Revista FAVE - Ciencias Veterinarias 6 (1-2) 2007 ISSN 1666-938X

Actualizacién

INDUCCION DE MUERTE CELULAR EN LAS
INFECCIONES INTRAMAMARIAS

DALLARD, B. E*

RESUMEN

La mastitis es una reaccion inflamatoria de la glandula mamaria causada normalmente por infec-
cidn microbiana y esta reconocida como la enfermedad mas costosa del ganado lechero. El dafio en
el tejido mamario puede estar inducido por dos mecanismos principales, necrosis o apoptosis. Estas
dos formas de muerte de las células pueden ser distinguidas por cambios morfolégicos, bioquimi-
cos y moleculares en las células agonizantes. Tanto los factores bacterianos como las reacciones
inmunes del hospedador contribuyen al dafio del tejido epitelial. La mastitis se caracteriza por un
influjo de células somaticas, principalmente neutrdfilos polimorfonucleares (PMNs), dentro de la
glandula mamaria. La migracion de células inmunes, la ruptura de la barrera sangre-leche y el dafio
en la membrana basal conducen a la muerte de la célula epitelial. El esclarecimiento de los cambios
bioquimicos y celulares que ocurren en la glandula durante la mastitis permitira proponer medidas
para manipular las funciones mamarias a los efectos de minimizar el dafio en el tejido.
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SUMMARY

Cellular death induction in mammary infections.

Mastitis is an inflammatory reaction of the mammary gland that is usually due to a microbial
infection and is recognized as the most costly disease in dairy cattle. The mammary tissue damage
has been shown to be induced by either apoptosis or necrosis. These two distinct types of cell death
can be distinguished by morphological, biochemical and molecular changes in dying cells. Both
bacterial factors and host immune reactions contribute to epithelial tissue damage. Mastitis is cha-
racterized by an influx of somatic cells, primarily polymorphonuclear neutrophils (PMNs), into the
mammary gland. The immune cells migrating into the mammary gland, breakdown of the blood-milk
barrier and damage of the extracellular matrix can lead to death of epithelial cells. Understanding
the biochemical and cellular changes that occur in the gland during mastitis will ultimately lead to
means of manipulating mammary functions to minimize the damage from mastitis.

Key words: bovine, mammary gland, mastitis, apoptosis, tissue damage.
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INTRODUCCION

La mastitis bovina es una enfermedad con
alta prevalencia en los sistemas productivos
lecheros, especialmente cuando los animales
sufren estrés y es reconocida como la en-
fermedad mas costosa del ganado lechero
(Kehrli & Harp, 2001). Las pérdidas pro-
vienen de la disminucion de la produccion
(Beck et al., 1992; Lescourret & Coulon,
1994), el tratamiento antibiético, el descarte
de la leche o la disminucién del precio de la
misma, el incremento del tiempo y trabajo
de ordefio, el secado prematuro, la pérdida
de la condicién corporal, el alargamiento
del intervalo parto-parto, hasta la muerte de
animales (Mol, 2000).

La mastitis subclinica es la principal for-
ma de mastitis en los sistemas productivos
lecheros modernos, afectando del 20 al 50
% de las vacas (Wilson et al., 1997; Pitkala
etal., 2004). Los costos de las pérdidas oca-
sionadas por la mastitis subclinicas son muy
dificiles de cuantificar, pero muchos expertos
coinciden en que los costos promedios son
mayores que los causados por la mastitis
clinica. Asumiendo una prevalencia del
45% de mastitis subclinica en un rodeo, los
costos de las pérdidas han sido estimados en
rangos de U$S 180 a 320 por animal (Wil-
son et al., 1997). Un 70 % de estos se han
asociado con reduccion en la produccion de
leche y una gran parte provienen de dafios
irreversibles en el tejido mamario (Oliver
& Calvinho, 1995). Aungue los antibi6ti-
cos han sido ampliamente utilizados para
tratar las infecciones intramamarias, €stos
no protegen en forma directa contra el dafio
tisular inducido.

Esta revision es una complicacion de los
hallazgos mas relevantes relacionados con
las lesiones en el tejido mamario bovino
durante la mastitis. Se describen los aspectos
moleculares relacionados con la muerte de

las células epiteliales alveolares y la respues-
ta del hospedador.

