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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue aplicar mediante infusion intrauterina plaquetas
autologas lisadas con ozono para la resolucién de endometritis subclinica en vacas
lecheras. Se realizd en el Distrito de Majes, en un establo lechero de 180 vacas en un
sistema de crianza intensivo, para lo cual se seleccionaron 12 vacas lecheras sin
patologias uterinas (vacas con Utero involucionado y sin secreciones vaginales
anormales) de entre 3 y 4 partos, 130 y 168 DEL, 70 dias IPPS, las cuales mostraron
repeticion de celo (3 y 4 numero de servicios) y con un promedio de produccién de 47
kg de leche al dia; a todas ellas se les tomd una muestra citolégica de endometrio
mediante la técnica de Cytobrush. Los frotis se procesaron con la tincion de Diff-
Quick. Se determind la proporcién de células Polimorfo Nucleares - Neutréfilos
(PMN-N), para determinar la presencia de endometritis subclinica, valores > 4 % de
PMN se consideraron positivos, el porcentaje promedio (PMN-N) hallado fue de 8.22
% con valores extremos de 4.50 % y 22.70 % demostrando que todas las vacas del
estudio fueron positivas a endometritis subclinica. Se extrajo sangre de la vena
coccigea media de cada una de las vacas en tubos de 3.5 mL con citrato de sodio al 3.2
%, del grupo T1 se obtuvo 35 mL, del grupo T2 70 mL, del grupo T3 35 mL y del
grupo T4 70 mL, los tubos con sangre fueron centrifugados a 5000 rpm durante 10
minutos, la centrifugacion permitié separar la sangre para obtener el plasma rico en
plaquetas (PRP), el cual fue recolectado en jeringas de 20 mL con aguja N° 21G X
1'4”, obteniendo de los grupos T1y T3 15 mL de PRP de cada vaca y de los grupos
T3y T4 30 mL de PRP por vaca, el PRP obtenido de cada una se depositd en tubos
Falcon estériles previamente rotulados, se procedié a la ozonificacion del plasma
durante 10 minutos para promover la degranulacion plaquetaria, acentuar la liberacion
de los factores de crecimiento y seguidamente aplicarlo mediante infusion intrauterina.
Se efectud los tratamientos, y los resultados fueron sometidos a la prueba f de Fisher
para comparacion de medias, el porcentaje promedio de PNM-N en el grupo de
tratamiento (T1) vacas tratadas con 5 mL de plaquetas autélogas lisadas con ozono
mediante infusion intrauterina por Unica vez fue de 11,27 %, mientras que en el grupo
(T2) wvacas tratadas con 5 mL de plaquetas autélogas lisadas con ozono mediante
infusion intrauterina 2 veces con un intervalo de 3 dias tuvo una reduccion en el
porcentaje siendo de 1.93 %, en tanto que en el grupo (T3) vacas tratadas con 10 mL

de plaquetas autologas lisadas con ozono mediante infusién intrauterina por Unica vez
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fue de 17,27 % y en el grupo (T4) vacas tratadas con 10 mL de plaquetas autdlogas
lisadas con ozono mediante infusion intrauterina 2 veces con un intervalo de 3 dias fue
de 11,80 %, al comparar los resultados post tratamiento de los 4 grupos segun el
andlisis de la varianza (f = 6.17) muestra que el porcentaje de Polimorfonucleares -
Neutréfilos promedio entre grupos luego de la aplicacion de plaquetas lisadas con
ozono presento diferencia estadistica significativa (P<0.05). Mientras que en la prueba
de Tukey se muestra que el porcentaje de Polimorfonucleares - Neutrofilos promedio
entre grupos luego de la aplicacion de plaquetas lisadas con ozono en la dosis de 5 mL
aplicada 2 veces (T2) presentd6 mayor diferencia en el resultado, en relacion a los
demas grupos en estudio.

Palabras clave: Plaguetas autélogas, endometritis subclinica, cytobrush, infusion
intrauterina.

ABSTRACT

The objective of the present study was to apply by intrauterine infusion autologous

platelets lysed with ozone for the resolution of subclinical endometritis in dairy cows.
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It was carried out in the Majes District, in a dairy barn of 180 cows in an intensive
rearing system, for which 12 dairy cows without uterine pathologies (cows with
regressed uterus and without abnormal vaginal secretions) of between 3 and 4 calvings
were selected. , 130 and 168 DEL, 70 days IPPS, which showed repetition of heat (3
and 4 number of services) and with an average production of 47 kg of milk per day; A
cytological endometrial sample was taken from all of them using the Cytobrush
technique. Smears were processed with Diff-Quick staining. The proportion of
Polymorph Nuclear-Neutrophil cells (PMN-N) was determined, to determine the
presence of subclinical endometritis, values > 4 % of PMN were considered positive,
the average percentage (PMN-N) found was 8.22 % with extreme values 4.50 % and

22.70 % showing that all cows in the study were positive for subclinical endometritis.

Blood was extracted from the middle coccygeal vein of each of the cows in 3.5 mL
tubes with 3.2 % sodium citrate, 35mL was obtained from group T1, from group T2 70
mL, from group T3 35 mL and from group T4 70 mL, the tubes with blood were
centrifuged at 5000 rpm for 10 minutes, centrifugation allowed the blood to be
separated to obtain platelet-rich plasma (PRP), which was collected in 20 mL syringes
with needle No. 21G X 1% ”, obtaining from groups T1 and T3 15 mL of PRP from
each cow and from groups T3 and T4 30 mL of PRP per cow, the PRP obtained from
each one was deposited in previously labeled sterile Falcon tubes, the plasma was
ozonized for 10 minutes to promote platelet degranulation, accentuate the release of
growth factors and then apply it by intrauterine infusion. The treatments were carried
out, and the results were subjected to Fisher's f test for comparison of means, the
average percentage of PNM-N in the treatment group (T1) cows treated with 5 mL of
autologous platelets lysed with ozone by intrauterine infusion by only time was 11.27
%, while in the group (T2) cows treated with 5 mL of autologous platelets lysed with
ozone by intrauterine infusion 2 times with an interval of 3 days had a reduction in the
percentage being 1.93 %, in so much so that in group (T3) cows treated with 10 mL of
autologous platelets lysed with ozone by intrauterine infusion for a single time was
17.27 % and in group (T4) cows treated with 10 mL of autologous platelets lysed with
ozone by intrauterine infusion 2 times with an interval of 3 days it was 11.80 %, when
comparing the post-treatment results of the 4 groups according to the analysis of
variance (f = 6.17), it shows that the percentage of Polymorphonuclear cells -

Neutrophil The average s between groups after the application of ozone-lysed platelets
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showed a statistically significant difference (P <0.05). While the Tukey test shows that
the average percentage of Polymorphonuclear - Neutrophils between groups after the
application of platelets lysed with ozone in the dose of 5 mL applied 2 times (T2)
presented a greater difference in the result, in relation to the other groups under study.

Key words: Autologous platelets, subclinical endometritis, cytobrush, intrauterine
infusion
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I.  INTRODUCCION

Los sistemas ganaderos de produccién lechera persiguen como uno de sus principales
objetivos el de lograr la maxima rentabilidad productiva y por ende econdémica, de sus
hatos en general y de sus vacas en particular. Esta mayor productividad se ve reflejada
como consecuencia de una correcta interaccion de factores principalmente genéticos,
nutricionales, sanitarios, y de manejo. La salud reproductiva constituye el nucleo de
estudio de la mayor parte de las investigaciones por desempefiar un importante rol para

alcanzar una correcta performance reproductival.

Las endometritis en el postparto son enfermedades multifactoriales con gran impacto
econdmico, ya que tanto endometritis clinica como subclinica reducen la eficiencia
reproductiva del ganado lechero?, debido a que las vacas con endometritis subclinica
desarrollan una falla embrionaria temprana por una alteracion en la calidad del embrion®.
En estudios recientes se ha observado que la endometritis subclinica modifica las
concentraciones de esteroides ovaricos afectando la calidad del ovocito, y esto podria
explicar en parte, las tasas de concepcion mas bajas y el mayor intervalo entre el parto y la

concepcion que se asocian a menudo con endometritis subclinica?.

La endometritis subclinica es una de las principales enfermedades de alto impacto
econdmico en las explotaciones lecheras con alta prevalencia en la etapa de postparto,
debido béasicamente a la alteracion en la fertilidad de las vacas las cuales se han
relacionado con retrasos en el reinicio de la actividad ovarica postparto, el aumento del
intervalo entre el partos y la primera inseminacion, el aumento de los dias abiertos, el
declive de la tasa de concepcion e incremento en las tasas de eliminacion. Las endometritis
subclinicas también han sido relacionadas con el sindrome de repeticion de celos en vacas®.
Cabe mencionar que las endometritis, ademas de los posibles efectos sobre la

reproduccion, afectan negativamente a la produccion de leche®.

Existen discrepancias en lo que se refiere a los efectos de la endometritis subclinica sobre
la reproduccion, encontrando algunos autores que no aprecian ningin efecto significativo”
8 otros que solo los observan en animales con citologia positiva acompafada de secrecion
vaginal y/o fluido en el Gtero® y otros que describen numerosas implicaciones negativas

sobre la fertilidad.
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La endometritis subclinica (ES) es aquella inflamacion del endometrio con ausencia de
sintomas clinicos. Esta patologia se caracteriza por presentar un infiltrado de
polimorfonucleares neutréfilos (PMN) sin o con un minimo de exudado acumulado en el
atero'® 'y en muchos casos sin que se pueda demostrar la existencia de un agente

agresort13.14,

Los métodos empleados para diagnosticar este proceso son la ecografia, la citologia
endometrial y, en menor medida, la biopsia uterinal®. Ademas, en la actualidad se
considera la citologia endometrial como la técnica “gold estandar” para el diagnostico de

esta patologia®.

La citologia endometrial es una practica que recientemente se ha comenzado a utilizar para
la evaluacion de la salud uterina en bovinos. Se caracteriza por ser rdpido, especifico,
sensible y econémico, lo que la hace una herramienta valiosa para la investigacién sobre el

rol y la importancia de la endometritis una enfermedad reproductival’.

En la mayoria de los casos, los microorganismos aislados del interior del Utero de vacas
con endometritis subclinica no difieren de la poblacion bacteriana presente en el Utero de
vacas sanas'. Por lo tanto, parece que el proceso inflamatorio, mas que la infeccion
bacteriana, cobra especial importancia en la patogenia de la endometritis subclinica. La
inflamacion del endometrio estd asociada a la liberacion de sustancias mediadoras de la
inflamacién, como por ejemplo el factor de necrosis tumoral (TNF) y diversas
interleukinas (IL)8, que podrian tener efectos negativos sobre la reproduccion, actuando a
diferentes niveles. En vacas se han descrito efectos de los mediadores de la inflamacion
sobre el ovario que intervendrian en la foliculogénesis, ovulacion, luteinizacion y
luteolisis'®. También se ha descrito un efecto directo sobre el embrion, lo que reduciria su

viabilidad y, en consecuencia, las tasas de concepcion®® 22,

El tratamiento de la ES con PGF2a o sus anadlogos, aplicacion de antibidticos intrauterinos
y/o enzimas proteoliticas mostraron resultados heterogéneos en las diversas

investigaciones??.

Estudios mas recientes concluyeron que hasta el momento, ninguno de los tratamientos
probados por los diferentes grupos de investigacién ha podido poner a la luz resultados

convincentes para endometritis subclinica?®.
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En los ultimos afios, ha incrementado el interés, tanto de grupos de investigadores como de
profesionales, para desarrollar y aplicar de tratamientos especificos y efectivos para la
endometritis subclinica. ElI empleo de las plaquetas en la medicina regenerativa ha
establecido una nueva revolucion cientifica en el campo de la medicina. Desde su inicio se
han ido incrementando las afecciones en las que han aportado nuevas perspectivas y
esperanzas, por lo que su uso ha ascendido rapidamente a lo que se suma que es un

procedimiento seguro, simple y econémico.

