del 6r-
gano blanco.
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Las hormonas reguladoras de la glandula mamaria se clasifican en ma-
mogénicas, lactogénicas y galactopoyéticas. Las hormonas mamogéni-
cas y algunos factores de crecimiento tienen un efecto en el desarrollo
y crecimiento de la glandula; las moléculas lactogénicas actuan promo-
viendo la diferenciacién estructural o la diferenciacion bioquimica del
epitelio alveolar que sintetiza y secreta leche y las hormonas galacto-
poyéticas, una vez establecida la lactancia, mantienen o promueven la
produccion de leche.

3. Clasificacion de los receptores de las secreciones
endocrinas que requlan la glandula mamaria

La prolactina, la hormona de crecimiento (GH), la oxitocina y el lacté6-
geno placentario son hormonas lactogénicas que se ligan a su receptor
especifico localizado en la membrana de la CEM, lo que desencadena
cambios bioquimicos intracelulares. Otras hormonas y factores de cre-
cimiento que también inducen funciones especificas en la glandula
mamaria, como la insulina, el factor de crecimiento insulinoide tipo 1
(IGFI) y el factor de crecimiento epidermal (EGF), también tienen sus re-
ceptores en la membrana citoplasmatica de la CEM. Las hormonas que
actuan ligdndose sobre la superficie celular se consideran las primeras
mensajeras. Las moléculas criticas, que son influenciadas por la unién
de la hormona y su receptor, se consideran segundas mensajeras. Se
han definido dos clases de receptores involucrados en estas vias de
transduccién: los receptores de membranay los receptores nucleares.

3.1 Receptores de membrana

Los receptores de membrana son diferentes en cuanto a su forma fisica
y quimica y se unen especificamente a un ligando, en este caso una hor-
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mona. Una vez activados los receptores por su unién al ligando (primer
mensajero) inducen la accién de un segundo mensajero. Este proceso
se llama senalizacion. A continuacion, se explican los diferentes tipos de
receptores de membranay la via que activan para senalizar.

a) Receptores que son canales ionicos
La neurona presindptica secreta un neurotransmisor que induce en
la neurona postsindptica la apertura de canales idnicos de Na, des-
polarizando la membrana de la neurona postsinaptica.

Las neuronas presinapticas de la GnRH usan esta via (Figura 1) (Ka-
dokawa, Pandey, Nahar, Nakamura, & Rudolf, 2014; Roch, Busby, &
Sherwood, 2014). El potencial de accién al llegar al botén presinap-
tico genera exocitosis de GnRH al sistema portahipofisiario.

b) Receptor transmembranal unido a la proteina G.
La proteina G es una proteina ubicua hetero-trimérica, es decir,
compuesta por tres partes, las subunidades a, $y §, ancladas al re-
ceptor transmembrana citoplasmatico. Una vez la hormona se une
a su receptor, la subunidad a se modifica y activa otra proteina que
también esta ligada a la membrana. La funcién se puede ejercer a
través de dos mecanismos: (i) la apertura de un canal i6nico de Ca
como en el caso de GnRH (Figura 2), que induce la liberacién de las
hormonas FSH o LH al sistema sanguineo, o (ii) la activacién de una
enzima como la quinasa fosfatidilinositol 3 (PI3), como es el caso de
la oxitocina (OT) que una vez unida a su receptor induce una fun-
cién, en este caso en el miocito donde se produce una contraccion.
Estas dos hormonas son ejemplos de unién a su receptor que indu-
cen la funcidn a través de la activacién de la proteina G (Crowley,
2011; Hervé, Lollivier, Quesnel, & Boutinaud, 2018).

¢) Losreceptores ligados a enzimas.
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Figura 1. Receptor de membrana, accion a través de canales idnicos por las
neuronas presinapticas

Fuente: C. Giraldo, M Olivera-Angel 2019
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Figura 2. Receptor de membrana, accion a través de la union a la proteina G

Fuente: M Olivera-Angel 2019
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Muchos de estos receptores hormonales son de la familia de las
tirosinas quinasas, que incluyen las serinas-treononinas. Las mas
conocidas en la actividad endocrina son el grupo de enzimas re-
lacionadas con procesos de crecimiento y sobrevivencia, como la
AKT —una enzima del tipo de las proteinas kinasas serina-treonina
conocida también como proteina kinasa B—, que colaboran en la
transferencia de sefiales dentro de la célula (Figura 3).

La enzima extracellular-signal-regulated kinase (ERK) también cola-

o .

A X
Insulina-R ‘ IGFI-R

Ll
»

|
-

IGFII

Insulina
IGFI

Figura 3. Receptores de insulina, IGFI, e IGFIl ligados a las respectivas hormo-
nas. Estos receptores estan ligado a las enzimas ERK y AKT.

Fuente: M Olivera-Angel 2019
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bora con la transferencia de sefiales de las hormonas o factores de
crecimiento unidos a su receptor. La hormona unida a su receptor
activa este tercer mensajero, el cual, a su vez, fosforila las proteinas
celulares requeridas para inducir una funcién (Figura 3). Las hormo-
nas mas conocidas que usan este tipo de mecanismo son la IGF-I, la
insulina y el EGF (Blum & Baumrucker, 2002).

d) Receptores homodimericos.

Estos receptores son proteinas en forma homodimérica (Figura 4).
El ligando, es decir la hormona, se une a su receptor y se crea un
complejo inactivo; este ultimo migra por la membrana y se unen
a otro complejo inactivo. Esta unién o dimerizacion induce la ac-
tivacion de la Janus quinasa 2 (JAK2), que a su vez fosforila una
proteina de la familia de transductores y activadores de las sefiales
de transcripcion (STAT). De esta forma se desencadena la funcién
de la hormona (Kitayama et al., 2016). La hormona prolactina y la
hormona GH son ejemplos de moléculas cuyo receptor se debe
homodimerizar para inducir la accién (Dehkhoda, Lee, Medina, &
Brooks, 2018).

3.2 Receptores nucleares

Los receptores nucleares son activados por hormonas que difunden a
través de la membrana citoplasmatica. Estas hormonas son pequenas
moléculas hidrofébicas que atraviesan la membrana, transportadas
desde el citoplasma por una proteina chaperona que las introduce al
nucleo en donde se unen al complejo receptor-chaperonina. Asi la hor-
mona puede disociarse de la chaperona y se une a su sitio especifico

del DNA. El producto es un RNA mensajero que va al ribosoma para su
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Prolactina-R

Prolactina

Figura 4. Dimerizacion de los receptores unidos a sus hormonas especificas
como la GH y la prolactina

Fuente: M Olivera-Angel 2019

traduccion en proteinas, las cuales ejercen la funcién inducida por la
hormona (Arboccd, Sasso, Nasif, Hapon, & Jahn, 2015) (Figura 5).

Los estrégenos, la progesterona, el cortisol, la triyodotironina y los reti-
noides son las hormonas con este tipo de receptor (Cagnet et al., 2018).
El tiempo de respuesta a esta accion hormonal es mayor que cuando
son hormonas proteicas cuyo efecto es casi inmediato.
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Figura 5. Receptores nucleares para las hormonas esteroidales.