ASPECTOS GENERALES A CER-
CA DE LA MASTITIS

La susceptibilidad de la glandula mamaria
bovina a las nuevas infecciones intrama-ma-
rias (11M) aumenta marcadamente durante la
involucién temprana y durante el periparto
(Oliver & Sordillo, 1989). Durante la invo-
lucion temprana de la glandula mama-ria,
comienzan a aumentar significativamente
algunas proteinas defensivas, como la
lactoferrina e inmunoglobulinas, asi como
células del sistema inmune; sin embargo, la
aparicion de nuevas IIM se ve favorecida en
esta etapa (Oliver & Mitchel, 1983). Esto se
debe fundamentalmente al gran volumen de
leche acumulado, la falta de remocion de la
leche y a la escasa concentracion de los sis-
temas defensivos durante los primeros dias
de este periodo (Oliver & Sordillo, 1989).
Durante el periparto, el estrés producido por
la prefiez y el parto estimula la produccion
de una variedad de hormonas que tienen im-
portantes efectos sobre la respuesta inmune.
Un grupo de estas hormonas de estrés que
regulan la funcién inmune son conocidas
como corticoesteroides. Dentro de ellos,
los glucocorticoides (dexametasona) pue-
den disminuir el namero, la distribucion y
funcion de los leucocitos en sangre bovina
(Waller, 2000).

Los patdgenos cominmente aislados de
leches con mastitis pueden ser clasificados
como microorganismos no contagiosos (la
mayoria ambientales) y contagiosos. Los
primeros incluyen Streptococcus uberis,
Streptococcus dysgalactiae sp., Escherichia
coli (E. coli) y especies de Staphylococcus
coagulasa negativo, mientras que los segun-
dos incluyen a Staphylococcus aureus (S.
aureus) y Streptococcus agalactiae (Kerro
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Dego et al., 2002).

La glandula mamaria esta protegida por
una variedad de mecanismos de defensa
que pueden ser separados en dos categorias
diferentes: inmunidad innata e inmunidad
especifica. La primera de ellas, también
conocida como natural o no especifica, es
el sistema de defensa predominante durante
el estadio temprano de la infeccidn. La res-
puesta no especifica esta presente o se activa
rapidamente en el sitio de infeccién por
numerosos estimulos, pero no aumenta con
la exposicion repetida al mismo antigeno.
Si el mecanismo de defensa no especifico
funciona adecuadamente, muchos patégenos
son eliminados rapidamente y antes que la
respuesta inmune especifica se active. La
eliminacioén répida del patégeno con fre-
cuencia no resulta en cambios en la calidad
de la leche o produccion. Las defensas no
especificas o innatas de la glandula mamaria
estan mediadas por las barreras fisicas del
pezon, macrofagos, neutrofilos, células na-
tural killer (NK) y ciertos factores solubles
(Sordillo & Streicher, 2002).

Si el patégeno es capaz de evadir el siste-
ma de defensa innato o no es eliminado, el
sistema de defensa de la inmunidad adqui-
rida es activado. La respuesta inmune ad-
quirida reconoce determinantes antigénicos
especificos del patdogeno. Si el hospedador
debe enfrentar al antigeno mas de una vez,
un estado elevado de reactividad inmune
puede ocurrir como consecuencia de la me-
moria inmunologica. En comparacion con la
primera exposicion al antigeno bacteriano, la
respuesta de memoria puede ser mucho mas
rapida, considerablemente mas fuerte, mas
duradera y con frecuencia mas efectiva en
remover o eliminar al patégeno. Los proto-
colos de vacunacion se basan en los rasgos
unicos de la respuesta inmune especifica
(Sordillo & Streicher, 2002).