Se ha producido un extraordinario avance en los conocimientos relacionados con la
medicina regenerativa. El elemento basico de este tipo de medicina, es que se sustenta en
las mismas conductas que el organismo emplea para remplazar por células sanas a las
dafiadas por diversos procesos en determinados tejidos. Ella se apoya en la terapia celular,
la administracion de factores bioactivos, la ingenieria de tejidos y la terapia génica®* 2°.
Entre los factores bioactivos se encuentran los factores de crecimiento derivados de las

plaguetas, los que han demostrado su potencialidad en la reparacion de diferentes tejidos?®.

Las plaquetas contienen multiples proteinas que ejercen acciones sobre diferentes aspectos
de la reparacién tisular. Actualmente, son consideradas como una bomba o coctel de
moléculas bioactivas (factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas, incluso algunas
moléculas aun no descritas) y de otras proteinas en proporciones fisioldgicas. La hipotesis
de que los factores solubles liberados por las células madre implantadas con fines
regenerativos desempefian una accion importante en la reparacion y regeneracion de los
tejidos y las ventajas del uso de las plaguetas como fuente de FC, han sido sefialadas en los

altimos afios?’.

Las plaquetas (PLTs) desempefian un papel primordial en la cicatrizacién de las heridas, ya
que estos fragmentos citoplasmicos ademas de poseer propiedades hemostaticas?® también
poseen propiedades proinflamatorias, reguladoras®® y acciones regenerativas, las cuales
estan mediadas por la interaccion con células (neutréfilos y células endoteliales) y por la
liberacion de GFs, quimiocinas y otras moléculas®. Estas producen y son sensibles a una
infinidad de moléculas, que permiten, en condiciones fisiologicas, la reparacion e incluso

la regeneracion de los tejidos lesionados®.

Entre los pilares que sustentan la medicina regenerativa se encuentra la utilizacion de los
factores solubles que intervienen en los procesos bioldgicos. La participacion de los

factores de crecimiento en la regeneracion de diferentes tejidos ya fue demostrada, y las
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plaquetas contienen una gran cantidad de factores de crecimiento (FC), que son liberados

después de su activacion?®.

Durante la activacion plaquetaria se liberan los componentes de los granulos a (alfa), estos
factores liberados influyen sobre otras células. Uno de ellos es el factor de crecimiento
derivado de la plaqueta (PDGF, del inglés platelet derived growth factor), potente agente
quimiotactico que estimula la proliferacion celular, otro es el factor de crecimiento
transformante 3 que estimula el depdsito de matriz extracelular; ambos han demostrado
tener una funcion significativa en la regeneracion y reparacion del tejido conectivo. Otros
factores de crecimiento producidos por las plaquetas y asociados a los procesos curativos
incluyen: factor de crecimiento basico del fibroblasto, factor de crecimiento-1 asociado a la
insulina, factor de crecimiento del epitelio, factor de crecimiento del hepatocito y el factor

de crecimiento del endotelio vascular®.

Es por ello que se ha empleado las plaquetas como alternativa para el tratamiento de
endometritis subclinica, ya que en la actualidad el uso de los hemoderivados han resultado

ser eficientes para el tratamiento de distintas alteraciones organicas.
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HIPOTESIS:

Dado que las plaquetas poseen mediadores quimicos de procesos inflamatorios, es
probable que, la aplicacién intrauterina de plaquetas autdlogas lisadas con ozono

pueda favorecer la resolucion del proceso inflamatorio de la endometritis subclinica.

OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL:

e Aplicar mediante infusion intrauterina plaquetas aut6logas lisadas con 0zono
para la resolucion de endometritis subclinica en vacas lecheras.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Diagnosticar la endometritis subclinica en vacas lecheras, mediante el uso de
cytobrush determinando el porcentaje de PMN-N.

e Determinar el porcentaje de PMN-N en vacas lecheras luego de la aplicacion
intrauterina de plaquetas autdlogas lisadas con 0zono en sus respectivos grupos.

e Comparar el porcentaje de PMN-N entre los grupos luego de la aplicacion de

plaquetas autologas lisadas con ozono.
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CAPITULO I:

MARCO TEORICO
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1. Anatomiay fisiologia reproductiva de la hembra bovina

Los ovarios se encuentran en la parte mas alta de la cavidad abdominal cerca de los
cuernos uterinos unidos por el ligamento ovarico que forma parte del ligamento
ancho, su forma es ovoide ocasionalmente planos lo que produce una variacion en
el tamafio de sus foliculos y cuerpo luteo. Por lo general tienen de 32 a 42 mm de
longitud, 19 a 32 mm de altura y de 13 a 19 mm de ancho. El ovario esta
constituido por medula y corteza rodeada por epitelio superficial. La médula
ovarica consiste en tejido conectivo fibroelastico irregularmente dispuesto y
extensos sistemas vascular y nervioso que llegan al ovario a través del hilio, las
arterias estan dispuestas en una espiral bien definido. Los ovarios son glandulas que
tienen basicamente dos funciones: una exocrina, que es la liberacion de 6vulos, y

otra endocrina, que es la produccion y secrecion de hormonas®2.

El Utero es el componente fundamental del aparato genital femenino que tiene como
funcion el asentamiento e implantacion del évulo en caso de ser fecundado, regula
la funcionalidad del cuerpo luteo a través de la secrecion de prostaglandinas F2-
alfa, se encarga de producir sustancias para la nutricion del embrién, desarrolla la
parte materna de la placenta. Ademas, modifica su tamafio y estructura para
adaptarse a las necesidades del feto permitiendo su desarrollo hasta el parto,

momento en que ayuda con las contracciones a la expulsion del feto*.

El cuerpo del utero es cilindrico, parece mayor de lo que es en realidad, debido a
que las porciones caudales de los cuernos estan cubiertas por un peritoneo comun
(perimetrio). Su longitud es de 2 a 5 cm. El fondo del cuerpo uterino es la porcion
craneal, de la cual divergen los cuernos uterinos, y se comunican cada uno

independiente, por una abertura®.

El Gtero se encuentra situado en la cavidad pélvica entre el recto (dorsal) y la vejiga
urinaria (ventral); los cuernos uterinos pueden sobrepasar la cresta del pubis hacia
el abdomen. En vacas que han estado en gestacion varias veces, el Utero se sitla
casi completamente en la cavidad abdominal y solo el cuello se encuentra sobre el
pubis®®. El Gtero de las vacas es bipartido; cada cuerno tiene 40 cm de longitud y un
didmetro de 3 cm en la porcion intermedia, pero la estructura se estrecha a medida
que se aproxima al oviducto®. Los cuernos estan orientados en direccion craneal y

hacen una inflexidn en tanto pasan ventral, caudal y dorsalmente, sostenidos por el
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ligamento ancho. Los ligamentos anchos se fijan dorsolateralmente en la cavidad
pélvica, y dorsalmente en la cavidad peritoneal. La porcion fija al borde lateral de
los cuernos y el cuerpo, recibe el nombre de mesometrio (mitad del Utero). La
presencia de fibras musculares en los ligamentos suspensorios, indica un papel
activo de estos en el acomodamiento y desplazamientos del Utero. El ligamento
redondo se encuentra en los pliegues laterales del mesometrio y ayuda a mantener
en su sitio al dtero. La irrigacion vascular proviene de la arteria uterina, que se
origina en la aorta y se ramifica para llevar sangre al ovario, el oviducto, el cuello

uterino y la vagina®'.
1.1 Histologia del utero bovino:

La pared del Gtero estd formada de tres capas de tejido muscular liso, dos
capas longitudinales entre ellas otra capa circular y la mucosa uterina. La
mucosa o endometrio, muscular o miometrio y serosa o perimetrio®. Estas
capas son el componente fundamental del aparato genital femenino que
tiene como funcion el asentamiento e implantacion del 6vulo en caso de ser

fecundado, asi como el desarrollo de la placenta y el feto®.

FIGURA N° 1: Corte histologico del Utero e imagen ecogréafica en un
corte transversal en donde se puede apreciar las diferentes capas de la

pared uterina®®

Epitelio

———Glandulas endometriales
/

Endometrio

Miometrio y Perimetrio

Figura 6. Corte histoldgico del utero e imagen ecografica de un cuerno en corte

£y

transversal en la que se puede apreciar las diferentes capas de la pared uterina.

El endometrio consta del estroma, que contiene el sistema vascular,
glandulas, y un epitelio. Constituye hasta dos tercios del espesor de la pared
uterina. La mucosa del Utero esta provista de glandulas uterinas y de
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numerosos cotiledones salientes. En el animal prepuber son muy escasas,
pero se desarrollan con rapidez cuando se inicia la pubertad y la actividad
hormonal®’. Esta formado por dos capas, una superficial y otra profunda. La
lamina epitelial de la mucosa presenta epitelio cilindrico simple. En la vaca
se puede encontrar porciones de epitelio de tipo cilindrico seudoestratificado
0 cUbico, dependiendo de la zona anatomica del organo. Debajo de la
lamina propia epitelial se encuentra la lamina propia submucosa de tejido
conjuntivo laxo areolar muy vascularizado, donde se encuentran
macrdfagos, células cebadas, eosindfilos, neutrdfilos, linfocitos y células
plasmaticas; dentro de la lamina propia submucosa existen glandulas de tipo
tubular que pueden ser simples o ramificadas, dichas glandulas estan
revestidas por un epitelio de tipo cilindrico simple y proliferan durante la
fase progestacional del ciclo estral; estas glandulas secretan la llamada
“leche uterina” contenida principalmente por proteinas séricas, factores de
crecimiento y factores inmuno-inhibidores, cuya responsabilidad es facilitar
la implantacion y el crecimiento embrionario®. Las cartnculas son
engrosamientos circunscriptos del endometrio libres de glandulas, que se
ubican en cuatro hileras por cuerno de aproximadamente quince carinculas

cada una, y son en forma de ctpula en el caso de la vaca®,

El miometrio estd compuesto por musculo liso, aunque no son facilmente
discernibles, consta de dos capas: una interna circular y una externa
longitudinal, entre ellas se puede reconocer una capa vascular. Las fibras
musculares se contindan con las del cuello uterino y con las de los
ligamentos uterinos®. Dicha red es muy activa bajo la influencia de los
estrégenos, en el momento del estro, lo que ayuda a los espermatozoides a
ascender por el aparato reproductor. Al contraerse, producen un movimiento
de amasar, que a su vez ocasiona la agitacion del liquido y el transporte
consecuente de los espermatozoides®. Durante la fase lGtea, cuando se
produce progesterona, las fibras musculares permanecen latentes, lo que

permite la fijacion de las membranas embrionarias al Gtero y la prefiez®’.