Fuente M Olivera-Angel 2019

Como conclusion se puede afirmar que las respuestas endocrinas estan
mediadas por la unién de estas a sus receptores y que la funciéon que
ejercen es siempre a través de segundos o terceros mensajeros.
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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
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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-

96



Capitulo 7. Respuesta inmune innata de la glandula mamaria

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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(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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Infeccién y respuesta
de la glandula mamaria
bovina

G. Torres'? Bacteriologo, MSc, Dr.Sci.

1. Via y mecanismos de ingreso de los patdgenos
mamarios

Las bacterias pueden llegar a la piel del pezén de la glandula mamaria
a través de las manos del ordefador, pezoneras, leche o cualquier ele-
mento contaminado con el que tenga contacto. Para ingresar al pezoén,
la bacteria primero debe sobrepasar las barreras naturales generadas
por el esfinter y el tapdn de queratina, empleando sus propios mecanis-
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mos de adhesién y multiplicacion que le permiten avanzar por el canal.
También puede ingresar ayudada por elementos fisicos que la arrastran
hacia el interior como las canulas de aplicacion de antibioticos y las di-
ferencias de presion ocasionadas por las fluctuaciones de vacio durante
el ordeno mecanico. Una vez la bacteria alcanza el interior del pezon,
debe superar la accién expulsiva del ordeno frecuente, por lo que en
este punto la capacidad de adherencia al tejido influird sobre la perma-
nencia dentro del cuarto infectado, evento decisivo en la fase temprana
de la patogénesis (Philpot & Nickerson, 2000).

Se ha descrito que las bacterias Gram positivas se adhieren mejor al te-
jido que las bacterias Gram negativas. S. aureus es una de los que mejor
se adhiere al tejido interno de la glandula (Philpot & Nickerson, 2000;
Foster et al., 2014). Esta capacidad de adherencia se le atribuye a una fa-
milia de proteinas conocidas como componentes de la superficie micro-
biana que reconocen moléculas adhesivas de la matriz (MSCRAMM), las
cuales hacen parte del grupo de proteinas de anclaje a la pared celular
(CWA). En S. aureus se han identificado alrededor de 28 diferentes CWA
y su expresion puede variar entre cepas (genotipo), por condiciones am-
bientales o necesidades bacterianas.

Las MSCRAMM son proteinas de superficie que median el ataque a
componentes extracelulares, tales como fibrindgeno, fibronectina y co-
lageno; incluso, algunas presentan funciones adicionales a la adhesién
(Foster et al., 2014). Las proteinas MSCRAMM mas estudiadas en S. au-
reus son las de union a Fibronectina A y B (FnBPA and FnBPB), porque
ademas de mediar la union a fibronectina, también estan involucradas
en los procesos de invasion celular, uno de los factores de virulencia mas
importantes de esta bacteria (Brouillette et al., 2003; Budd, Mitchell &
Keane, 2016).
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La fibronectina es una glicoproteina presente en la matriz extracelular y
estd compuesta por tres médulos estructurales (tipo 1, tipo 2 y tipo 3).
Las FnBP de S. aureus presentan alta afinidad por el médulo tipo 1, mien-
tras que, el mdédulo tipo 3 es reconocido por la integrina a5p1, un re-
ceptor expresado en la superficie de las CEM (Schwarz-Linek et al., 2003;
Foster et al., 2014); en este caso la fibronectina actia como un puente
entre la bacteria y la célula (Fowler et al., 2000) (Figura 1A). Un estudio
reciente demostré que la expresion de las FnBP es cepa dependiente y
su ausencia en la cepa evaluada redujo la adhesién a las CEM hasta en
un 40% y la invasion en un 95%, comparado con la cepa control (Budd
etal,, 2016).

2. Reconocimiento inicial de la bacteria

El contacto de la bacteria con las células epiteliales del tejido y con las
células somaticas (CS) durante su ingreso desencadena la respuesta ini-
cial contra el patégeno. La importancia de las CEM radica en que son
inmunocompetentes y son las células con las que inicialmente entra en
contacto la bacteria cuando ingresa. Al serinmunocompetentes, tienen
la capacidad de producir mediadores inflamatorios y quimioquinas que
desencadenan la activacion y migracion de leucocitos, principalmente
de neutrdfilos, CS predominantes durante la fase aguda de la respuesta
(Yang et al., 2008; Glinther et al., 2009; Bougarn et al., 2010; Gulinther et
al., 2011).

Las CEM, como las CS, pueden reconocer a los microorganismos me-
diante los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) ubicados
en la superficie o a nivel intracelular (Figura 1B y 1C). Estos receptores
se unen a los Patrones Moleculares Asociados a los Microorganismos
(MAMP), estructuras como los lipopolisacaridos (LPS) en las bacterias
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Lumen alveolar mamario
v

Figura 1. Mecanismos de adhesién, reconocimiento y comportamiento de los
patdégenos en glandula mamaria. 1A. Adhesién de S. aureus a la fibronectina
mediante FnBP y colonizacién extracelular; 1B y 1 C. Reconocimiento intra y
extracelular de bacterias por medio de TLRs; 1D. Invacién celular; 1E. Forma-
cion de abscesos; 1F. Biopelicula independiente de PIA; 1G. Biopelicula depen-

diente de PIA.
Fuente: G Torres 2019
Convenciones
4 )
’ Staphylococcus aureus Ll CWA ? TLR4
q TLR2 M ospe & Fibronectina
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independiente - bap + NLR ' dependiente - ica +
- J

108



Gram negativas y los acidos lipoteicoicos (ALT) en las Gram positivas.
Los Receptores Tipo Toll (TLR) son una clase de PRRs que reconocen un
amplio rango de MAMPs (Bougarn et al., 2010; Abbas et al., 2014). A la
fecha se han descrito 13 TLRs en mamiferos; en bovinos solo se recono-
cen 10 (McGuire et al., 2006; Fu et al., 2013). Generalmente los TLRs son
especificos y cada uno tiene la capacidad de unirse a un MAMP. Estudios
han demostrado que TLR4 es el receptor responsable del reconocimien-
to de las bacterias Gram negativas como E. coli. En el caso de S. aureus,
bacteria Gram positiva, el TLR2 es el que se ha asociado a su reconoci-
miento, debido a que pueden unirse a ALT y al peptidoglicano presentes
en la pared bacteriana. El TLR4 no es tan especifico, ya que se observo
que fall6é su activacién frente a Streptococcus agalactiae y Streptococ-
cus uberis, bacterias también causantes de mastitis (Farhat et al., 2008;
Schukken et al., 2011). EITLR2 también puede reconocer LPS de algunas
bacterias Gram negativas (Smith et al., 2003; Park & Lee, 2013).

S. aureus invade eficientemente las células y es reconocido en el citosol
por los receptores tipo NOD (NLR), un PRR que interacttia con el pepti-
doglicano de la pared celular de la bacteria (Abbas et al., 2014; Im et al.,
2014; Wang et al., 2015) (Figura 1C).

3. Comportamientos de las bacterias
dentro de la glandula mamaria

En el interior de la glandula mamaria las bacterias pueden presentar
diferentes comportamientos: permanecer en el ambiente extracelular
adheridas a las CEM y secretar las toxinas con las que generan dano al
tejido o manipulan el sistema inmune (Figura 1A); invadir las CEM para

quedar fuera del alcance de los mecanismos de respuesta inmune o an-
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tibidticos (Figura 1D); formar abscesos (quistes), como lo hace S. aureus
que tiene la capacidad de generar una pseudocapsula a partir de de-
positos de fibrina y células inmunes muertas, de manera que evita la
entrada de fagocitos y promueve la supervivencia dentro de la lesion
(Figura 1E), o generar biopelicula, una conformacién bacteriana que le
permite evadir la respuesta inmune e incrementar la tolerancia frente a
los diferentes agentes antimicrobianos (Figura 1F y 1G). Las biopeliculas
pueden ser dependientes del polisacarido PIA, sintetizado a partir de la
expresion del operdn ica. Las biopeliculas independientes de PIA tienen
como base la proteina Bap, la cual es codificada por el gen bap (Donlan
& Costerton, 2002; Gomes et al., 2016).