El canal del pezdn es considerado la pri-

mera linea de defensa contra la mastitis, ya
que ésta es laruta a través de la cual invaden
los patdgenos. Esté cubierto con queratina la
cual es crucial para mantener la funcién de
barrera fisica y quimica contra los patdgenos
(Capuco et al., 1992). Las bacterias pueden
escapar a los mecanismos de defensa natura-
les por multiplicacion a lo largo del canal del
pezon (especialmente después del ordefio),
0 por propulsion dentro de la cisterna de la
glandula por fluctuaciones en el vacio de la
maquina de ordefiar. La infeccion se estable-
ce luego de que la bacteria gana la entrada a
la glandula mamaria via el canal del pezon.
Luego de que la bacteria supera las defensas
anatémicas debe evadir los mecanismos de
defensa celular y humoral de la glandula
mamaria para que la infeccion aparezca
(Sordillo & Streicher, 2002)

Si lainfeccion no es eliminada, los niveles
bacterianos en la glandula mamaria aumentan
hasta un punto donde sus toxinas o reaccion
inducida en el huésped comienzan a dafiar
el epitelio mamario. Si la infeccion persiste,
el nimero de células sométicas en leche se
incrementa y concomitantemente el dafio
en el tejido empeora considerablemente. El
alvéolo, en el lobulillo mamario, comienza
a perder su integridad estructural y se rompe
la Ilamada barrera sangre-leche. Esto lleva a
que el fluido extra celular se acumule en la
glandula y se mezcle con la leche. En este
punto comienzan a ocurrir cambios visibles
en la leche y en la ubre. Estos cambios in-
cluyen tumefaccion externa, enrojecimiento
de la gladndula y coagulos en la leche. En
resumen, las células epiteliales mamarias
pueden ser dafiadas durante la [1M por: 1) li-
beraci6n de una gama de productos celulares
y extracelulares producto de los patégenos
bacterianos; 2) liberacién de enzimas lisoso-
males y productos oxidativos provenientes
de los fagocitos durante la fagocitosis de
los organismos invasores y 3) liberacién de
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proteasas y citoquinas durante la respuesta
inmune (Zhao & Lacasse, 2007).

APOPTOSIS Y NECROSIS

Se han descrito dos formas de muerte
celular: necrosis y apoptosis. Las mismas
se distinguen por los cambios morfoldgicos,
bioquimicos y moleculares que ocurren en la
célula agonizante (Fink & Cookson, 2005).

La muerte celular programada o apoptosis
es un proceso fisioldgico en el cual estimu-
los del desarrollo o ambientales activan un
programa genético para llevar a cabo una
serie especifica de eventos que culminan
en la muerte celular, sin alteraciones de la
arquitectura o de la fisiologia tisular (Hoc-
kenbery, 1995). El proceso de apoptosis
fue inicialmente distinguido de la necrosis
en base a la ultraestructura celular (Kerr et
al., 1972).

La apoptosis es una forma de muerte
celular ATP dependiente, caracterizada
morfolégicamente por condensacion de la
cromatina, fragmentacion nuclear y disminu-
cién del tamafio de la célula (Granville et al.,
1998; Reed, 2000). El resultado final de la
apoptosis es la fragmentacion de la célulaen
cuerpos apoptoticos limitados por membrana
que son rapidamente removidos por células
fagociticas (Sladek & Rysanek, 2000).

Los cambios nucleares son los rasgos mas
caracteristicos de la apoptosis: la cromatina
se condensa en la periferia por debajo de
la membrana nuclear en masas densas bien
definidas. Posteriormente, se produce la
fragmentacion del ADN nuclear en multi-
plos de 200 pares de bases (pb) debido a la
activacion de una endonucleasa sensible al
Ca+2 que rompe el ADN internucleosomal.
Luego, se produce el desensamblaje y for-
macion de vesiculas rodeadas de membrana
denominadas “cuerpos apopt6ticos” que se

componen de citoplasma y organulos muy
agrupados, pudiendo contener también frag-
mentos nucleares (Kanzler & Galle, 2000).
Estos cuerpos apoptéticos son fagocitados
por las células sanas adyacentes del parén-
quima o por macréfagos, donde se degradan
con rapidez dentro de los lisosomas, gracias
asu actividad enzimatica. Seguidamente, las
células adyacentes migran o proliferan reem-
plazando asi el espacio ocupado por la célula
apop-tética suprimida (Cohen, 1993).