La capa mas externa del utero es la serosa o perimetrio, compuesta por una
capa fina de tejido conjuntivo laxo, algunas fibras musculares lisas y un

epitelio plano mesotelial el cual se continda con el mesotelio peritoneal. A
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su vez, el perimetrio se continda hacia los lados con los ligamentos anchos

uterinos?,

1.2 Fisiologia del puerperio

Es un proceso fisioldgico de modificaciones que ocurren en el Utero
inmediatamente luego del parto hasta la completa involucion uterina y la
restauracion de la capacidad reproductiva*’. Esta restauracion del aparato
reproductor comprende: Involucién uterina completa, regeneracion del
tejido endometrial, el retorno a la ciclicidad ovéarica y eliminacion de la
contaminacion bacteriana presente en el Gtero*2. La restitucion fisiologica y
fisica del aparato reproductor del eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario, se
consideran principales aspectos de la fisiologia del puerperio que ocurren
simultaneamente, pero son independientes entre si. Después del parto, el
utero retoma la forma, las dimensiones y la estructura que tenia antes de la
gestacion. El Utero es de nuevo capaz de recibir un 6vulo fecundado después
de tres meses tras el parto. ElI puerperio termina cuando los cambios del
Utero permiten una ovulacion acompariada de celo y la formacion de un

cuerpo luteo de duracion normal®,

1.3 Involucién uterina

La regresion uterina comienza en los cuernos, después se extiende al cuerpo,
para terminar en el cérvix, que regresa a sus caracteristicas iniciales solo
después de 40 - 50 dias desde el parto*!. Después del parto, el Gtero contiene
las envolturas fetales junto con residuos de los liquidos fetales y de las
células de origen trofoblastico y sanguineo, las envolturas fetales son
expulsadas en las 6 — 12 horas en el transcurso de la secundinizacion, pero
el resto de elementos permanecen mas tiempo en el Utero, constituyendo los
loquios. El utero posparto tiene un peso aproximado a los 10 kg y al
completarse la involucion el mismo debe llegar a un peso cercano a 1 kg; lo
que ocurre en un tiempo relativamente breve, que no rebasa los 30 dias los
primeros cambios se producen inmediatamente después del parto, él Utero
disminuye la mitad de su diametro en 5 dias y a la mitad de su tamafio en 15
dias asociada con esta fase de involucion rapida esta la descarga de

loquios*,

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

El momento més anticipado del término de la involucion es casi 3 semanas
cuando los cuernos uterinos pueden alcanzar un diametro de 3-4 cm.
Después de este tiempo los cambios son casi imperceptibles®. Sin embargo,
la involucion no estd completa hasta las 4-5 semanas posparto con un
diametro cervical menor de 5 cm*.

La involucion uterina retardada es un factor importante que limita la
fertilidad en la vaca. La involucion se retarda por enfermedades en el
posparto, que incluyen hipolcacemia, retencion de placenta e infecciones
uterinas (endometritis y metritis), también puede haber retardo en vacas
viejas y en partos gemelares. La involucién puede ser juzgada por palpacion
rectal (subjetiva) o por ecografia (objetiva). Aunque el diagnostico por
palpacidn rectal es subjetivo, la técnica se ha utilizado por muchos afios, y
aun se considera como una técnica muy efectiva para hacer el seguimiento
de involucion uterina posparto y para reconocer estructuras ovaricas en la

vaca*.

1.4 Regeneracion del endometrio

Después del desprendimiento del alantocorion (8 - 12 horas pospartos) se
inicia el proceso de necrosis de las carinculas y la eliminacion del tejido
necrotico. EIl principal constituyente de los loquios proviene del
desprendimiento de este tejido necrdtico, lo que contribuye con la rapida
reduccion del tamafio del Gtero los primeros dias posparto, porque las

carinculas constituyen la mitad de su peso**.

Los loquios son la secrecion uterina que se representa durante la etapa del
puerperio. Estd conformado por moco, sangre, liquidos y restos de
membranas fetales y de tejido materno (cartnculas). La mayor cantidad de
descarga ocurre los primeros 2 - 3 dias, a los 8 dias esta reducida y ha
desparecido a los 14 - 18 dias pospartos. Esta descarga uterina en el curso de
la involucidn cambia, desde un fluido rojizo-marron a un material amarillo-

blancuzco més viscoso™!.

Después de 10 dias del parto la mayor parte del tejido necrotico de las
carlnculas se han desprendido y a los 15 dias el desprendimiento es
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completo®. La revitalizacion de las cartnculas se completa a los 25 dias.
Mientras estos cambios ocurren las cartnculas se vuelven mas pequefias y a
los 40 o 60 dias solo miden 4 a 8 mm de diametro y de 4 a 6 mm de ancho,
comparadas con los 40 a 70 mm de didmetro y 25 mm de alto durante la

prefiez*,

La regeneracion del endometrio se inicia inmediatamente después del parto
y se completa antes en areas intercarunculares que no han sido seriamente
dafadas y se requiere mas tiempo para regenerar las areas carunculares en el
cuerno gque ha estado gravido que en el que no lo estuvo. La regeneracion
epitelial estd completa alrededor de los 25 dias posparto, pero las capas mas
profundas de tejido no estan completamente restauradas hasta 6 0 8 semanas

posparto®.
1.5 Reanudacion de la actividad ovarica

La reanudacion precoz de la actividad ovarica y la continuacion de los
ciclos estrales es el preludio de una buena fertilidad tras el parto®. La
primera ovulacion posparto es el signo de que se ha superado el bloque
producido por la prefiez previa, si se produce ovulacién se formara un
cuerpo ldteo lo que anuncia el retorno de la ciclicidad ovarica®. El bloqueo
se debe a los niveles elevados de progesterona durante la gestacion que
producen una continua retroalimentacion negativa sobre la hipdfisis
determinando que sea refractaria a GnRH después del parto, lo que se

revierte con el tiempo®.

La emergencia periodica de ondas foliculares anovulatorias, durante la
prefiez ocurre en respuesta a ondas de FSH, excepto por los ultimos 21 dias
de prefiez debido a la alta concentracion de progesterona y estrégeno en la
sangre®. Después del parto la concentracion de las hormonas esteroides

desciende a niveles basales*.

Debido a la liberacion esporadica y progresiva de GnRH se produce un
incremento en la concentracion del FSH plasmaético, conforme la involucion

uterina progresa. Esto es seguido por la emergencia de varios foliculos con
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didmetro mayor de 4 mm, con la consiguiente seleccion de un foliculo

dominante y atresia de los subordinados**.

El primer foliculo es seleccionado alrededor del dia 10 - 12 posparto. Este
evento ocurre en todas las vacas independientes de enfermedad uterina,

deficiencias nutricionales y ambientales*.

Sin embargo, el primer foliculo dominante tiene tres posibles destinos:
ovulacion y formacion del primer cuerpo luteo (retorno a la ciclicidad
ovarica), atresia con la emergencia de una o mas ondas foliculares sin
ovulacion (anestro) o la formacion de un quiste ovérico. El foliculo mas
grande del grupo adquirird receptores de LH en las células granulosas
resultando en un continuo crecimiento, mientras que los foliculos
subordinados regresionaran. El foliculo dominante puede ovular tan pronto
como a los 10 - 15 dias después del parto, esta ovulacion ocurre en un
momento cuando el Gtero no esta listo para una nueva concepcion. El factor
principal que determina el destino de los foliculos dominantes es la
frecuencia de pulso de LH, la ovulacion generalmente ocurre cuando la
frecuencia de pulso LH es uno por hora. Por lo tanto, factores que suprimen
la frecuencia de pulso en el periodo posparto pueden retardar el retorno a la
ciclicidad ovérica. El principal factor que causa anestro en vacas lecheras es
el balance energético negativo (BEN)*'. El Gtero también tiene efectos
especificos sobre la actividad ovarica posparto. Los foliculos dominantes
tienen menos probabilidad de ser seleccionados en el ovario ipsilateral al
cuerno previamente gravido, pero si son seleccionados, el intervalo parto
concepcion se reduce. La contaminacion uterina después del parto es
inevitable y un alto nivel de contaminacién puede deprimir la seleccion

folicular, el efecto es mayor en el cuerno uterino previamente gravido®,

1.6 Contaminacion bacteriana

El lumen uterino se encuentra estéril antes del parto, pero durante y después
del parto, las barreras fisicas de la cérvix vagina y vulva son comprometidas
proporcionando la oportunidad para que las bacterias ascienden al tracto
genital provenientes del ambiente, de la piel del animal y de las heces® %,

Esta contaminacion se produce en el 90 % de las vacas y la mayoria de las
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bacterias contaminantes son removidas normalmente por diversos

mecanismos de defensa del Gtero®.

Aunque la sangre, restos de tejido caruncular y debris celulares proveen un
medio ideal para el crecimiento bacteriano, las bacterias que contaminan el
Gtero no producen enfermedad uterina necesariamente. Que la
contaminacion se convierta en infeccion depende de la virulencia de los
microorganismos de la condicion del Gtero y de sus mecanismos de

defensall.

La infeccion que se produce en el Utero después del parto es inespecifica
porque el inicio de la colonizacion bacteriana y los signos de la infeccion
causados por bacterias especificas no se conocen®, la infeccion implica
adherencia de microorganismos patdgenos a la mucosa, colonizacion o
penetracion del epitelio y/o liberacidn de toxinas bacterianas que conducen

al establecimiento de enfermedad uterina®’.

Una vaca con un posparto normal resuelve la infeccion uterina mediante la
descarga del contenido uterino y movilizacion de las defensas naturales,
incluyendo moco, anticuerpos y células fagociticas®®. El principal
mecanismo involucrado en la eliminacion de bacterias es la fagocitosis por
leucocitos migrantes, en este sentido el retorno temprano a la ciclicidad
ovarica es importante porque el ambiente uterino dominado por estrogeno es
mas resistente a la infeccion debido a que los niveles elevados de estradiol
promueven la leucocitosis en el utero y en general en el tracto

reproductivo®?.

La presencia de bacterias patdgenas en el utero causa inflamacion, lesiones
histoldgicas del endometrio y retraso de la involucion uterina y puede ser lo
suficientemente grave como para sobrepasar los mecanismos de defensa
uterina y provocar una infeccion que ponga en riesgo la vida del animal®.
Ademas, los productos bacterianos o la inflamacion asociada, afectan la
secrecion de LH por la hipofisis y alteran el desarrollo folicular ovarico

posparto, alterando la ovulacion en los bovinos®.
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En el 90 % de las vacas se produce desde una leve a severa endometritis
durante la segunda y cuarta semana posparto®.

Esta endometritis es considerada no patoldgica y parece ser caracteristica de
la involucion uterina normal®. La resolucion de la inflamacion se produce
en el transcurso del tiempo, siendo restaurado en vacas normales dentro de

los 40 — 60 dias después del parto®.

1.7 Bacterias contaminantes del Utero

En los animales vivos, existe una flora microbiana fluctuante en el Gtero en
las primeras 7 semanas posparto debido a la contaminacion espontanea,
limpieza y recontaminacion®®. Una variedad de especies bacterianas,
gramnegativas y grampositivas, aerobias y anaerobias, la mayoria de estas
contaminantes ambientales pueden ser aisladas y son eliminadas

gradualmente del Utero en este periodo®.

Una gran variedad de bacterias puede ser aisladas de todas las vacas durante
los primeros 10 - 14 dias posparto. La incidencia y especies de bacterias
decrecen gradualmente conforme avanzan los dias, asi la presencia de
bacterias es esporédica a los 20 - 35 dias posparto y la cavidad uterina debe
retornar a la esterilidad después de eso, aproximadamente a las 4 semanas el

Gtero debe estar estéril en vacas normales'®.

En los primeros 10 dias después del parto se aislaron mayormente
Streptococcus spp., Staphylococcus spp. y Bacillus spp. Del Gtero de vacas
sin signos clinicos visibles. Mientras que Archanobacterium pyogenes,
Prevotella melaninogenicus, Escherichia coli, Fusobacterium necrophorum
y Bacteroides spp. fueron aisladas de vacas clinicamente enfermas y se les

asocia usualmente con la infeccién uterina en bovinos®.