Una vez establecida la infeccién, las bacterias se pueden ubicar a nivel
de alvéolos, conductos y cisternas, donde sus productos junto con los
de la respuesta inmune pueden afectar la integridad anatémica y fun-
cional de los alvéolos. Esto puede llegar a tal punto que se disminuye
la produccién de leche por dafio en las células secretoras y se altera la
barrera hemato-lactea, lo que permite que componentes como cloro,
sodio, potasio, hidrégeno, iones hidréxido y sangre se mezclen con la
leche (Zhao & Lacasse, 2008; Viguier et al., 2009).

4. Respuesta inmune

La respuesta inmune de la glandula mamaria frente a los microorganis-
mos involucra una serie de acciones coordinadas entre diferentes tipos
de células y sus productos. Esta reaccién, en algunos casos, finaliza con
la eliminacién de la infeccion, pero en otros el patégeno consigue su-
perarla y se genera mastitis persistentes de dificil control. A continua-
cion, se describen los principales mecanismos de la inmunidad innata
y adaptativa con los cuales la gldandula mamaria enfrenta a dos de los
principales patégenos (Figura 2).
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4.1 Respuesta inmune innata

El sistema inmune innato de la gldndula mamaria incluye barreras fisi-
cas, tales como el esfinter del pezén y el tapdn de queratina; moléculas
solubles antimicrobianas como la lactoferrina y defensinas y diferentes
tipos de células (CEM, macréfagos, neutrofilos).

4.1.7. Células somaticas

La leche de bovinos sanos presenta normalmente una poblacién resi-
dente de células inmunes conocidas como células somaticas (CS). Las
células predominantes en este grupo son los macréfagos, pero tam-
bién contiene neutrofilos, linfocitos y células epiteliales (Tabla 1) (Sor-
dillo, 2005). El recuento normal de CS en un cuarto mamario varia entre
20.000y 100.000 células/ml (Schukken et al., 2011).

Tabla 1. Porcentaje de cada tipo de célula en leche de bovinos sanos

Macréfagos Neutréfilos  Linfocitos | CEM Referencias
1SO13366-1/IDF148-1
— 799 - 269 - 289 =159
35 -79% 3-26%  116-28%  2-15% ool 2014
Marino, et al., 2005
0 9 9 ’ ’
60% 12% 28% NR Li etal, 2014

CEM; NR: no reportado

Fuente: elaboracion propia

Los macréfagos se consideran la primera linea de defensa celular. Fa-
gocitan y liberan citoquinas y quimioquinas que desencadenan la mi-
gracioén de neutréfilos desde la sangre hasta el sitio de la infeccién para
amplificar la respuesta (Li et al., 2014).

Los neutréfilos, también llamados leucocitos Polimorfonucleares (PMN),
son la CS predominantes durante la fase aguda de la respuesta, a tal pun-
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to que pueden representar en leche hasta el 92% del Recuento de Células
Somaticas (RCS) (Li et al., 2014). Estas células también eliminan a las bacte-
rias invasoras mediante fagocitosis. Diferentes estudios han demostrado
la importancia de los neutréfilos en la respuesta frente a las infecciones
con E. coli (Hill, 1981; Schukken et al., 2011; Herry et al., 2017).

Los linfocitos son un componente de la inmunidad adaptativa y se con-
sidera que hacen parte de las CS. Los linfocitos se dividen en dos subpo-
blaciones: los T (LT), importantes mediadores de la inmunidad celular, y
los B, involucrados en la inmunidad humoral (anticuerpos). A su vez, los
LT se subdividen en linfocitos CD4+, también conocidos como linfocitos
T ayudadores (LTH), y en linfocitos T CD8+, reconocidos por su accion ci-
totoxica (LTC) (Schukken et al., 2011; Abbas et al., 2014). Los LT CD8+ son
la poblacién de linfocitos predominante en la gldndula mamaria sana
(Shafer-Weaver, Pighetti, & Sordillo, 1996; Schukken et al., 2011) y en la
fase aguda de las infecciones con S. aureus y E. coli hay un incremento
de los LT CD4+ (Gronlund, Johannisson, & Persson, 2006; Schukken et
al., 2011). Los resultados de investigaciones sugirieren que el comporta-
miento de estas células depende del microorganismo o cepa involucra-
da en la infeccion (Schukken et al., 2011; Sordillo, 2005).

The National Mastitis Council (NMC) establecio en el ano 2001 que RCS
superiores a las 200.000 células/ml de leche obtenida de un cuarto ma-
mario indican una probable infecciéon o que el cuarto se esta recuperan-
do de una infeccién (solo se aprecia si se hace control lechero en forma
repetida) (National Mastitis Council, 2001; Petzer et al., 2017b). Un estudio
publicado recientemente, donde analizaron 345.467 muestras de leche
compuestay 89.635 muestras de cuarto, confirmé lo establecido por NMC
en cuanto al umbral del RCS fijado para detectar infecciones mamarias en
el cuarto (= 200.000 células/ml) y establecié el umbral del RCS para las
muestras compuestas en igual o superior a 150.000 células/ml (Petzer et
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al, 2017a). En otro estudio, donde se validé el RCS como indicador de in-
fecciones intramamarias (IIM) de acuerdo con los principales patégenos,
se encontré que su sensibilidad fue del 88,2% en muestras de cuarto y del
84,2% en muestras compuestas; mientras que su especificidad fue baja,
57,7% y 52,8%, respectivamente. Adicionalmente, reportaron que cuan-
do se tiene en cuenta los umbrales descritos anteriormente (> 200.000
células/ml en muestra de cuarto y = 150.000 células/ml en muestra com-
puesta), el 20,5% de los cuartos y el 30,8% de las vacas infectadas con S.
aureus podrian no ser detectadas por los bajos RCS que se presentan. In-
cluso, estos porcentajes podrian incrementar a 49 y 69%, respectivamen-
te, si el umbral excede las 500.000 células/ml (Petzer et al., 2017b).

4.2.2. Mecanismos efectores de los fagocitos

Los macréfagos y los neutréfilos pueden reconocer y unirse a los mi-
croorganismos directamente, mediante los PRRs (Figura 2A), o indirec-
tamente, por receptores que se unen a las opsoninas (fraccion C3ay C5a
del complemento o IgG), las cuales se pueden localizar en la superficie
de estos (Figura 2B).