Bioquimicamente, la apoptosis se caracte-
riza por activacion de las caspasas, proteasas
altamente especificas que activan sustratos
intracelulares. Se han descrito dos clases
de proteasas especializadas, las cas-pasas
iniciadoras (caspasas 2, 8, 9 y 10) vy las
caspasas efectoras (caspasas 3, 6 y 7). Las
caspasas iniciadoras se activan después de
un estimulo apoptdtico por autopro-teolisis.
Las caspasas efectoras o ejecutoras se ac-
tivan por las caspasas iniciadoras en una
cascada amplificadora. La activacion de la
ola de caspasas inicia una cascada proteoli-
tica que lleva a la fragmentacién del ADN
y al clivaje de proteinas reguladoras claves
que llevan a la muerte celular (Chang &
Yang, 2000).

La apariencia escalonada del ADN oli-
gonucleosomal en geles de agarosa ha sido
extensamente utilizada para detectar apop-
tosis. El desarrollo de la técnica de TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP nick end labelling) permitid
la marcacion enzimatica de la ruptura de las
cadenas de ADN Yy la deteccion de apoptosis
en los tejidos. Ademas, la pérdida de la asi-
metria en los fosfolipidos de las membranas
celulares llevo a la utilizacion de anexina-V
como marcador de apoptosis en suspensiones
de células. Esta proteina se une al fosfolipi-
do fosfatidil serina, el cual queda expuesto
en la cara externa de la membrana cuando
comienza el proceso de apoptosis. Por otra
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parte, caspasas especificas o el clivaje de
sustratos especificos de las caspasas han sido
también explorados para detectar apoptosis
(Zhao & Lacasse, 2007).

En contraste con la apoptosis, la muerte
por necrosis es un proceso independiente
de energia que implica una hinchazén de
la célula y de sus organulos intracelulares,
con lo que esta pierde la integridad de la
membrana, alterandose la regulacion de la
homeostasis iénica. El proceso culmina con
la ruptura de la membrana plasmaética y la
consecuente liberacion al espacio extracelu-
lar de su contenido intracelular y disolucién
de los orgéanulos, lo que convierte a la célula
en una masa de desechos. A diferencia de la
apoptosis, la necrosis produce una respuesta
inflamatoria localizada que puede causar un
mayor dafio al tejido (Majno & Joris, 1995,
Reed, 2000).

La aparente claridad de las diferencias
entre apoptosis y necrosis muchas veces ha
sido sobre simplificada. Por ejemplo, los
cuerpos apoptoéticos, asi como los restos
de fragmentos celulares si no son rapida-
mente removidos por fagocitos o células
vecinas, finalmente aumentaran de tamano
hasta lisarse. Este proceso se conoce como
necro-sis secundaria. Ademas, la interco-
nexion positiva o negativa entre autofagia y
necrosis agrega complejidad adicional a la
investigacion de la apoptosis (Gozuacik &
Kimchi, 2004).

La citotoxicidad también ha sido comun-
mente usada en la literatura para describir el
dafio del tejido mamario, pero no como un
mecanismo celular especifico, sino como in-
dicador de las propiedades de un compuesto
quimico o mediador en la muerte celular.
Existen muchas pruebas disponibles para
medir citotoxicidad en un tejido, y muchas
de ellas se basan en el incremento de la
permeabilidad de la membrana plasmatica
o de la absorcion de colorantes por parte de

las células muertas o agonizantes. Los resul-
tados de las pruebas de citotoxicidad varian
considerablemente segln la metodologia
utilizada (Fellows & O’Donovan 2007). En
general, los métodos para medir citotoxici-
dad pueden ser usados para detectar necrosis
y apoptosis en estadio avanzado, pero no
en un estadio temprano. Especificamente,
en estudios en glandula mamaria bovina,
la actividad de las enzimas lactato deshi-
drogenasa y N-acetil-D-glucosaminidasa
(NAGasa) ha sido usada comUnmente como
marcador de dafio tisular. La enzima lactato
deshidro-genasa se encuentra presente en
forma estable en el citoplasma de todas
las células y cuando la membrana celular
se dafia, se libera rapidamente al exterior.
La NAGasa se localiza en el interior de los
lisosomas en células epiteliales mamarias
y es liberada cuando las células se dafian
(Kitchen et al., 1980).