1.8 Mecanismos de defensa uterina

Dado que la resistencia eficaz a la infeccion es esencial, el organismo no
puede depender de un Unico mecanismo de defensa, sino que deben estar
disponibles varios mecanismos de defensa para garantizar su efectividad y

seguridad®. Los mecanismos de defensa uterinos pueden ser anatdmicos, a
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modo de barrera como es el cierre de la vulva y cérvix que impiden la
entrada de microorganismos al (tero®. A su vez las capas circulares del
musculo uterino proveen propulsion fisica del contenido favoreciendo la
expulsion de microorganismos, esta accién es provocada por estrégenos
presentes en el celo y PGF2 alfa, que tiene secrecién masiva continda en las
3 primeras semanas postparto. Las células epiteliales son las primeras en
hacer contacto con los agentes patdgenos potenciales y también forman

parte de los mecanismos de defensa del Gtero®® °7,

Tanto las barreras anatomicas y funcionales, asi como la respuesta inmune
especifica y no especifica son elementos fundamentales del mecanismo de
defensa contra la invasion de microorganismos ambientales del tracto
reproductivo de la vaca. Cualquier alteracion de estos mecanismos de
defensa permite a los patdgenos oportunistas, mayormente microorganismos
del tracto gastrointestinal posterior y que se encuentran alrededor del area
perineal colonizador el endometrio y causar enfermedad uterinal®.

Los cambios hormonales producidos en la fase folicular del ciclo estral, la
presencia de estrogenos; aumenta la mayor migracion de neutrofilos y se
encuentra al Utero muy resistente a infecciones*® por el contrario, se torna
susceptible en la fase ldtea, cuando se encuentra bajo la influencia de la
progesterona que reduce la migracion de neutrofilos, suprime el sistema
inmunoldgico, ocasiona atonia uterina que resulta en un Utero sensible a
infecciones. La formacion local de anticuerpos y la influencia leucocitaria
del estro, contribuyen a terminar con la mayoria de las infecciones de los

ciclos estrales*.

Los mecanismos de defensa inmunoldgicos estdn conformados por la
respuesta celular cuya barrera fagocitica principal es proporcionada por la
invasion de neutréfilos en respuesta al desafio bacteriano, y la respuesta
humoral, es decir la proteccion proporcionada por los anticuerpos, pero el
grado de interaccion entre estas dos respuestas no es claro. Las barreras
inflamatorias incluyen las moléculas no especificas de defensa tales como la

lactoferrina, defensinas y las proteinas de fase aguda®.
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Existe también una respuesta inmunoldgica que incluye la de tipo celular y
humoral®. Los macrdfagos, linfocitos, asi como neutrofilos eosinofilos y
células cebadas son grupos celulares que participan en la proteccion uterina.
Kasinmanickam et al. en 2004 destacan a los neutréfilos como la primera
linea de defensa ante la invasion de microorganismos patégenos en el Utero
durante el posparto, con una accién conocida como fagocitosis®®. Esta
accion polimorfonuclear a lado de los macrofagos tiene las funciones de: a)
induccion y regulacion de la respuesta inmune, b) fagocitosis y destruccion

de microorganismos, ¢) eliminacion de desechos®.

La produccién de sustancias inespecificas favorece la inhibicion del
crecimiento bacteriano y favorecen la eliminacion de microorganismos. En
la respuesta celular también intervienen monocitos sanguineos y macrofagos
tisulares, su funcién principal es la de fagocitosis, Alrededor de 48 horas
después de un parto normal los leucocitos se encuentran acumulados en el
lumen uterino juntamente con las bacterias, esto marca el inicio de un
proceso de limpieza y de involucion normal en el utero. Las células
epiteliales del utero también juegan un papel importante en la defensa
uterina al ser las primeras en hacer contacto con los potenciales patdgenos
que invaden este 6rgano. Se sabe que las interacciones que se producen
entre las células epiteliales y del estroma son criticamente importantes para
la funcién endometrial y que estas células detectan y responden a las
bacterias, lo cual afecta su funcién endocrina. Las células epiteliales
luminales y glandulares del endometrio producen numerosas citoquinas.
Estas citoquinas son reconocidas como los componentes principales de la
comunicacion entre células en el Gtero, que tienen patrones de liberacion
durante el ciclo estral y podrian estar reguladas por las hormonas sexuales.
La liberacion de citoquinas por el endometrio y las células del estroma
producen el incremento de las secreciones del PGF2 a y PGE2. Ademas, las
celulas epiteliales uterinas producen un espectro de antimicrobianos que
incluyen lactoferrina, isoenzimas y complemento, que entran al lumen

uterino junto con las inmunoglobulinas®.
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2. Endometritis

La endometritis es la inflamacion del endometrio, la capa mas interna del Utero,
usualmente debido a la persistencia de una infeccion moderada o al retraso en la

involucion uterinal® %3,

2.1 Etiologiay patogenia

Esta infeccién se da por una gran variedad de bacterias aerdbicas y
anaerobicas, entre otros microorganismos, siendo los mas comunes
Escherichia coli, Arcanobacter pyogenes, Corynebacterium bovis,
Pseudomona spp., Clostridium perfringens, Fusobacterium necrophorum,
Bacterioides melaninogenicus, Prevotella spp., Streptococcus spp.,
Klebsiella spp., Proteus spp., Staphilococcus epidermidis, Micrococcus

spp., y Herpesvirus bovino tipo 415 23:53.55.59,

La endometritis es la inflamacion del endometrio debido a la persistencia de
una infeccion moderada o al retraso en la involucidn uterina. Al parecer
estas infecciones bacterianas y sus toxinas hacen que se secreten
concentraciones anormalmente mas elevadas de prostaglandina, lo que

demora el inicio del ciclo hasta que la infeccion ceda®® .

Con frecuencia, las bacterias patdégenas resisten a los mecanismos de
defensa causando inflamacion uterina, una de las principales causas de
infertilidad!. Esta resistencia a los mecanismos de defensa ocurre en
aproximadamente un 10 % de los animales provocando una infeccion con la

consecuente inflamacién del endometrio sin afectar el resto de las tlnicas?.

La mayor parte de estas infecciones son resueltas, en general, por
mecanismos de defensa del Gtero:. Mecanismos que pueden ser
anatémicos, a modo de barrera como es el cierre de la vulva y el cérvix; o

bien, inmunoldgicos incluyendo una respuesta de tipo celular y humoral®®.

El desequilibrio entre la infeccion uterina y los mecanismos de defensa
antimicrobianos propios del Utero pueden desencadenar el desarrollo de
patologias como la metritis puerperal, piémetra, endometritis clinica, y
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endometritis subclinica. Todos los procesos inflamatorios del Utero afectan
al endometrio, pudiendo o no extenderse al miometrio y al perimetrio®°.

La inflamacion de la mucosa uterina como entidad morbida se puede
clasificar, de acuerdo a su presentacion, en endometritis clinica y
endometritis subclinica segun la presencia o ausencia de signos clinicos
asociados. Asi, la endometritis es la inflamacion del endometrio debido a la
persistencia de una infeccibn moderada o al retraso en la involucion

uterina®.

En ausencia de signos clinicos evidentes de endometritis, las modificaciones
del endometrio uterino pueden ser definidas como endometritis
subclinicas®®. Sheldon y col. en 2009, a su vez, describen como
caracteristica principal de la endometritis subclinica a la presencia de PMN-

N en el endometrio en ausencia de bacterias®®.

Los PMN-N provenientes de la sangre circulante, atraidos por citoquinas y
guimiocinas, son los principales encargados de la eliminacion de los agentes
microbianos del Gtero en el postparto®, pero por la disminucion de la
actividad fagocitica que sufren los leucocitos en el periparto se produce una
mayor susceptibilidad al desarrollo de endometritis en las vacas lecheras. El
balance energético negativo que padecen las vacas durante el posparto
también provoca un deterioro en las funciones de la inmunidad innata

dificultando la respuesta ante las infecciones uterinas en el posparto?.

2.2 Clasificacion:
Se ha propuesto una clasificacién general de endometritis:

a. Endometritis Clinica: Enfermedad en la cual los animales después de los
21 dias del parto presentan contenido o descarga vaginal visible, ya sea de

tipo moco purulento (50 % moco + 50 % pus) o purulento (>50 % pus)**.

b. Endometritis Subclinica: Definida por citologia endometrial cuyo
resultado indica un porcentaje de neutréfilos mayor al 18 % entre los dias 21
a 33 postparto, o un resultado mayor al 10 % entre los dias 35 y 47

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

postparto. Para esto, se realiza un conteo minimo de 100 células
endometriales, polimorfo nucleares y células escamosas®®.

Los animales con endometritis subclinica no muestran descargas uterinas,
pero se acepta que pueden tener un grado de infeccion suficiente como para

alterar su desempefio reproductivo®?.

3. Endometritis subclinica

La endometritis subclinica (ES) define como la inflamacion superficial del
endometrio (no mas alla del stratum spongiosum), evidenciada por el aumento
relativo (porcentaje) del numero de neutréfilos polimorfonucleares (PMN; en
relacion a células epiteliales endometriales) en la luz uterina, sin signos clinicos
visibles, pero que perjudica significativamente la fertilidad" >3, La endometritis
subclinica es, de hecho, una de las causas de ineficiencia reproductiva mas
importantes en vacas lecheras estudiadas en la Gltima década® ya que juega un
papel muy critico en la industria lactea moderna, es altamente prevalente,
asintomatica y tiene un profundo efecto perjudicial sobre el rendimiento

reproductivot® .

3.1 Técnicas de diagndéstico de endometritis clinica y subclinica

Entre las técnicas mas difundidas se pueden mencionar la palpacién
transrectal, vaginoscopia, ultrasonografia, biopsia endometrial, y la citologia
endometrial (cytobrush y lavaje uterino). Algunas de ellas estdn mas
difundidas que otras, ya sea por su practicidad, disponibilidad y/o
conocimiento. En los tambos, la técnica mas utilizada y difundida es la
palpacion transrectal cuya realizacion ofrece al personal interviniente datos
del atero tales como el tamafio de los cuernos, simetria, textura, tono,
contenido luminal, y estructuras ovaricas. Otra técnica de diagndstico,
menos empleada es la vaginoscopia, la ultrasonografia tomd importancia y
difusion en los dltimos afios, y junto a la palpacién transrectal permite
observar el grosor de la pared uterina, la presencia de contenido en la luz y
la existencia de diferentes estructuras ovaricas. Todas las técnicas descriptas
son Utiles para el diagndstico de endometritis clinica, puesto que evaltan

sobre todo presencia de contenido mucopurulento en la luz uterina, asi como
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sus descargas y tono de los cuernos, cuerpo y cérvix, pudiendo determinar la
presencia de estos signos. Por el contrario, son muy poco sensibles para
detectar endometritis subclinica no permitiendo el diagnostico de esta

patologia®.

La técnica de biopsia endometrial no se utiliza de rutina en la actividad
privada, pero si ha sido reportada en estudios de investigacion. Zurgilgen en
1948 realizé el primer informe en bovinos®’. El empleo de la citologia
endometrial consiste en la recoleccion de células del endometrio a través de
dos técnicas diferentes: cepillado o cytobrush y lavaje uterino. Con la
muestra recolectada se realiza un frotis, y una vez que éste es debidamente
teflido se observa en microscopio de campo claro para su analisis. Estas
Gltimas técnicas (biopsia y las variantes de citologia endometrial) son muy
sensibles para el diagnostico de endometritis subclinica puesto que mediante
el conteo de polimorfonucleares neutrofilos permite inferir la presencia de
una inflamacion del endometrio®®.