El fagocito se adhiere al microorganismo y lo internaliza dentro una va-
cuola conocida como fagosoma. Esta se fusiona posteriormente con los
lisosomas para formar el fagolisosoma, donde finalmente la bacteria es
eliminada mediante los diferentes mecanismos microbicidas que inter-
vienen en el proceso, a saber: a) el estallido respiratorio, proceso donde
se generan las especies reactivas del oxigeno, moléculas altamente oxi-
dantes; b) la produccién de especies reactivas del nitrégeno, especial-
mente del 6xido nitrico o ¢) la descarga de enzimas proteoliticas dentro
del fagolisosoma. Estos mecanismos en conjunto y bajo condiciones
normales lesionan al microorganismo hasta su destruccién (Abbas et
al., 2014) (Figura 2Q).
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La rapida y efectiva respuesta de los neutréfilos es clave para la resolucion
de la infeccién; sin embargo, en algunos trabajos se ha cuestionado su
funcion fagocitica y bactericida por la ingestion de caseina y glébulos de
grasa que afectan los mecanismos microbicidas dentro del fagolisosoma y
la membrana del fagocito (Mehrzad, Duchateau, & Burvenich, 2005; Tham-
mavongsa et al., 2015). En un trabajo se observé una asociacion positiva en-
tre el porcentaje de grasa y el nimero de unidades formadoras de colonias
(ufc) de S. aureus aisladas en muestras de leche (Boerhout et al., 2016).

Los neutrdéfilos, ademds, usan Trampas Extracelulares de Neutroéfilos
(NET), también conocido como NETosis, proceso donde la célula libera
todo su material nuclear (DNA y proteinas) y el de sus granulos sobre el
microorganismo (Swain et al., 2014) (Figura 2D).

4.2.3. Produccion de citoquinas y quimioquinas

Una vez es reconocida la bacteria, se activan los mecanismos mole-
culares que promueven la expresién de genes que codifican para las
principales citoquinas pro-inflamatorias: el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), la interleuquina 1p (IL-1B) y la IL-6. La importancia de estas
citoquinas dentro del proceso inflamatorio esta dada por la capacidad
que tienen para preparar a las células endoteliales para que permitan
la migracion de los leucocitos al sitio de la agresion (ej. TNF-a y la IL-
1B), para promover la fagocitosis en neutroéfilos (ej. TNF-a) y estimular la
produccion de reactantes de fase aguda (ej. IL-1p e IL-6) (Fu et al., 2013).
La activacién de los TLRs en condiciones normales desencadena la ex-
presion de los genes que codifican para las citoquinas por la via depen-
diente de la proteina adaptadora MyD88 y del factor nuclear kB ( NF-kB).

Se ha observado en diferentes estudios que S. aureus tiene la capacidad
de bloquear o inhibir la activacion del NF-kB y, por consiguiente, alte-
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rar la magnitud y tiempo de respuesta, especialmente de las citoquinas
TNF-ay laIL-1B. En otros patdgenos, como E. coli, sucede lo contrarior: se
ha descrito una fuerte y rapida respuesta (Yang et al., 2008; Glinther et
al., 2011; Lara-Zarate et al., 2011). No obstante, algunos autores observa-
ron en las infecciones con S. aureus la expresién de estas citoquinas en
ausencia del factor, sugiriendo la participacién de vias independientes,
tales como la proteina de activacién 1 (AP-1) y el elemento de respuesta
al AMP ciclico (CRE). En otros casos, lo que se obtuvo fue transcripcion
de los genes después del reto, pero no hubo traduccién (Kim et al., 2011;
Bougarn et al., 2010). Recientemente se reporté la presencia de IL-17
en leche de animales infectados con E.coli, una interleuquina produci-
da por los linfocitos TH17 y con capacidad de estimular la produccion
de quimioquinas involucradas en la migraciéon de neutréfilos y de in-
crementar la produccién de defensinas (Abbas et al., 2014; Herry et al.,
2017; Blum et al., 2017) (Figura 2E).

Simultdneamente a la produccion de las citoquinas, se inicia la produc-
cién de quimioquinas, importantes moléculas involucradas en la migra-
ciéon de leucocitos (neutrofilos, macréfagos, linfocitos) desde la sangre
hasta el sitio de la infeccion. La palabra quimioquina es una contraccién
de citoquina quimiotactica. Estas moléculas cumplen dos funciones im-
portantes en la inflamacién: incrementar la adhesién de los leucocitos
al endotelio y direccionar la migracion de éstos hacia el sitio de la in-
feccidon (Abbas et al., 2014). La evaluacion del transcriptoma de las CEM
después de retadas con E. coli demostré que este tipo de célula puede
expresar la mayoria de las quimioquinas (Gunther et al., 2009). Una de
las quimioquinas mas estudiadas a nivel mamario es la CXCL8 (IL-8) y se
ha demostrado su expresion después de la infeccién con diferentes pa-
tégenos tanto en tejido como en la leche (Bannerman, 2009). La eficaz
migracién de los neutréfilos a la gldndula mamaria es consecuencia de
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la rdpida y abundante produccién de la CXCL8 por parte de los macré-
fagos y las CEM. El gen que codifica para la CXCL8 es uno de los que pri-
mero se expresa en las CEM después de un estimulo inflamatorio (Abbas
et al,, 2014; Schukken et al., 2011) (Figura 2F).

Algunas de las quimioquinas detectadas a niveles significativos en diferen-
tes estudios son: la CCL2 y CCL5, responsables del reclutamiento de leucoci-
tos en general; la CCL20, involucrada en la migracién de linfocitos TH17,y la
CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL6 y CXCLS8 (IL-8), encargadas de la migracion de
los neutrdfilos (Kiku et al., 2016; Rainard et al., 2008; Schukken et al,, 2011).
En términos generales, lo que ha demostrado la evidencia es que estos fac-
tores se expresan a niveles mas bajos en S. aureus que en E. coli. Incluso su
expresion puede ser patdgeno-especifico (Schukken et al.,, 2011; Guinther
et al., 2017); por ejemplo, la quimioquina CCL20 se expresa fuertemente en
infecciones con E.coli, pero no en las infecciones con S. aureus (Glinther et
al,, 2017 ). Esta quimioquina estd involucrada en la migracion de los linfoci-
tosTH17, un tipo de célula que parece desempefar un papel importante en
las infecciones con este bacilo, dado que desencadena una respuesta para
bacterias extracelulares mediada por neutréfilos (Abbas et al., 2014; Herry
etal, 2017; Blum et al.,, 2017).

4.2.4. Produccion de péptidos y proteinas antimicrobianas

La produccion de péptidos o proteinas con accién antimicrobiana es
otro mecanismo de defensa que poseen los leucocitos, asi como las cé-
lulas epiteliales, endoteliales y de mucosas (Alva et al., 2012). Unas de las
moléculas mas estudiadas son las defensinas, pequenos péptidos catio-
nicos (29 - 34 aminoacidos) que tienen como principal funcién causar
dano directo sobre el microorganismo al alterar su membrana. Se cono-
cen tres familias de defensinas: las a, B y 6; las B-defensinas son las mas
estudiadas en mamiferos (Gurao, Kashyap & Singh, 2017). A estas molé-
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culas se les ha demostrado su accidn frente a bacterias Gram positivas y
Gram negativas, virus, hongos y parasitos unicelulares (Brogden, 2005).

Las defensinas interactian con la membrana del microorganismo blan-
co mediante atraccion electroestatica (péptido catidnico y la membrana
anidnica) o a través de receptores presentes en las membranas. Poste-
riormente, el péptido se inserta en la membrana, de manera que la per-
meabiliza y ocasiona la lisis del microrganismo por un choque osmati-
co. Ademas, se ha reportado que los péptidos antimicrobianos pueden
estimular hidrolasas que ayudan a lesionar la pared celular (Gurao et al.,
2017) (Figura 2G).