CAMBIOS HISTOPATOLOGICOS
DURANTE LA MASTITIS
CAUSADA POR STAPHYLOCOC-
CUS AUREUS

Analisis histologicos han sido extensa-
mente usados desde 1970 y contindan siendo
atiles en la actualidad para evaluar el dafio
en el tejido secretor de la glandula mamaria
bovina causado por la mastitis. Benites et al.
(2002) examinaron los cambios histopato-
I6gicos causados por microorga-nismos en
el parénquima mamario de vacas lecheras.
En ese estudio, de todas las muestras de las
cuales fueron aislados microorga-nismaos,
s6lo el 3.1% no mostr6 cambios histoldgicos.
El restante 96.9% de las muestras mostraron
respuesta inflamatoria (edema, dafio de las
células epiteliales mamarias, infiltracion de
PMN y/o procesos de reparacion tisular).
Estos resultados indican claramente que la
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presencia de microorganismos esta asociada
con dafio tisular.

Uno de los tipos mas comunes de mastitis
cronica es la causada por S. aureus. La res-
puesta histopatoldgica del tejido lactante en
mastitis naturales o experimentales causadas
por S. aureus fue extensivamente estudiada
durante 1970 y 1980. Chandler & Reid
(1973) examinaron muestras de parén-quima
mamario de vacas lactantes infectadas natu-
ralmente con S. aureus y reportaron una ma-
siva infiltracion de PMN y necrosis del tejido
secretorio. Ademas, Heald (1979) demostro
que el tejido mamario de vacas lactantes
inoculadas con S. aureus presentaba menor
sintesis y secrecion de leche, lo que fue
evidenciado por mas estroma interalveolar
y epitelio alveolar involucio-nado y menos
espacios luminales alveolares comparado
con controles contralaterales no infectados.
Ademas, estos cambios se asociaron con
reemplazo del tejido secretorio por tejido no
secretorio (Nickerson & Heald, 1981). En
forma similar, un estudio con vacas secas,
reveld que cuartos infectados con S. aureus
mostraban un mayor grado de involucion
mamaria con mayor proporcion de estroma
interalvolar y menor proporcién de limenes
alveolares comparados con cuartos no infec-
tados (Sordillo & Nickerson, 1988).

Finalmente, un estudio llevado a cabo en
hembras bovinas por Trinidad et al. (1990)
mostré que glandulas mamarias infectadas
con S. aureus también exhibieron menos
epitelio alveolar y lumenes alveolares
pero mayor estroma interalveolar que los
controles. En base a estos resultados, se ha
concluido que la infeccién por S. aureus
causa necrosis del tejido secretor y el tejido
secretorio dafiado es reemplazado por tejido
no secretor.

En contraste con lo observado en los estu-
dios anteriores, resultados recientes obteni-
dos sobre glandulas mamarias crénica-mente

infectadas con S. aureus y no infectadas a
los 7, 14 y 21 dias la involucion, mostraron
que los porcentaje de area ocupada por es-
troma en cuartos mamarios infectados con
S. aureus fueron similares a los hallados
en cuartos no infectados durante todos los
periodos evaluados con una firme tendencia
aaumentar con el progreso de la involucién.
Las diferencias halladas con respecto a los
porcentajes de estroma reportados por otros
autores podrian estar relacionadas con la
naturaleza de la infeccion de la glandula
mamaria. En los estudios recientes, las vacas
utilizadas estaban cronicamente infectadas
con S. aureus, mientras que en la mayoria
de los estudios mencionados las infecciones
fueron experimentales (Nicker-son & Heald,
1981; Sordillo & Nickerson, 1988; Trinidad
etal., 1990). Ademas, las diferencias podrian
estar relacionadas con la metodologia em-
pleada en el analisis de las imagenes de los
cortes histoldgicos ya que en la actualidad
se emplean programas computarizados que
permiten, sin desvalorizar los métodos ma-
nuales de analisis, obtener una mayor objeti-
vidad en los resultados (Dallard, 2007).