Las técnicas de citologia endometrial son las que brindan una mayor
sensibilidad y especificidad y entre ellas la de cytobrush por sus
caracteristicas de facilidad de aplicacién, y rapidez de obtencion de los
resultados, es la técnica mas sensible y consistente y por ende el test
principal de diagndstico de endometritis clinica y subclinica en bovinos®?. El
cytobrush, es la técnica recomendada para mejorar el diagnéstico de
endometritis subclinica, también en otras especies de animales domesticos

como la yegua®,

Recientemente, describieron un nuevo método para realizar la citologia que
consiste en un papel adhesivo enrollado a la parte superior de un catéter de
inseminacién equino. Los resultados son similares a los obtenidos con el
citobrush, pero en este caso los autores observaron que las células
mantienen mejor su estructura y la contaminacion por glébulos rojos era
mucho menor. Incluso, indican que podria enrollarse en el catéter de
inseminacién, permitiendo la recogida de una muestra al mismo tiempo que
se insemina la vaca. Sin embargo, dada su reciente publicacion, son pocos

los estudios que lo han utilizado®.
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Otra posibilidad para poner de manifiesto altos porcentajes de PMN en el
utero de forma rapida, es el empleo de tiras reactivas de urianalisis que
indican la presencia de leucocitos en orina. Para adaptar el método al
diagndstico de endometritis, un cytobrush de endometrio se mantiene
durante 30 s en solucion salina y luego la tira reactiva se introduce en la
solucion durante 2 s. Es un test colorimétrico cualitativo que muestra una

correlacion variable con la citologia uterina’™ .

3.2 Técnica de Cytobrush

La técnica de cytobrush (CB) se basa en la obtencion de células a partir del
endometrio, mediante un cepillado de la superficie interna del uUtero. El
cytobrush (CB) ha demostrado ser la mejor técnica para la obtencion de
citologias uterinas en vacas para el diagnostico de endometritis sub clinica
(ES)*®.

Para la obtencion de las muestras, se utilizan pistoletas de acero inoxidable,
a las que se le adosan en su extremo anterior cepillos estériles cominmente
usados en ginecologia humana. Todo esto es protegido mediante una vaina
sanitaria plastica, para evitar la contaminacion del cepillo con células del
cuello y de la vagina. Si bien la técnica del Citobrush ha demostrado ser
consistente y eficaz para obtener muestras de las células del endometrio y
realizar el examen citol6gico postparto en vacas lecheras®, la técnica
original requiere utilizar una pistoleta estéril para realizar la muestra de cada
vaca, lo que hace la técnica muy poco préactica para su uso fuera del &mbito
cientifico. Por lo tanto, el desarrollo de una técnica que requiera
equipamiento mas simple y que sea de rapida realizacién a campo, tal vez
permitiria extender el uso del citobrush a varios usos diagnosticos bajo
condiciones de explotacion comercial como pueden ser pre IA, pre

transferencia embrionaria, diagndstico de vacas repetidoras, etc®®.

Idealmente, en el caso de los trastornos uterinos, no existe tal método,
aunque se ha postulado que, en el caso de las endometritis, el diagnostico
definitivo deberia ser hecho en base al examen histoldgico de las biopsias
endometriales!!. Existen informes que indican para la endometritis clinica

(EC), una mayor correlacion entre los hallazgos clinicos e histopatologicos
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que los observados entre la clinica y los aislamientos bacteriol6gicos. Como
ejemplo se podria nombrar la presencia de fibrosis peri glandular, la cual
permite emitir un pronostico desfavorable, pese a que los resultados

bacterioldgicos hayan sido negativos’?.

La evaluacion de la proporcion de PMN en laminas de citologia es el sello
distintivo del diagnostico de la ES, hasta el punto en que algunos autores se

refieren a la ES bovina como “endometritis citologica” (CITO)™ ™,

4. Plaquetas

Las plaquetas son pequefios elementos sanguineos anucleados (1-3 um), con una
membrana celular que se invagina formando los llamados sistemas canicular abierto
y el tubular denso. El primero constituye una serie de canales abiertos hacia el
espacio exterior que facilitan el proceso de secrecién y permiten el acceso de
sustancias hacia el interior de la plaqueta. El sistema tubular denso se forma de
componentes del reticulo endopldsmico del megacariocito y constituye el sitio
principal de almacenamiento de Ca2+. Inmediatamente, por debajo y alrededor de
toda la membrana plasmatica se presenta un haz microtubular y una red de
microfilamentos con propiedades contractiles que constituyen el citoesqueleto de la
plaqueta. En el citoplasma plaquetario se encuentran mitocondrias, peroxisomas,
lisosomas, particulas de glucégeno y diferentes tipos de numerosos granulos. Los
granulos densos contienen ADP, ATP, serotonina y Ca2+, mientras que los
llamados granulos a (los mas numerosos), contienen sustancias vasoactivas y
diversas proteinas, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
factor de crecimiento transformante [ (TGF-B), P-tromboglobulina (B-TG),
fibrindgeno, los factores de coagulacion FV y FVIII y proteinas de adhesion™.

4.1 Geénesis fisiologia y bioquimica de las plaquetas

Los megacariocitos (MKs) son los precursores de las PLTs. Estas células se
desarrollan a partir de células progenitoras mieloides multipotenciales
CD34+ que residen en el tejido hemopoyético y el torrente sanguineo. Los
MKSs representan aproximadamente el 0,1 - 0,5 % de las células nucleadas
de la médula 6sea. Estas células se encuentran en la region mas profunda de

las sinuosidades capilares de la médula 6sea y emiten prolongaciones
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citoplasmaticas (proplaquetas) que estdn en contacto con la sangre. Estas
prolongaciones son seccionadas y las PLTs son liberadas al torrente

sanguineo?,

FIGURA N° 2: Formacion de plaquetas 2
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4.2 Lamembrana de las plaquetas y sus receptores

La membrana de las plaquetas se compone de tres capas: glicocalix, capa
fosfolipidica y submembranosa. El glicocalix es la capa exterior que
contiene receptores glicoproteicos implicados en la activacion y adhesion de
las PLTs. Estas glicoproteinas constituyen los antigenos de membrana de las
PLTs, que se dividen en tres familias: integrinas, proteinas ricas en leucina y
selectinas. Una bicapa fosfolipidica asimétrica con propiedades
anticoagulantes constituye la capa central. La estructura de esta capa es
idéntica a la de otras células con dominios de proteinas periféricas y
transmembranales que actiian como receptores de membrana’®. La capa
submembranosa contiene los microtibulos de actina y actia como el
esqueleto que da la forma discal a la plagueta en reposo. Esta capa

interviene activamente en los procesos de sefalizacion plaquetaria’”.

Las integrinas producen agregacion y adhesion plaquetaria’ & 7, Las

integrinas estan constituidas por dos subunidades, o y B, las cuales no estan
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ligadas covalentemente. Las integrinas estdn conectadas de forma interna
con el citoplasma de las PLTs por una sola cola y externamente con el
medio por varias subunidades con dominios extracelulares. En la parte
interior las integrinas estan asociadas con las proteinas de sefializacion
(proteinas G, tirosina-quinasas) y fosfoinositoles. La P-selectina es la
principal molécula de adhesion de las PLTs y MKs. Esta glicoproteina esta
presente en la superficie de los granulos a que interactiian con fibrindgeno,
factor von Willebrand (VWF), fibronectina y vitronectina®®’®7, La
externalizacion de la integrina P-selectina esta relacionada con la activacion

de las PLTs equinas®.

4.3 Citoplasmay granulos de las plaquetas

La red citoplasmica de las PLTs estd constituida por dos tipos de actina
(globular y filamentosa). La actina filamentosa actia como soporte
estructural para diferentes granulos plaquetarios y mitocondrias. La
respuesta plaquetaria se produce por una actividad contractil mediada por la
polimerizacion del complejo actina-miosina. Los  microtdbulos
citoplasmaticos mantienen la forma discoide de las PLTs y dirigen los

movimientos generados por actina-miosina?® ’°.

Las PLTs de los mamiferos contienen tres tipos de granulos: lisosomales,
densos y alfa (0)?* 8, Los granulos lisosomales contienen hidrolasas cidas,
guanina, fosfolipasas y quinasas, que actGan como enzimas proteoliticas e
hidroliticas’®. Los granulos densos almacenan ATP, ADP, calcio, fosforo y
serotonina. EI ADP induce la migracién plaquetaria y en combinacién con la
serotonina produce la contraccion de las arterias lesionadas. EI ATP
antagoniza la accion del ADP®L. Los granulos a contienen varias moléculas
(citocinas, quimiocinas, GFs, entre otras), algunas especificas para las PLTs
(por ejemplo: factor plaquetario 4 y B-tromboglobulina) y otras que no son
especificas para ellas, tales como la albumina, condroitin 4-sulfato,
fibringeno, fibronectina, trombospondina, factor V, factor Va y factor von
Willebrand?: *°, Estas proteinas son importantes para todas las funciones
plaquetarias, tales como la formacion y crecimiento de trombos, modulacion

inflamatoria y la sintesis de matriz extracelular (ECM) durante la
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cicatrizacion de heridas’. Los granulos o almacenan principalmente siete
GFs directamente implicados en la cicatrizacién de las heridas, entre ellos:
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), factor de
crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1), TGF-B2, factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor
de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) y factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF)® &3,

FIGURA N° 3: Micrografias obtenidas mediante microscopia
electrdnica de transmision (MET) de una plaqueta equina normal (A) y
de una plaqueta equina activada. MP: membrana plasmatica. G:
glicogeno. a: granulos alfa. P: pseudopodo. MT: mitocondria. T:

microttbulos. La barra representa 1 pm .

4.4 Respuesta plaquetaria

Cuando se produce lesién tisular, se dispara una fuerte interaccion celular.
Se producen respuestas plaquetarias independientes, tales como el cambio
de forma, transformacion interna, secrecion de granulos®*, formacion del
tapon hemostatico primario y retraccion del coagulo™ 7°. Moléculas de la
superficie plagquetaria, como las integrinas, regulan la capacidad de
comunicacion intercelular durante la formacién del tapdn hemostatico, la
respuesta inflamatoria y los procesos de reparacion de tejidos®. La
expresion cinética es diferente para cada tipo de granulo plaquetario.
Primero, los granulos o liberan sus contenidos como consecuencia de

estimulos de baja intensidad. Luego, los granulos densos son activados v,
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finalmente, los granulos lisosomales liberan sus productos proteoliticos’™ 8L,
Esta cadena de eventos se conoce como “reaccidon de liberacion
plaquetaria”’®. Las plaquetas y sus proteinas secretadas, principalmente GFs
y quimiocinas, disparan el inicio del proceso inflamatorio y secuencialmente

coordinan el incremento o la disminucion del efecto de muchas células y

moléculas implicadas en la cicatrizacion de las heridas®’.

CUADRO N° 1: Factores de crecimiento y quimiocinas contenidas en

los granulos a de las plaquetas®

Factor de
crecimiento/
Quimiocinas
y sus formas
biol6gicas y
receptores

Efectos biologicos durante la
cicatrizacion de las heridas

Referencias

Factor de
crecimiento
derivado de
las plaquetas
(PDGF).
PDGF-AA, -
BB, -AB, -
CC y -DD.
Dos
receptores
(PDGFRs): o
yB

Este es un quimiotactico e inductor de
proliferacion  celular.  Estimula la
angiogénesis y promueve la expresion de
las metaloproteinas de matriz (MMP)-1 y
su inhibidor tisular (TIMP-1) en la dltima
fase de la remodelacion. Los productos de
la proliferacion de fibroblastos, migracion
epitelial, vascularizacion extensiva y la
infiltracion de neutrdfilos.

Nimmi
1997,
Reigstad vy
col 2005,
Theoret
2005

Factor de
crecimiento

transformante
beta (TGF-B).
TGF-B1, -2,
-B3.  Cinco
receptores

(TBRs). TRRI
y TPRIL son
los mas
importantes

Regula la expresion de colagenos y
fibronectina. Restringe la degradacion de
la matriz extracelular (ECM). Disminuye
la expresion de las MMPs, promueve la
sintesis de TIMPs y del factor de
crecimiento de fibroblastos y la produccién
de angiogenésis. TGF-B3 tiene efectos
antifibroticos.  Interaccion con  TPRI
produce proliferacion celular y con TRRII
sintesis de ECM.