De las 58 B-defensinas que se han predicho in silico, solo unas pocas
se han estudiado a nivel de glandula mamaria. Diferentes trabajos han
demostrado la expresion de algunos genes que codifican para estos
péptidos y como respuesta se producen las IIM, las CEM y algunas CS en
neutréfilos y macréfagos; estas, a su vez, son las principales fuentes de
defensinas en este 6rgano (Meade et al., 2014; Gurao et al., 2017).

Algunas de las B-defensinas reportadas en glandula mamaria son el
péptido antimicrobiano lingual (LAP), el péptido antimicrobiano tra-
queal (TAP), la B-defensina bovina 1 (DEFB1) —también conocida como
B-defensina de neutréfilo bovino 1 (BNBD1)—, la DEFB3 (BNBD3), DEFB4
(BNBD4), DEFB5 (BNBD5), DEFB10 y la DEFB103 (Gurao et al., 2017).

En un estudio en el que se infecté la glandula mamaria de un grupo de
vacas con S. aureus se evidencio expresion de los genes que codifican
para BNBD4 y BNBD5 en cuatro tipo de tejidos (alveolar, ductal, cisterna
y del canal), si bien hubo mayor expresion en el tejido alveolar (Whele-
han et al., 2011). En otro trabajo donde se retaron células endoteliales
bovinas con S. aureus y con LPS, se observo expresion de LAP, DEFB1 y
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DEFB4, la cual estuvo regulada por la produccién autocrina de TNF-a
(Murillo et al.,, 2012). Los resultados obtenidos en una investigacion re-
ciente sugieren que los péptidos antimicrobianos no fueron importan-
tes en el control del crecimiento de E. coli en leche (Herry et al., 2017).

Al igual que las defensinas, a ciertas proteinas de fase aguda se le ha
atribuido accion antimicrobiana. Una de las mas importantes en bovi-
nos es el amiloide sérico A (SAA), al que se le ha identificado actividad
antibacterial directa. Esta proteina aumenta significativamente tanto en
el suero como en la leche de animales infectados con S. aureus (Weber
et al.,, 2006; Eckersall et al., 2006).

Otra de las proteinas solubles de importancia en la respuesta innata es
la lactoferrina, una glicoproteina que pertenece a la familia de las trans-
ferrinas y que cumple un papel fundamental en la prevencién de IIM
(Shimazaki & Kawai, 2017). La principal fuente de lactoferrina en la glan-
dula mamaria son las CEM y en menor proporcion los leucocitos PMN
(Huang et al., 2012). Durante el periodo de no lactancia (periodo seco)
se ha detectado altas concentraciones de lactoferrina tanto en la cister-
na de la glandula como en la del pezén; durante la lactancia se pueden
encontrar fluctuaciones en su concentracién (Gurao et al., 2017).

Es bien conocido que la lactoferrina puede tener actividad bacteriosta-
tica y bactericida. La quelacién del hierro es el principal mecanismo con
el que la lactoferrina le causa dafo a las bacterias: las desprovee de una
molécula fundamental para su desarrollo (Pereyra, Dallard & Calvinho,
2014). Ademas de este mecanismo, la lactoferina también actua gene-
rando la oclusién de porinas de la superficie bacteriana, la inhibicién de
formacion de biopeliculas y la interaccién con enzimas liticas como la
lisozima. Tal se ha identificado con las citoquinas, la expresién de lacto-
ferrina, asi como la sensibilidad o resistencia frente a esta, puede variar
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segun el patégeno. De acuerdo con algunos resultados de trabajos, se
ha observado que la expresién de la lactoferrina en respuesta a las in-
fecciones con E. coli es superior a la identificada con S. aureus si bien E.
coli parece mostrar mas resistencia a su accion que S. aureus, (Wellnitz &
Bruckmaier, 2012; Shimazaki & Kawai, 2017).

En contraste con lo anterior, hay reportes acerca del efecto inhibitorio
que puede ejercer sobre la respuesta inflamatoria en las mastitis causa-
das por Gram negativos, debido a la capacidad que tiene esta glicopro-
teina de unirse al LPS de las bacterias. Se ha sugerido que el complejo
lactoferrina-LPS inhibe la activacién de los TLR4 al bloquear su interac-
cion con los LPS, lo que puede llevar a la supresién inmune (Latorre et
al., 2012; Puddu et al., 2010; Shimazaki & Kawai, 2017).

4.2 Inmunidad adaptativa

Ademads de los mecanismos efectores de la inmunidad innata con los
que la glandula mamaria enfrenta a los microorganismos invasores,
también se han descrito componentes de la inmunidad adaptativa du-
rante la respuesta. Los Unicos componentes de la inmunidad adaptativa
son los linfocitos y los anticuerpos (Abbas et al., 2014). En contraste con
la inmunidad innata, esta respuesta se caracteriza por la especificidad y
la capacidad de generar memoria inmunoldgica. Entender este ultimo
mecanismo se ha convertido en un verdadero reto para los investiga-
dores y una limitante para generar vacunas que protejan a la glandula
mamaria de infecciones (Schukken et al., 2011).

La evidencia ha demostrado que la inmunidad protectora de la glandula
mamaria es de vida corta y generalmente desaparece en semanas (Petzl
et al,, 2017; Schukken et al., 2011). En humanos se ha observado que de-
pendiendo del tipo de linfocito B (LB) activado —marginal o folicular—y
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Figura 2. Principales mecanismos de respuesta de lainmunidad innata y adap-
tativa con los que la glandula mamaria enfrenta las infecciones: 2A. reconoci-
miento de la bacteria; 2B. opsonizacion por anticuerpos y complemento; 2C.
fagocitosis; 2D NETosis; 2E y F. produccién de citoquinas y quimioquinas; 2G.
péptidos o proteinas antimicrobianas.

Fuente: G Torres 2019
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de la naturaleza del Antigeno (Ag) —proteico o lipopolisacaridos (LPS)—
se desencadena una respuesta humoral que perdura o no en el tiempo. Si
se activan los LB marginales o el Ag es diferente a una proteina, se genera-
ran células plasmaticas (CP) de corta vida que van a producir Anticuerpos
(Ac) de baja afinidad; mientras que, si se activan los LB foliculares o el Ag
es proteico, se generan CP de larga vida que produciran Ac especificos, los
cuales pueden durar por meses o afos después del estimulo y permiten
reaccionar rapidamente contra el Ag si vuelve a entrar (Abbas et al., 2014).

Los anticuerpos son un componente fundamental de la inmunidad ad-
quirida. Sus funciones son neutralizar, activar el complemento y opso-
nizar (Abbas et al., 2014). Sin embargo, como algunas bacterias pueden
invadir eficientemente las células epiteliales, asi como formar biopelicu-
las, capsulas o quistes intramamarios, se ha propuesto que este tipo de
respuesta no es suficiente ni efectiva para enfrentar estas infecciones,
pues los microorganismos quedan fuera del alcance de las inmunoglo-
bulinas (Gronlund et al., 2006; Atalla et al., 2010).