El analisis histopatoldgico de las muestras
de tejido mamario provenientes de cuartos
mamarios crénicamente infectados con S.
aureus, reveld dos tipos de lesiones: focales
y difusas, distribuidas por todo el parénqui-
ma mamario, con pérdida de la arquitectura
de los alvéolos y conductos mamarios, ne-
crosis de las células epiteliales y reemplazo
por gran cantidad de linfocitos, macréfagos,
células plasmaticas y en menor nimero eosi-
néfilos y neutrdfilos. Se observaron abun-
dantes macrofagos con ndcleos globosos
desplazados hacia la periferia y citoplasmas
vacuolados. Algunos alvéolos mostraron sus
limenes reducidos. Se observaron zonas
de hiperplasia de la pared alveolar y de los
conductos excretores compatibles con lesio-
nes cronicas. Por otra parte, en los cuartos
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mamarios no infectados no se detectaron
lesiones aparentes (Dallard, 2007).

APOPTOSIS DURANTE
LA MASTITIS

Existe una significativa correlacion
negativa entre recuento de células somati-
cas (RCS) en leche y produccién de leche
(Raubertas & Shook, 1982). La infeccion
es la razon primaria del aumento del RCS.
Durante las mastitis por S. aureus inducidas
experimentalmente, el dafio extensivo del
tejido es evidente en regiones donde los
neutrofilos parecen atravesar el epitelio
(Harmon & Heald, 1982). El dafio del tejido
y la disminucién en la produccidn de leche
estan asociados con los mecanismos de
defensa inmunoldgica. Procesos relaciona-
dos con la infeccidn bacteriana asi como la
funcién normal de los neutrofilos inducen
muerte celular y efectos perjudiciales en
la secrecidn de leche (Capuco et al., 1986,
Long et al., 2001).

La internalizacion de S. aureus requiere
de la interaccion especifica entre proteinas
de union a fibronectina y la célula del hos-
pedador, probablemente seguida por una
sefial de traduccion que lleva finalmente
a la reorganizacion del citoesqueleto de la
célula hospedadora (Dziewanowska et al.,
1999). El examen con microscopia elec-
trénica de células infectadas reveld que la
bacteria es internalizada via un mecanismo
que involucra la formacion de pseud6podos
por la membrana y luego escapa dentro del
citoplasma debido a la lisis de la membra-
na del endosoma. Dos horas después, las
células muestran desprendimiento de la
matriz, plegamiento de sus membranas y
vacuolizacion del citoplasma; todo lo cual es
indicativo de que las células padecen muerte
celular programada o apoptosis (Bayles et

al., 1998). La internalizacion de S. aureus
por parte de la célula huésped es un com-
ponente importante de la mastitis y de otras
enfermedades causadas por esta bacteria, y
este mecanismo podria proveer proteccién
en contra de las defensas del hospedador y
tratamientos antibioticos.

La apoptosis es el rasgo clave del desa-
rrollo y funcién de la glandula mamariay es
un proceso critico para la renovacion de las
células epiteliales alveolares secretoras de le-
che durante la lactancia e involucién (Capu-
co & Akers, 1999; Capuco et al., 2003). No
obstante, evidencias conclusivas y directas
sobre la participacion de la apoptosis durante
la mastitis han sido estipuladas (Long et
al., 2001). La induccion de apoptosis por
patdégenos bacterianos es un proceso celu-
lar que esta bien establecido o consolidado
(Weinrauch & Zychlinsky, 1999).

La relacion entre mastitis y apoptosis de
las células mamarias fue evaluada in vivo
después de la inyeccion de E. coli dentro de
la glandula mamaria en vacas Holstein en
lactacién (Long et al., 2001). El indice de
apoptosis fue significativamente mayor en
tejido con mastitis comparado con controles
no infectados. Estos resultados concuerdan
con los hallados en un estudio reciente,
donde la apoptosis de las células epiteliales
y estromales fue significativamente mayor
al dia 21 del secado en cuartos cronica-
mente infectados con S. aureus que en no
infectados (Dallard, 2007). En estudios
previos (Long et al., 2001) la infeccidn
despertd un incremento en la expresion de
genes proapoptoticos (Bax e IL-1b-enzima
convertidora), mientras que la expresion de
genes antiapototicos (Bcl-2) se vio dismi-
nuida. Resultados similares a los hallados
en infecciones experimentales con E. coli
fueron obtenidos en un estudio reciente , ya
que los porcentajes de area inmunomarcada
para Bax fueron significativamente mayores
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en cuartos cronicamente infectados con S.
aureus que en cuartos sanos a los 7, 14 y 21
dias del secado (Dallard, 2007).