Braun y col
2002,

Todorovic y
col 2005,
Huang vy
Huang 2005

Factor de

Induce la proliferacion celular,

Nimmi
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crecimiento | diferenciacion y motilidad. Es altamente | 1997,
epidérmico expresado en el margen de las heridas, | Calvin 1998
(EGF).  Un | promueve la reepitelizacion. EGF induce la
receptor EGF | expresion de MMP-1 y regula el cambio de
(EGFR) coléageno tipo I.
Factor de | Promueve la vascularizacion de los tejidos | Nimmi
crecimiento | lesionados y facilita el arribo de células | 1997,
vascular inflamatorias y reparadoras. Tiene efectos | Ferrara
endotelial sobre la proliferacion de células del | 2001, Braun
(VEGF). endotelio vascular. y col 2002,
VEGF-B, -C, Theoret
-D y dos 2005
proteinas
VEGF. Dos
receptores:
VEGFR-1 vy
R-2
Factor de | FGF-1 (FGF bésico) es una potente | Nimmi
crecimiento | proteina angiogénica y controla los | 1997, Braun
de depositos de ECM, puesto que inhibe la |y col 2002,
fibroblastos | sintesis del colageno tipo 1. Theoret
(FGF). FGF- 2005
1,-2, -4, -7, -
9,-10y -19.
Factor de | IGF es un péptido anabodlico. Produce | Harridge
crecimiento | proliferacion celular y deposito de ECM. 2003,
insulinico Frisbie y col
(IGF). IGF-I 2000
y IGF 1I. Dos
receptores:
IGF-I-R y -
I-R
Factor de | Este péptido tiene efectos angiogénicos, | Catlow
crecimiento | puesto que incrementa la expresion de | 2003,
de VEGF. Anitua y col
hepatocitos 2005
(HGF).
Proteina de
union  HGF
(HGF-BP)
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Factor Produce quimiotaxis de leucocitos y la | Mannaioni
plaquetario 4 | adhesién de neutréfilos a las células |y col 1997,
(PF-4). endoteliales. Es un péptido | Boehlen vy
Condroitin antiangiogénico, puesto que interactda | Clemetson
sulfato directamente con FGF o VEGF mediante | 2001
(receptor) el bloqueo de sus receptores de superficie

celular. Inhibe la apoptosis de monocitos e

induce la diferenciacion de estas celulas a

macrofagos.
Betatrombogl | Estas quimiocinas producen quimiotaxis | Mannaioni
obulina  (B- | de neutrofilos y degranulacién plaquetaria. | y col 1997,
TG). Tres | En el ultimo estado de inflamacion, B-TGs | Boehlen 'y
péptidos desensibilizan la  degranulacién  de | Clemetson
relacionados | neutrofilos y actdan como proteinas | 2001

antiinflamatorias.

45 Meétodos utilizados para la preparacion de concentrados autélogos de

plaguetas

Muchos dispositivos automatizados, semiautomatizados y métodos
manuales se han desarrollado para la concentracién de plaquetas en seres
humanos®®’. Estos dispositivos concentran mas PLTs, leucocitos y GFs,

que algunos procedimientos de aféresis® y el método del tubo®® &°,

Todas las técnicas utilizadas para preparar APCs presentan ventajas e
inconvenientes®. Aln no se ha desarrollado un método o dispositivo ideal
para concentrar plaquetas y factores de crecimiento. El sistema de aféresis
requiere alta tecnologia y personal experimentado y un gran volumen de
sangre (> 450 mL)® . Sin embargo, se presenta un bajo riesgo de

contaminacion bacteriana durante la preparacion de los APCs®.

Los sistemas semiautomatizados (buffy coat) permiten concentrar un
elevado nimero de PLTs y GFs en comparacion con las otras dos técnicas®:
87,91y ademas, el riesgo de contaminacion bacteriana es menor® que con el
método manual (tubo)®®. Sin embargo, estos dispositivos también
concentran un elevado nimero de leucocitos y son costosos. Es importante

sefialar que la funcion exacta de los leucocitos en los APCs no se ha
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establecido. Sin embargo, se cree que la concentracién de un gran nimero
de gldébulos blancos en los APCs podria ser perjudicial para los tejidos

tratados®?.

Los métodos manuales (tubo) son sencillos y baratos; sin embargo,
requieren de un estricto manejo aséptico para evitar la contaminacién
bacteriana® 8. Las ventajas del método del tubo incluyen su simplicidad y
bajo costo, mientras que los métodos semiautomatizados son costo-

limitantes, ya que requieren Kits y centrifugas especializadas®?.
4.6 Fundamentos biol6gicos de reparacion tisular

Las plaguetas y sus factores de crecimiento, poseen propiedades
moduladoras y estimuladoras de la proliferacién de las células derivadas de
stem cell (fibroblastos, osteoblastos, células endoteliales, células epiteliales,
adipoblastos, miocitos, y condrocitos, principalmente). La activacion
plaquetaria en respuesta al dafio tisular y vascular provoca la formacion de
un tapon plaquetario y un coagulo hematico cuyas funciones son la
consecucion de la hemostasia, y la secrecion de proteinas bioldgicamente
activas involucradas en el proceso de reparacion tisular. Las plaquetas
empiezan a secretar activamente estas proteinas en los 10 minutos siguientes
a la formacion del coagulo, completando la secrecion de mas del 95 % de
los factores de crecimiento en el plazo de 1 hora. Tras esto, las plaquetas
sintetizan y secretan proteinas adicionales mientras se mantienen vivas
(entre 5y 10 dias)®.

CUADRO N° 2: Proteinas contenidas en los granulos plaquetarios®

GRANULOS DENSOS GRANULOS ALFA
Serotonina Albdmina
Histamina Fibrindgeno
Calcio Fibronectina
Magnesio Vitronectina
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Difosfato de adenosina Calcitonina
Trifosfato de adenosina Inmunoglobulinas de (IgG, IgA, IgM)

Vascular Endotelial Growth Factor
(VEGF)

Factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B)

Factor de crecimiento epitelial (EGF)

Factor de crecimiento fibroblastico
bésico (bFGF)

Factor de crecimiento nervioso (NGF)

Factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF)

Otros mas de 300 factores de

crecimiento

La activacion de las plaquetas frente al dafio vascular, produce la expresion
y liberacion de una gran variedad de citoquinas, quimioquinas y moléculas
de superficie que no solo participan en la hemostasia, sino que ademas
alertan al sistema inmune para promover el reclutamiento de leucocitos al
tejido injuriado. Muchas de las moléculas con funciones inmunes son
almacenadas dentro de los granulos plaquetarios. Las plaquetas poseen tres
diferentes tipos de granulos, grénulos alfa, densos y lisosomas.
Recientemente un posible nuevo tipo de granulos ha sido descripto,
denominados granulos T%.

Uno de los constituyentes de los granulos alfa, que es expresado en la
superficie de las plaquetas activadas, es la P-selectina, una molécula de
adhesion que interacciona con la gliproteina ligando de P-selectina (PSGL-
1) expresado por las células inmunes. Esto media la adhesion de plaquetas
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activadas a monocitos, neutrofilos y linfocitos, formando complejos
leucocitos-plaquetas que promueven el rodado y detencion de los leucocitos
sobre la superficie de las plaquetas adherentes causando la inflamacion

vascular®.

El rol de las plaquetas como células inmunes se debe también a la expresion
en superficic de receptores para IgG (FcyRIIA), las proteinas co-
estimuladoras del sistema inmune CD40 y CD40L y numerosos TLRs%. Las
plaquetas expresan unicamente el receptor FcyRIIA, de baja afinidad para
IgG. A través de este receptor las plaquetas pueden unir complejos inmunes
y funcionar como vehiculo de traslado de estos complejos para su
destruccion por fagocitos®’.

También tienen actividad bacteriostatica frente a un gran nimero de cepas

bacterianas y fangicas®.

4.7 Usos de las plaquetas en diferentes especialidades

En la literatura internacional actual, las plaquetas se emplean con fines
regenerativos en diferentes especialidades y situaciones clinicas con
resultados francamente positivos 0 muy prometedores. Algunas de ellas se

relacionan a continuacion?8, :

e Angiologia: insuficiencia arterial periférica, pie diabético, ulceras
vasculares;

e Ortopedia: fracturas 6seas complejas, retraso de la consolidacion de
fracturas, defectos &seos, pseudoartrosis, osteoartrosis, rupturas de
meniscos, epicondilitis, tendinitis y peritendinitis, artrodesis de cuerpos
vertebrales, lesiones de ligamentos, fascitis plantar, lesiones musculares;

e Estomatologia y cirugia maxilofacial: defectos periodontales (retraccién
gingival 'y otros), endodoncia, regeneracion alveolar, cirugia
dentoalveolar, implantologia, comunicaciones buconasales, relleno de
defectos 6seos, prevencion de la alveolitis seca después de la exodoncia

de terceros molares;
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e Dermatologia: cicatrizacion epitelial, Ulceras cronicas, Ulceras de
decubito, escaras, quemaduras; Cirugia estética: rejuvenecimiento facial,
blefaroplastias, reconstruccion mamaria;

e Oftalmologia: lesiones de cornea, ojo seco, sindrome de disfuncién de la
superficie ocular tras cirugia refractiva, queratoconjuntivitis bacteriana,
queratitis recurrente, sindrome de Sjogren, enfermedad injerta contra
huésped oftalmica severa post trasplante, después de la cirugia refractiva
ocular con laser;

e Medicina deportiva: lesiones relacionadas con la practica deportiva,
principalmente de tendones y ligamentos, musculares por sobre uso y

articulares.

4.8 Métodos de activacion plaquetaria

Las plaquetas deben liberar granulos citoplasmaticos, que son los que
contienen los factores de crecimiento (FC) y los metabolitos activos. Hay

diversas formas de activacion del PRP%:

e Congelacion, consiste en congelar y descongelar el plasma. Cuando se
congelan las plaquetas se lisan y liberan los factores de crecimiento
presentes en ellas.

e Sonificacion, se debe aplicar ultrasonidos a la suspension celular,
destruyendo las membranas celulares.

e La ozonizacion del plasma promueve la agregacion plaquetaria
acentuando la liberacion de los factores de crecimiento con una jeringa
que contenga ozono se aspira el plasma en la misma jeringa,
procediendo a la infiltracion con el ozono y el PRP.

e Adicién de sustancias:

o Gel de fibrina, que actia como malla para permitir el avance de los
factores de crecimiento.

o Cloruro de calcio (CaCl2), es una de las técnicas mas utilizadas por
los médicos veterinarios hoy en dia; se debe afiadir 50 pl/ml de
plasma, para activar las plaquetas y coagular el fibrindgeno, de
manera que el plasma inicia una fase dindamica de coagulacion, que

finaliza con la retraccion del coagulo®.
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5. Antecedentes bibliogréficos:

5.1 Efectos del plasma rico en plaquetas en un modelo de inflamacion

endometrial bovina in vitro.

Las células endometriales bovinas se cultivaron hasta el pase (P) 10 con 5 %
0 10 % de PRP. Efecto de PRP en la proliferacion de células endometriales
y en la expresion de genes [prostaglandina-endoperdxido sintasa 2 (COX2),
proteina tumoral p53 (TP53), receptores de estrogenos (ER-a y ER-p),
receptor de progesterona (PR) y c-Myc] involucrado en la regulacion del
ciclo del estro y la interaccion fetal-materna fueron evaluados. Ademas, para
evaluar la capacidad de PRP para contrarrestar la inflamacion, se usaron 10
y 100 ng/ml de lipopolisacarido de endotoxina bacteriano (LPS) para
inflamar las células endometriales in vitro durante 1, 6, 12, 24 y 48 h. La
expresion de genes como la interleucina 1B (IL-1p), interleucina-8 (IL- 8),
oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), prostaglandina-endoperdxido sintasa
2 (COX2/PTGS2) y la liberacion de PGE-2, IL-1p e IL-8°1,

El tratamiento in vivo con PRP aument6 la deteccién de PR. In vitro, el 5 %
de PRP en el pase 5 aumento la tasa de proliferacion e indujo un aumento
significativo en la expresion de todos los genes estudiados. Ademas, los
resultados revelaron que 10 ng/ml de LPS es la dosis mas efectiva para
obtener una respuesta inflamatoria, y que el tratamiento con PRP regulaba
significativamente la expresion de genes proinflamatorios®:.