La IgG es el isotipo predominante en leche de bovinos sanos, especifica-
mente el subtipo IgG1, que alcanza niveles hasta de 100 veces mas altos
que la IgG2 (Pastoret, 1998). Las principales funciones de la IgG son opso-
nizar y activar el complemento, por lo que cumplen un papel importante
en la eliminacién de los microorganismos mediante fagocitosis (Abbas et
al,, 2014). En los estudios donde se ha estimulado el sistema inmune de la
glandula mamaria mediante diferentes vacunas o inmunégenos, se ha ob-
servado el incremento de la IgG1 y de la IgG2 tanto en sangre como en
leche (Schukken et al., 2011). El incremento de la IgG2 se ha relacionado
con el aumento de los neutréfilos, dado que son estos fagocitos las células
con mayor presencia de receptores para la inmunoglobulina (Boerhout et
al, 2016; Herry et al,, 2017). Incluso algunos reportes muestran que la elimi-
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nacion de coliformes en glandula mamaria por medio de PMN fue éptima
cuando los niveles de IgG2 incrementaron dentro de las cuatro horas poste-
riores ala llM, lo cual demuestra laimportancia de estainmunoglobulina en
la respuesta frente a ese grupo bacteriano (Schukken et al., 2011).

Se ha sugerido que el aumento de la IgG en leche se debe a una pérdida
de la integridad de la barrera hemato-lactea, que permite el paso de
las inmunoglobulinas desde la sangre a la leche. (Lehmann, Wellnitz, &
Bruckmaier, 2013).

Una de las vacunas para mastitis bovina mas comercializada es la que
incluye la cepa J5 de E. coli y la cepa SP140 de S. aureus, ambas inacti-
vadas. Los resultados en los animales infectados con S. aureus muestran
principalmente una respuesta TH2, caracterizada por el incremento de la
IgG1. Con E. coli, mediada por una respuesta TH1, se ha observado por el
contrario un incremento de la IgG2 (Piepers et al.,, 2017; Schukken et al.,
2011). Ademas, se ha demostrado con otros inmundgenos que la intensi-
dad de la respuesta puede ser dosis y via dependiente; por ejemplo, en un
estudio donde probaron diferentes vias de inmunizacién contra S. aureus
se observo que la mejor via de aplicaciéon del inmundgeno fue a nivel del
ligamento suspensorio, pues se determind una diferencia en la respuesta
y mayores titulos de IgG1 e IgG2 en suero y leche con respecto a las otras
vias (intranasal, intramuscular e intramamaria) (Boerhout et al.,, 2015).

5. Mecanismos de patogenicidad y evasion
de la respuesta inmune

5.1 Escherichia coli

Las infecciones con E. coligeneralmente son autolimitadas y controladas
por la respuesta inmune; aunque algunas pueden persistir y resultar en
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mastitis cronica (Blum, Heller, & Leitner, 2014; Gomes et al., 2016). La seve-
ridad de la mastitis generada por este bacilo se le ha atribuido principal-
mente a factores del animal; no obstante, hay evidencia que demuestra
que la severidad o intensidad de la respuesta es cepa dependiente (Blum
et al, 2017). Un estudio en el que se compararon a nivel genotipico y fe-
notipico cuatro cepas de E. coli, dos causantes de mastitis aguda (VL2874
y P4), una de mastitis persistente (VL2732) y una aislada del ambiente
(K71), se concluyé que las cepas aisladas de mastitis presentan potencial
patogénico con respecto a la ambiental. Se encontraron marcadores ge-
ndmicos asociados a citotoxicidad en las cepas causantes de mastitis agu-
da; mientras que los asociados a invasién intracelular se identificaron en
la cepa responsable de mastitis persistente. A nivel fenotipico se encontré
que la cepa persistente fue mas versatil en cuanto a metabolismo de nu-
trientes con respecto a las otras cepas patdgenas evaluadas (Blum et al.,
2015; Blum et al., 2014; Gomes et al., 2016; Blum et al., 2017).

5.2 Staphylococcus aureus

El modelo infeccioso y los factores de virulencia de S. aureus han sido
mas estudiados, por lo que en este punto se hace una descripcion mas
detallada de las estrategias que puede emplear el patégeno para res-
ponder y alterar los componentes del sistema inmune mamario.

Las mastitis causadas por S. aureus generalmente evolucionan a infec-
ciones crénicas dificiles de erradicar; hecho que se le ha atribuido a la
capacidad que posee el patégeno para evadir y manipular la respues-
ta inmune a través de los multiples factores de virulencia reportados
(Glnther et al., 2017). Los mecanismos con los que S. aureus enfrenta el
sistema inmune de la glandula se pueden dividir en dos categorias: los
que le permiten pasar desapercibido frente a los elementos de alarma
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y aquellos que le ayudan a escapar o manipular el sistema cuando es
reconocido y atacado.

En la primera categoria (Figura 3A), fundamentales para establecer la in-
feccidn, se pueden incluir los mecanismos de invasién celular, la forma-
ciéon de capsulay la produccion de proteinas tipo superantigeno de los
Staphylococcus (Staphylococcal Superantigen-Like - SSLs). S. aureus se ha
considerado un microorganismo extracelular; sin embargo, su habilidad
de invadir y sobrevivir dentro de varios tipos de células ha sido eviden-
ciada en numerosos estudios (Finlay & Cossart, 1997; Kim et al., 2011).
Invadir las células le permite a la bacteria quedar fuera del alcance de
mecanismos efectores importantes de la respuesta inmune, tales como
la fagocitosis y los anticuerpos. Varios elementos se han relacionado con
la capacidad de invasion, entre estos, la expresién de receptores e inte-
grinas, el bloqueo o inactivaciéon de NF-kB (Figura 3A-1), el fenotipo co-
nocido como colonias pequenas variantes (Small Colony Variants - SCV)
(Figura 3A-2), la presencia de polisacaridos capsulares y la formacion de
biopelicula. Algunos estudios demostraron que el bloqueo de la integri-
na a50B1 reduce significativamente la invasion intracelular, al igual que
la expresion de la Proteina asociada a la biopelicula (Biofilm-Associated
Protein — Bap) y la presencia de polisacaridos capsulares (Valle et al.,
2012b; Pohlmann-Dietze et al., 2000; Bardiau etal., 2014). Por el contra-
rio, se ha observado que cuando la bacteria presenta el fenotipo de SCV
es mas eficiente para ingresar que el fenotipo normal (Atalla et al., 2008)
(Figura 3A-2).

Con respecto a la capsula, se han descrito alrededor de 11 polisacaridos
capsulares, el CP5 y el CP8 son los mas frecuentes tanto en humanos
como en bovinos. Esta estructura le confiere a la célula bacteriana pro-
teccién frente al reconocimiento y la fagocitosis, debido a que no per-
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mite la unidn de PRRs y opsoninas a sus moléculas blanco (Figura 3A-3).
Las SSLs pueden variar entre cepas, sin embargo, la evidencia indica que
los genes ssl1, ssl2, ssI3, ssl11, ssl12, ssl13, ssI14 son frecuentes entre to-
dos los aislados. Uno de los polisacaridos mas importantes es el SSL3,
dado que puede unirse a los TLR2 expresados en las células epiteliales e
inmunes para bloquear el reconocimiento de la bacteria (Yokoyama et
al., 2012; Thammavongsa et al., 2015) (Figura 3A-4).