Long et al. (2001) observaron un incre-
mento en la induccién de metaloproteinasa-9
de la matriz, estromelisina-1 y activador de
plasmindgeno tipo uroquinasa, lo cual indica
degradacion de la matriz extracelular y pér-
dida de células durante la mastitis. Ademas,
el indice de expresion de Ki-67 sugiridé que
la mastitis también incrementa la prolife-
racion celular, tal vez como un mecanismo
reparador. Estos datos concuerdan con
nuestros hallazgos en donde los porcentajes
de marcacion para PCNA (antigeno nuclear
de proliferacion celular) y Ki-67 en cuartos
crénicamente infectados, con S. aureus
fueron significativamente mayores a los
observados en cuartos sanos (Dallard et al.,
2007, Dallard, 2007).

La induccién de mastitis bovina por
Streptococcus agalactiae incrementa la
expresion de marcadores de apoptosis como
RTPM-2 (Sheffield, 1997) y se ha observado
que S. aureus induce apoptosis de una linea
celular epitelial mamaria bovina, células
MAC-T (Bayles et al., 1998, Wesson et al.,
1998). El mecanismo por el cual S. aureus
induce apoptosis de las células epiteliales
mamarias in vitro, involucra la activacion
de la caspasa-8 y -3, dos componentes
clave de la cascada proteolitica que lleva
a la apop-tosis (Wesson et al., 2000). En
cuartos créni-camente infectados con S.
aureus no se observaron diferencias en los
porcentajes de células epiteliales marcadas
para caspasa-3 activa con respecto a los
no infectados, sin embargo, en las células
estromales los porcentajes de marcacion
fueron significativa-mente mayores en in-
fectados que en no infectados a los 7, 14 y
21 dias de la involucion. Esto sugiere que
el mecanismo por el cual S. aureus induce
apoptosis de las células del estroma mamario

in vivo, en concordancia con los trabajos in
vitro, involucra la activacion de la caspasa-3
(Dallard, 2007).

La infeccion de células MAC-T con S.
aureus causa un incremento significativo
en la expresion de citoquinas proinflama-
torias como factor necrosante de tumores-a
(TNF-a) e interleukina-1f (IL-1B), mientras
que la expresion de citoquinas antiinfla-
matorias como factor transformante del
crecimiento-B (TGF-B) e IL-8 permane-
ce inalterada (We-sson et al., 2000). En
concordancia, en glandulas crénicamente
infectadas con S. aureus los porcentajes
de inmunomarcacién para TNF-a fueron
significativamente mayores a los hallados
en cuartos sanos (Dallard, 2007).

CONCLUSIONES

A pesar de los considerables avances
en el entendimiento de la patogénesis de
la mastitis bovina, la enfermedad continda
siendo un problema econémico importante
en la industria lechera del mundo. La so-
lucién ideal al problema de la mastitis es
prevenir que esta ocurra. Sin embargo, ain
con los mejores programas de prevencion y
control la mastitis contindia ocurriendo y los
intentos por reducir las pérdidas economicas
causadas por la misma son a veces un desa-
fio desalentador. Aunque esta aceptado que
los neutroéfilos, las bacterias y las proteasas
y citoquinas contribuyen al dafio del tejido
mamario durante la mastitis, muchos deta-
Iles importantes todavia son desconocidos.
El dafio del tejido mamario durante la 1M
esta probablemente subestimado, debido a
la falta de métodos de deteccion sensibles
y no invasivos. La deteccion temprana de
la 1M es un requisito previo para la inicia-
cion de cualquier medida de intervencién
que minimice el dafio del tejido mamario.
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Los mecanismos responsables del dafio en
el epitelio mamario y en el tejido durante
la mastitis todavia no estan totalmente
entendidos, pero incluyen dos mecanismos
principales, necrosis y apoptosis. El escla-
recimiento de los cambios bioquimicos y
celulares que ocurren en la glandula durante
la mastitis aportara mayor informacion para
manipular las funciones mamarias y asi
minimizar el dafio en el tejido. Ademas del
uso de antibidticos para tratar las mastitis,
otras medidas para la reduccién del dafio en
el tejido pueden ser de valor para disminuir
de manera eficaz las pérdidas ocasionadas
por esta enfermedad.
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