5.2 Hallazgos clinicos uterinos, tasa de fertilidad, migracién de leucocitos y
niveles de proteina COX-2 en el tejido endometrial de yeguas
susceptibles tratadas con plasma rico en plaquetas antes y después de la
IA.

La endometritis persistente inducida por el apareamiento (PMIE) da como
resultado una disminucion de la fertilidad en los caballos, 1o que causa un
impacto significativo en el mercado de caballos. El plasma rico en plaquetas
(PRP), un modulador de la respuesta inflamatoria, se ha utilizado en gran
medida en medicina veterinaria. Aqui, investigamos los efectos de PRP

sobre la inflamacion uterina, la tasa de concepcion, la migracion de
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neutréfilos polimorfonucleares endometriales (PMN) y los niveles de
proteina COX-2 en el tejido endometrial. Se utilizaron trece yeguas
susceptibles a PMIE para la inseminacion artificial (1A). Las yeguas fueron
inseminadas con semen fresco en tres ciclos consecutivos en un estudio
cruzado disefio. Se utilizaron las siguientes clasificaciones de ciclo: ciclo de
control, sin interferencia farmacoldgica; pre-Al, se infundieron 20 ml de
PRP 24 h antes de Al; y después de la IA, se infundieron 20 ml de PRP
cuatro horas después de la IA. La dindmica folicular se monitoreo
diariamente por ultrasonido transrectal. Cuando se detectd un foliculo
mayor de 35 mm, se indujo la ovulacion con acetato de deslorelina (1 mg,
Im). La IA se realizd 24 h después de la induccion de la ovulacién. El
liquido intrauterino (FLU) se evalué por ultrasonografia antes y 24 h
después de la IA. También se observaron PMN en citologia uterina (CYT) y
biopsia (HIS) antes y 24 h después de la IA. El embarazo se determin6
dentro de los 14 dias posteriores a la ovulacion. EI numero de células COX-
2 positivas se evalud mediante inmunohistoquimica. Ambos tratamientos
PRP resultaron en una disminucion de PMN en el CYT después de la
reproduccion en comparacion con los controles. FLU no difirié entre ciclos;
sin embargo, las tasas de concepcidn fueron significativamente mas altas en
las yeguas PRP. Las yeguas positivas para endometritis disminuyeron en
ambos grupos de tratamiento, y se observé un marcado positivo mas intenso
de COX-2 en el grupo de control en comparacion con los dos grupos de
tratamiento. En conclusion, PRP reduce beneficiosamente la respuesta
inflamatoria en yeguas PMIE independientemente de cuando se
administraron los tratamientos, lo que aumenta las posibilidades de un

embarazo exitoso!??.

5.3 Efecto del plasma rico en plaquetas pre y post inseminacion artificial
sobre la respuesta inflamatoria e indice de fertilidad en yeguas
resistentes y susceptibles a endometritis persistente post cobertura.

La endometritis persistente pos-cobertura (EPPC) es la principal causa de
reduccion de fertilidad en yeguas, causando impactos importantes dentro del
mercado del caballo. Los tratamientos cominmente utilizados para EPPC

visan apenas minimizar los factores predisponentes a su instalacion, no
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actuando directamente en el proceso inflamatorio. Con un intento de reducir
la respuesta inflamatoria, estudios recientes han demostrado un aumento de
fertilidad en los animales afectados por EPPC, cuando se utiliza agentes
inmunomoduladores. EI PRP es modulador de respuesta inflamatoria que
estd siendo largamente utilizado en medicina veterinaria. Este concentrado
de plaguetas contiene diversos factores de crecimiento que actuan
directamente en los mediadores inflamatorios, reduciendo el proceso y
promoviendo reparacion tisular. EI PRP es benéfico en el tratamiento de
inflamaciones tendinosas y osteoarticulares, modulando la inflamacion y
acelerando la regeneracion de tejido lesionado. Méas recientemente algunos
investigadores demostraron el efecto benéfico del PRP en tratamientos
intrauterinos de yeguas. De esta forma el presente estudio tiene por objetivo
revisar los aspectos relacionados a EPPC, asi como el PRP y su mecanismo

de accionts,
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CAPITULO II:

METODOLOGIA
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6. MATERIALES:

e Microscopio dptico

e Laminas portaobjetos

e Caja porta ldminas

¢ Kit de tincién de Diff-Quick:
v" Fijador metanol
v Solucién 1 (Xanténicos).
v Solucioén 2 (Tiazinicos)

e Aceite de inmersion

e Ozonificador

e Centrifuga

e Vaso Coplin

e Tanque de oxigeno portatil

e Tubos Falcon estériles de 15 mL
Materiales para coleccion de muestras:

e Cytobrush (cepillo citolégico)

e Citofijador (metanol)

¢ Pistola de inseminacion artificial modificada
e Pipetas obstétricas modificadas

e Guantes obstétricos

e Camisas sanitarias

e Tablero con fichas de observacion
e Algoddn

e Alcohol

e Guantes de Nitrilo

e Wypale

e Clorhexidina al 4 %

e Aguja doble punta N° 20

e 2 Holders

e Jeringas de 5, 10, 20 y 60 mL

e Tubos con citrato de sodio al 3.2 % de 3.5 mL
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e Cloruro de sodio al 9 %o

e Marcadores indelebles delgados
e Mesa para instrumental

e Sogas

e Botas de jebe

e Tijeras

e Computadora

e Camara digital

e |mpresora
e Celular
7. METODOS:

Se evaluaron 4 tratamientos, tomandose un total de 12 vacas con endometritis
subclinica de 3er y 4to parto de un solo establo, subdivididas en 4 grupos de 3
vacas cada uno y se les asignd un grupo mediante aleatorizacion simple.

Grupo 1 (T1): 3 vacas tratadas con 5 mL de plaquetas autélogas lisadas con 0zono

mediante infusion intrauterina por Unica vez.

Grupo 2 (T2): 3 vacas tratadas con 5 mL de plaquetas aut6logas lisadas con 0zono

mediante infusion intrauterina 2 veces con un intervalo de 3 dias.

Grupo 3 (T3): 3 vacas tratadas con 10 mL de plaquetas autélogas lisadas con o0zono

mediante infusion intrauterina por Unica vez.

Grupo 4 (T4): 3 vacas tratadas con 10 mL de plaquetas autélogas lisadas con ozono

mediante infusion intrauterina 2 veces con un intervalo de 3 dias.

Las vacas lecheras con endometritis subclinica tuvieron las mismas condiciones que
corresponden a rutina de crianza de establo, ubicacién, ambiente, genética y

alimentacion.

Para la recoleccidon de datos se utilizé la técnica de observacién de campo y de
registros; para el diagnostico de endometritis subclinica se determiné el porcentaje

de Polimorfonucleares - Neutrofilos.
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Los datos fueron procesados utilizando el programa SPSS.15.0.1, se utiliz6 el
analisis de varianza para establecer diferencias significativas entre los tratamientos
a través del test de Fisher con a=0.05. Para el caso de los tratamientos que

mostraron diferencias significativas se utilizo el test de Tukey.

Meétodo de diagndstico de Endometritis Subclinica

Para el diagnostico de la endometritis subclinica, se realizo la técnica de citologia
endometrial por el método de Cytobrush® en todas las vacas que mostraron estar
entre 130 y 168 dias post parto, siendo ellas 12 vacas las cuales resultaron ser

positivas a la endometritis subclinica, tal como se detalla a continuacion.

Método de toma de muestras de citologia endometrial: Técnica del cepillado
con Cytobrush modificado

Previo a la realizacion de la toma de muestra correspondiente, se realizd una
cuidadosa limpieza de la zona perineal y de la vulva con solucion yodada y pafios

de limpieza (Wypall).

Se comenz6 con una palpacion transrectal de los 6rganos genitales internos
(ovarios, cuernos, cuerpo y cuello del Gtero) de la vaca, utilizando el brazo
izquierdo enguantado y lubricado con vaselina liquida. Al mismo tiempo, dirigido
mediante el brazo derecho, se introdujo en el Utero por via vaginal el instrumental
necesario para la toma de muestra. El mismo que estuvo conformado por un cito-
cepillo vaginal desechable (Mediplast) modificado, al cual se le extrajo la espatula
para enroscarle un palito plastico cortado en su mango aproximadamente a 4 cm de
largo esterilizado con luz ultravioleta y sujetado al mandril de una pistola o jeringa
de inseminacién de acero inoxidable universal. Se reemplaz6 parte externa de la
pistola por una pipeta, a la cual se le aument6 el diametro de la punta con ayuda de
una broca N° 5/32 a lo largo de 8 cm aproximadamente, seguidamente se limd la
punta con lijar de agua para eliminar los filos cortantes. Para proteger la pistola de
la contaminacion vaginal, la misma fue cubierta con una camisa sanitaria, para
hacerla pasar a traves del cérvix, en la base del cuerno de mayor tamafio, en caso de
notar diferencias entre ambos por palpacion y sino, en uno de los cuernos al azar.
En este sitio, se realizo la presion del mandril para exponer el cepillo de la pipeta y
se gird una vuelta completa (360°) en el mismo en sentido de las agujas del reloj
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rozando las cerdas suavemente la mucosa uterina y colectando asi la muestra
necesaria®. Seguidamente, se retrajo el cepillo dentro de la pipeta y se retird del
Utero y vagina la pistola de inseminacion. Una vez fuera del animal, se descarto la
funda, se expuso nuevamente el cepillo y se rodé suavemente sobre un portaobjetos
limpio, desengrasado y debidamente rotulado con el nimero que se asigno a la vaca
y la fecha de toma de las muestras. Inmediatamente los frotices fueron sumergidos
5 veces por 1 segundo cada vez en metanol para fijar la muestra. Finalmente, las
laminas fueron almacenadas en cajas transportadoras con una capacidad para 50
portaobjetos, para protegerlas del polvo y trasladarlas hasta el laboratorio donde se

realizo la tincién comercial (Diff Quick).
Método de tincion de muestras de citologia uterina: Método de Diff Quick®®

La tincion de Diff Quick, es un colorante de inmersion, por lo que cada componente
se debe preparar en un frasco de Coplin o cualquier otro recipiente para tincion de

este tipo, para lo cual se realiza el siguiente procedimiento:

1. Sumergir la laminilla en la solucion | por 5 veces (5 inmersiones de 1
segundo cada una) y dejar escurrir el exceso de colorante.

2. Sumergir la laminilla en la solucién Il por 5veces (5 inmersiones de 1
segundo cada una). Dejar escurrir el exceso de colorante.