En cuanto a los mecanismos que componen la segunda categoria (Fi-
gura 3B), claves para mantener la infeccién después de reconocida, se
pueden dividir en cinco grupos: i) los factores que intervienen con la
guimioatracciéon y migracion de neutréfilos; ii) los factores que inhiben
el accionar de los neutroéfilos y del complemento; iii) los factores de des-
truccion celular; iv) los factores con los que se aisla del entorno y v) los
factores que alteran la inmunidad adaptativa.

i) Factores que intervienen con la quimioatracciéon y migracion de
neutrofilos

El Staphylococcus aureus puede afectar estos procesos, fundamentales
en el control de la infeccién, a través de la secrecién de algunas SSLs o
por proteinas inhibitorias de la quimioatraccién (Chemotaxis Inhibitory
Protein of S. aureus - CHIPS). El patégeno puede alterar la generacion de
las moléculas C3a y C5a del complemento, importantes quimiotacticos
de células fagociticas, al no permitir que se active el sistema fuente de
estos componentes. Por ejemplo, la SSL7 y la SSL10 (Figura 3B-1) tie-
nen la capacidad de secuestrar inmunoglobulinas mediante la unién a
la fraccion Fc para que no puedan activar el complemento por la via
clasica o puede bloquear las tres vias al inactivar directamente los fac-
tores C3 y C5 (Thammavongsa et al., 2015). En caso que se activen las
vias del complemento y se produzca el quimioatrayente C5a, la bacteria
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puede bloquear su funciéon mediante las CHIPS (Figura 3B-2) (Postma et
al., 2004). La adhesion al endotelio y migracién de los neutréfilos puede
seralterada porlaSSL5ylaSSL11, quienes se adhieren a la glicoproteina
PSGL-1, presente en las membranas de los fagocitos, y no permiten su
unién con la P-selectina, molécula expresada en el endotelio del hués-
ped y clave para la adhesién y posterior migracién de los leucocitos al
sitio de la infeccion (Bestebroer et al., 2007).

ii) Factores que inhiben el accionar de los neutréfilos
y del complemento

La sola fagocitosis de S. aureus no garantiza su eliminacién, pues la bac-
teria posee varias estrategias con las que puede alterar los mecanismos
efectores de este proceso (Figura 3B-3). Frente a las especies reactivas del
oxigeno (ROS) como el peréxido de hidrégeno, emplea elementos antioxi-
dantes, tales como el pigmento estafiloxantina y la catalasa; mientras que
contra el superoxido utiliza las superéxido dismutasas (SodA and SodM)
(Liu et al.,, 2005; Cosgrove et al., 2007; Karavolos et al., 2003). La bacteria
produce flavohemoglobina y Lactato deshidrogenasa como respuesta al
oxido nitrico. Incluso puede inhibir la desgranulacién al incrementar la
concentracion extracelular de Adenosina mediante la enzima catalitica de
superficie Adenosin sintetasa A (AdsA). La Adenosina producida se une a
su receptor en la membrana del fagocito y desencadena una cascada de
senalizacién anti-inflamatoria que bloquea la liberacion de los granulos
dentro del fagosoma (Thammavongsa et al., 2009). Otra de las estrategias
es modificar quimicamente el peptidoglicano (acetilacién) para generar
resistencia frente a la lisozima y péptidos antimicrobianos (Bera et al.,
2005). Con respecto a las NET, esta bacteria las evade mediante DNasas,
enzimas que le permiten degradar este material antes de que sufra dafio
(Thammavongsa et al., 2013) (Figura 3B-4).
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Ademas de la SSL7 y el SSL10, descritas anteriormente, S. aureus presenta
otros mecanismos con los que también puede afectar el sistema del com-
plemento. La Aureolisina (Aur), una metaloproteasa dependiente de Zinc
y secretada por la bacteria, puede degradar el factor C3, por lo que no se
van a generar las fracciones encargadas de la quimioatraccién (C3ay C5a),
la opsonizacién (C3by C5b) y el complejo de ataque a la membrana, obje-
tivo final de este sistema (Laarman et al., 2011) (Figura 3B-5). Otra manera
de afectar dicho sistema es inhibiendo la C3 covertasa (C3c) por medio
del inhibidor del complemento (SCIN) que en condiciones normales es
la responsable de fragmentar C3 en C3a y C3b dos productos claves en el
proceso. Sin embargo, al igual que con la Aur, el mecanismo de S. aureus
bloquea todo lo que dependa de la activacién y correcto funcionamiento
de estas moléculas (Rooijakkers et al., 2005) (Figura 3B-6).

La destruccion de diferentes tipos de células inmunes estd mediada ba-
sicamente por toxinas, especialmente, por las B-toxinas formadoras de
poro (B-PFTs) (Figura 3B-7). Las mas representativas de este grupo son la
a-Hemolisina (Hla) y las leucocidinas. Todas las cepas pueden producir al
menos tres leucocidinas (Luk): y-Hemolisina AB (HIgAB), HLgCB y la Leuco-
cidina AB (LukAB); mientras que la produccion de la LUKED es cepa depen-
diente. La Hla forma un anillo heptamérico y las Luk uno octamérico que
contienen un poro central, con el cual debilitan la membrana de la células
blanco hasta causarles lisis osmotica (Heuck et al., 2001; Miles et al., 2002).

iii) Factores que la aislan y protegen del entorno

La formacion de biopelicula y de abscesos son los principales represen-
tantes de este grupo (Figura 3B-8). La biopelicula es considerada un fac-
tor de virulencia que le confiere ventajas a los patégenos causantes de
mastitis, debido a que les facilita su persistencia en glandula mamaria.
De hecho, diferentes autores en los Ultimos afos se han interesado en
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la formacion de biopelicula, pues esta estructura le permite a la bacteria
evadir la respuesta inmune e incrementar la tolerancia frente a los dife-
rentes agentes antimicrobianos, por lo que estas infecciones serdn mas
dificiles de eliminar (Gomes et al., 2016). Se ha descrito que alrededor
del 40% de las mastitis corresponden a casos que no resolvieron con
los tratamientos antibiéticos aplicados (Hillerton & Kliem, 2002). Cuan-
do las bacterias forman biopelicula pueden tolerar 10 veces o mas la
concentracion de antibiéticos requerida para eliminarla en condiciones
normales y tampoco son accesibles a la opsonizacion y fagocitosis, pro-
cesos que son fundamentales para la eliminacion de las infecciones ma-
marias (Donlan & Costerton, 2002; Gomes et al., 2016).

Las biopeliculas son ampliamente definidas como un grupo de células
inmersas en una matriz que estas mismas forman. La formacién de bio-
pelicula es un proceso dindmico e inicia con la adhesion de la bacteria
a la superficie viva, que en este caso serian las CEM, mediante las di-
ferentes proteinas de superficie descritas. Posteriormente, las bacterias
se multiplican y forman varias capas de células. Al tiempo en que estas
se multiplican, se van generando los componentes que conforman la
matriz en la cual quedaran inmersas las células bacterianas y demas ma-
terial proveniente del medio ambiente. Ademas, durante la formacién
de la biopelicula se crean en su interior canales por donde van a fluir
elementos indispensables para la supervivencia de las bacterias, tales
como el oxigeno, metabolitos y nutrientes. Conformada la biopelicula,
las bacterias alli contenidas generan una ruptura de la estructura me-
diante enzimas liticas para poder liberarse y colonizar otras areas (Go-
mes et al., 2016; McCarthy et al., 2015).

El Staphylococcus aureus es uno de los patdgenos mas aislados de las [IM
a nivel mundial y una de las bacterias con mayor capacidad de formar
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biopelicula sobre superficies vivas e inertes (Keefe, 2012; Gomes et al.,
2016). Esta bacteria puede formar dos tipos de biopeliculas: una donde
la matriz tiene como base el polisacarido de adhesién intercelular (PIA)
y la otra a base de proteinas. La primera es conocida como dependien-
te de PIA y codificada por el operén ica; la segunda es conocida como
independiente de PIA, codificada por gen bap y asociada también a la
meticilino resistencia (McCarthy et al., 2015).

Entre los mecanismos de formacién de biopelicula el mas estudiado ha
sido el dependiente de PIA. En este se produce basicamente el polisacari-
do poli-N-acetilglucosamina (PNAG), también conocido como PIA, el cual
es codificado por el operén ica. El operdn esta compuesto por cinco genes:
cuatro (A, D, B, C) codifican para las proteinas involucradas en la biosinte-
sis y exportacion de PIA a la superficie de la pared bacteriana, el quinto (R)
codifica para un regulador transcripcional. Las proteinas codificadas por
los genes icaA, icaD e icaC corresponden a proteinas transmembrana. La
proteina producto del gen icaA tiene actividad glicosiltransferasa y es la
responsable de la sintesis del polisacarido; en este proceso también inter-
viene el producto del gen icaD. Inmediatamente el polisacarido alcanza
un tamano maximo de 20 residuos, el producto derivado del gen icaC lo
transloca a la superficie celular; sin embargo, para que el polisacarido for-
mado se desprenda de la bacteria y quede totalmente sobre su superficie,
este debe ser deacetilado por el producto del gen icaB (O’'Gara, 2007). El
PIA formado queda con una carga neta positiva que promueve la agrega-
cion intercelular y la unién de la bacteria a la superficie inerte (Rohde et
al., 2010). La mayoria de las cepas de importancia clinica son portadoras
del operén ica (Fowler et al., 2001; Cucarella et al., 2004).

Uno de los primeros reportes de formacion de biopelicula indepen-
diente de PIA en S. aureus fue realizado precisamente en un aislado de
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mastitis bovina, en el cual se identificé Bap (Cucarella et al., 2001). Esta
proteina tiene un tamafo de 2.276 aminodacidos y permite la unién a las
superficies y la adhesion intercelular.

Bap es codificada por el gen bap, el cual hace parte de un transposén
que se inserta en la isla de patogenicidad SaPIbov2; su insercion inclu-
so remplaza algunos genes que codifican para toxinas (Cucarella et al.,
2004). La evidencia sugiere que el gen bap se puede transmitir entre
cepas mediante transferencia horizontal de genes (Tormo et al., 2005). A
la fecha, el gen bap solo se ha encontrado en cepas aisladas de bovinos
y su frecuencia entre las cepas puede variar por regiones o paises. Un es-
tudio demostré que cuando las cepas portan este genotipo son menos
invasivas, debido a que Bap bloquea la interaccion de las FnBP con su
ligando (fibronectina), proceso fundamental para que la bacteria pueda
ingresar a la CEM (Cucarella et al., 2002; Valle et al., 2012b).

Otro de los mecanismos que se ha relacionado con la formaciéon de bio-
pelicula independiente de PIA es la Meticilino resistencia en S. aureus
(McCarthy et al., 2015). Algunos estudios han mostrado que las cepas
resistentes a la Meticilina expresan el fenotipo proteico; las cepas sen-
sibles presentan el fenotipo PIA dependiente (McCarthy et al., 2015). Se
ha demostrado que en cepas de S. aureus Meticilino resistentes el ope-
rén ica puede estar presente y expresado, pero el PIA no se produce
(O’Neill et al., 2007). El operdn ica en estos casos puede estar reprimido
mas de 300 veces en comparacion con las cepas Meticilino sensibles, lo
que conlleva a la formacién de una biopelicula a base de proteinas.

Por otra parte, los abscesos son comunidades bacterianas que se prote-
gen dentro de una pseudocéapsula formada a base de depésitos de fibri-
nay rodeada de capas de células inmunes muertas. Esta estructura evita
la entrada de fagocitos y promueve la supervivencia dentro de la lesion.
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Figura 3. 3A. Mecanismos que emplean las bacterias para evadir o retrasar su
reconocimiento por parte del sistema inmune: invasion celular (3A-1); feno-
tipo SCV (3A-2); presencia de capsula (3A-3); produccion de SSLs (3A-4). 3B.
Mecanismos con los cuales las bacterias evaden o manipulan la respuesta in-
mune desencadenada después de reconocidas: alteracion de la quimioatrac-
cién y migracién de los neutréfilos (3B-1 y 3B-2); inhibicién de la fagocitosis
y del complemento (3B-3, 3B-4, 3B-5 y 3B-6); destruccion de células (3B-7);
aislamiento del entorno (biopeliculas) (3B-8).

Fuente: G Torres 2019
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Su formacién esta mediada por la Deoxiadenosina generada durante la
degradacion de las NET a través de nucleasas secretadas por la bacteria.
Esta Deoxiadenosina desencadena la apoptosis de los macréfagos que
rodean al patégeno, por lo que las células muertas terminan aislandola
de su entorno (Thammavongsa et al., 2013).

iv) Factores que alteran la inmunidad adaptativa

El Staphylococcus aureus también puede interferir con los mecanismos
efectores de lainmunidad adaptativa. En este proceso participan bésica-
mente superantigenos y la Proteina A (SpA). SpA, expresada y secretada
por todas las cepas de interés clinico, tiene la capacidad de unirse tanto a
la fraccién Fc como a la fracciéon Fab de las inmunoglobulinas. De acuer-
do a la evidencia, cuando se une a la fraccién Fab de la IgM de superficie
de los Linfocitos B desencadena apoptosis, mientras que, cuando suce-
de en los plasmoblastos, el resultado es la produccién de anticuerpos no
especificos debido a que altera la hipermutacion somatica (Goodyear &
Silverman, 2004; Thammavongsa et al., 2015). Por otra parte, la respuesta
de los LT también se ve afectada por superantigenos. En este caso, los
superantigenos interfieren entre las células presentadoras de antigenos y
los LT ayudadores, pues se unen a los receptores involucrados en esta, al
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC II) y a los receptores de las
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células T (TCR), lo que desencadena una respuesta no especifica para el
patégeno (Jardetzky et al., 1994; Thammavongsa et al., 2015).
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¢{Cémo se desarrolla la glandula?, ;c6mo empieza la produccion de
calostro y la secrecidn de leche?, ;c6mo entra en latencia la glan-
dula y posteriormente reinicia el ciclo lactogénico?, ;cémo se
relaciona la glandula con el medio externo y en particular con los
microorganismos potencialmente patégenos? A través del curso
de posgrado “Fisiologia de la Lactancia” y ahora con este libro, el
grupo de investigacion Biogénesis de la Facultad de Ciencias Agra-
rias de la Universidad de Antioquia ha estado contribuyendo a
responder a estas y otras preguntas relacionadas con el funciona-
miento celular y molecular de la glandula mamaria, que es parte
del sistema reproductivo y elemento fundamental de la industria

lactea.

Este libro pretende llenar una necesidad sentida de la comunidad
académica nacional, asi como contribuir a la educacién continua
de médicos veterinarios y zootecnistas, particularmente en aspec-

tos patoldgicos y productivos.
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