3. Enjuagar la laminilla con agua destilada o des ionizada.

4. Dejar secar y examinar.

Nota:
Si se desea una tincion total mas intensa se debe aumentar el numero de
inmersiones en las soluciones 1 y II.

e Para una tincion mas pélida, se disminuye el nimero de inmersiones en las
soluciones | y Il pero nunca se debe hacer menos de 3 inmersiones de un
segundo cada una.

e Para incrementar la tincién eosindfilica se aumenta el numero de
inmersiones en la solucién 1.

e Para incrementar la tincion basoéfila se aumenta el nUmero de inmersiones
en solucion 1.

e Las soluciones deben ser renovadas cada semana.
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Las laminas obtenidas fueron observadas y analizadas con un microscopio éptico a
un aumento de 40X y contando el total de células presentes en el campo (células
epiteliales y células inflamatorias), a partir de las cuales se determiné la proporcion
de células inflamatorias (polimorfo nucleares neutréfilos). Para determinar el grado
de inflamacion de la mucosa uterina, se calcula el porcentaje de polimorfo
nucleares neutrofilos (% PMN-N), mediante la siguiente formula:

n PMN—-N

% PMN — N = x 100

Donde:
% PMN-N : Porcentaje de Polimorfo Nucleares Neutrofilos
n PMN-N : Cantidad de Polimorfo Nucleares Neutrofilos presentes en
la preparacion .
&1\ : Células Totales presentes en la preparacion (células
epiteliales y PMN-N).

Método de extraccién sanguinea

Para la extraccion sanguinea de la vena coccigea media se realizo el siguiente

procedimiento:

1. Serotul6 el tubo con marcador indeleble.

2. Se empatd la aguja doble punta en la funda o camisa.

3. Sesujetd la cabeza del animal con una la ayuda de un cabezal, o lazos.

4. Se levant6 la cola del animal con suavidad hasta casi colocarla casi en posicion
vertical, sujetdndola en el tercio medio, inmediatamente se procedi6 a limpiar
los residuos de materia fecal de la zona con papel o algoddn, luego con la mano
libre se localizd por palpacion la vena coccigea media en la linea media, justo
caudal de la insercion de los pliegues de la piel de la cola a nivel del espacio
entre las vértebras coccigeas 6-7.

5. Luego de colocarse los guantes se procedié a realizar la antisepsia con alcohol
96 %, en una zona de piel de unos 10 cm de didmetro alrededor del sitio de
puncién, para lo cual se comenz6 por el centro y se hicieron circulos
concentricos hacia el exterior y se dejo actuar 1-2 minutos,

6. Seguidamente, se encajo el tubo en la funda o camisa sin perforarlo.
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7. Se insertd la aguja craneal a la protuberancia 6sea del proceso laminar en la
linea media a una profundidad de 8- 12 milimetros en angulo recto, hasta que la
sangre empezd a brotar, se estabiliz6 la funda y la aguja con la mano, colocando
el pulgar de la otra mano en la parte inferior del tubo y los dedos indice y medio
en las aletas de la funda, presionando con el pulgar y el dedo indice el uno
contra el otro, se forzo al tapon de goma, introduciendo la aguja en el tubo para
que la sangre fluyera dentro del mismo, manteniendo la funda estable, hasta
consumir todo el vacio y se retir6 el tubo. Sin retirar la aguja, se encajaron los
siguientes tubos en la camisa hasta obtener la cantidad de sangre requerida.

8. Inmediatamente después de extraer la sangre en cada tubo, se procedié a
invertir 30 veces el tubo suavemente para que la sangre y el anticoagulante se
mezclen.

9. Para retirar la aguja y se ejercié presion sobre la zona de puncion con algodon

por unos segundos.

La cantidad total de sangre extraida fue: 10 tubos de 3.5 mL con citrato de sodio al
3.2% por vaca a un grupo de 6 vacas y 20 tubos de 3.5 mL con citrato de sodio al

3.2% por vaca al otro grupo de 6 vacas.
Método de centrifugado simple en tubo

Los tubos con sangre fueron centrifugados a 5000 rpm por 10 minutos. La
centrifugacion permitié separar la sangre en tres fases: volumen globular
aglomerado (VGA), capa leucocitaria y plasma. El plasma fue recolectado en
jeringas de 20 mL con aguja N° 21G X 1%4”. El total de plasma obtenido de 6 vacas
fue 15 mL de cada una correspondiente a los grupos (T1 y T3), del otro grupo de 6

vacas (T2 y T4) se obtuvo 30 mL de cada una.
Método de lisado plaquetario

El plasma obtenido de cada vaca se deposit6 en tubos Falcon estériles previamente
rotulados y se procedié a la ozonificacion del plasma durante 10 minutos para
promover la degranulacion plaquetaria y acentuar la liberacion de los factores de

crecimiento.
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Método de aplicacién de plaquetas lisadas con ozono mediante infusion
intrauterina

e Para las vacas que conforman el grupo 1: Karen, Naira e llaria, se disolvi6 5
mL de plaquetas aut6logas lisadas con 0zono obtenidas, en 100 mL de cloruro
de sodio 9 %o, mediante la utilizacion de 2 jeringas de 60 mL por Unica vez.

e Para las vacas que conforman el grupo 2: Norma, Génesis y Sally, se disolvio
5 mL de plaquetas aut6logas lisadas con ozono obtenidas, en 100 mL de
cloruro de sodio 9 %o mediante la utilizacion de 2 jeringas de 60 mL y se
realiz6 el mismo procedimiento 3 dias después de la primera infusion
intrauterina.

e Para las vacas que conforman el grupo 3: Royal, Siria y Yahaira, se disolvid
10 mL de plaquetas autologas lisadas con ozono obtenidas, en 100 mL de
cloruro de sodio 9 %0 mediante la utilizacion de 2 jeringas de 60 mL por Unica
Vez.

e Para las vacas que conforman el grupo 4: Daniuska, Isaura 'y Lea, se disolvio
10 mL de plaquetas aut6logas lisadas con ozono obtenidas, en 100 mL de
cloruro de sodio 9 %o mediante la utilizacion de 2 jeringas de 60 mL y se
realizd el mismo procedimiento 3 dias después de la primera infusion

intrauterina.

Seguidamente se realizd la limpieza y desinfeccion correspondiente a la zona
perineal y de la vulva con solucion yodada y pafios de limpieza (Wypall).
Utilizando el brazo izquierdo enguantado y lubricado con vaselina liquida, se
comenzd con una palpacion transrectal de los érganos genitales internos (ovarios,
cuernos, cuerpo y cuello del Gtero) de la vaca, Al mismo tiempo, dirigido mediante
el brazo derecho, se introdujo en el Gtero por via vaginal la pipeta cubierta por una
camisa sanitaria, cuando se alcanzo la entrada del cuello uterino, inmediatamente
antes de progresar hacia su interior del cuerpo uterino, jalé desde fuera del extremo
proximal de la camisa sanitaria, rompiendo asi el extremo distal de la misma y
permitiendo que el extremo de la pipeta asome por fuera de ella. En este momento
de empezar a progresar mediante el extremo de la pipeta, libre de la camisa, a

través del cérvix uterino, hasta alcanzar la luz del cuerpo, donde se deposito el
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contenido de las dos jeringas previamente preparadas para cada una de las vacas y

se procedi a retirar la pipeta para desecharla debidamente.

El plasma restante se conservé en refrigeracion a 4 °C durante 3 dias, para la

segunda aplicacién a las vacas del grupo 2 y 4.
Método de obtencion de muestras

Tres dias posteriores a la primera aplicacion intrauterina de plaquetas lisadas con
ozono, se realiz6 la técnica de Cytobrush a cada una de las 12 vacas para hacer el
conteo de PMN-N vy evaluar la eficiencia del tratamiento. Para lo cual se fijaron 3
muestras de cada una de las vacas en portaobjetos previamente rotulados con el

namero que se le asigno a cada vaca y la fecha de la toma de muestra.

A los tres dias de la segunda aplicacion intrauterina de plaquetas lisadas con ozono,
se volvio a realizar la técnica de Cytobrush a cada una de las 12 vacas de los

grupos, siguiendo el procedimiento del muestreo anterior.
Método de interpretacién de resultados

Para la interpretacion de resultados se empled los valores que a continuacion se

detallan, considerando uno de los rangos establecidos por Madoz et al. 2013, en el
cual menciona que >7 semanas, la cantidad para declarar positiva con endometritis

subclinica a una vaca es de >4 % de polimorfo nucleares - neutréfilos, en el estudio
se tomaron los dias entre 130 — 168 que esta dentro de los pardmetros descritos.
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CUADRO N°¢ 3: Prevalencia de endometritis subclinicas diagnosticadas
mediante citologia endometrial en funcién de la semana del postparto en la que
se hizo el diagndstico, del punto de corte y de la técnica empleada para obtener

la muestral®

Cytobrush 3353 (%)  5AE-7A(%) =7 (%) Puntode corte (%)
Lopdell et al., 2011 35,0 > 18,0
Kasimanickam et al., 2004 35,1 > 18,0
Heidarpour et al., 2012 13,6 > 18,0
Kaufmann et al., 2010 12,4 > 18,0
Barrio et al., 2014 17,6 = 18,0
Madoz et al., 2013 21,5 = 8,0
Dubuc et al., 2010 19,3 > 6,0
Plantzke et al., 2010 38,0 =50
Lopdell et al., 2011 7.0 > 18,0
Kasimanickam et al., 2004 34,0 = 10,0
Barlund et al., 2008 11,8 =380
Madoz et al.,, 2013 16,0 > 6,0
Plontzke et al., 2010 19,0 =50
Barrio et al., 2015 14,9 =50
Madoz et al., 2013 16,0 =40
Dubuc et al., 2010 11,1 =40
Lavado

Hammon et al., 2006 51,8 =250
Barlund et al., 2008 15,8 >80
Gilbert et al., 2005 53,0 =50
Cheong et al., 2011 25,9 = 10,0
Citotape

Pascottini, 2016 (en momento de la |A vacas) 278 =1
Pascottini, 2016 (en momento de la |A Novillas) 71.86 =1
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8. CAMPO DE VERIFICACION:

8.1 Ubicacién Espacial

El presente estudio se desarrolld en el Distrito de Majes, Provincia de
Caylloma, Departamento de Arequipa; El Distrito de Majes se encuentra a

una altitud de 1410 m.s.n.m.

Climatologia

Su temperatura promedio es de 16.1 °C, (con una minima de 8.2 °C y
méaxima de 24 °C), con una humedad relativa mayor de 40 % y menor de 70

% y precipitacién 0 mm.
Geograficamente ubicado en:

e 16°20’° 08,35 Latitud Sur
e 72°09° 09,56 Longitud Oeste®

9. UNIDADES DE ESTUDIO:

Vaca lechera, cantidad total 12 vacas, distribuidas en 4 grupos o tratamientos de 3

unidades para la comparacion de T1, T2, T3y T4.
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CAPITULO III:;

RESULTADOS Y DISCUSION
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1. Diagnostico de endometritis subclinica en vacas lecheras, mediante el uso de
Cytobrush.

TABLA N° 1: Porcentaje de PMN-N en vacas lecheras con endometritis
subclinica del Distrito de Majes - 2018

PROMEDIO
D.S VALORES EXTREMOS
RECUENTO DE PMN-N
12 8.2 5 45 22.7
n = NUmero de muestras
D.S = Desviacion estandar

Fuente = Elaboracion propia

En la tabla N° 1 se aprecian los resultados obtenidos del porcentaje PMN-N
encontrados al realizar la lectura de las laminas que contenian las muestras
citologicas adquiridas haciendo uso de la técnica del Cytobrush. En el promedio
general enfocado en porcentaje de PMN-N hallados, se demostré que todos los
objetos de estudio son positivos a endometritis subclinica.

Es necesario indicar que los puntos de corte utilizados en relacion al porcentaje de
PMN-N considerados para el diagnostico, diferian entre distintos estudios (entre el
3 %y el 10 %)%, En el presente estudio las observaciones realizadas son similares
a las descritas por Kasimanickam et al., (2004) y Sheldon et al., (2006), quienes
consideran a una muestra positiva cuando el namero de PMN-N es superior al 5 %.
El valor de corte obtenido para PMN N de >5,10 % se encuentra cercano al 5.00 %
de PMN-N recomendado por la publicaciones de Gilber y col. (2005)*°. Asimismo
el porcentaje obtenido es similar al reportado en investigaciones de endometritis
subclinica manifestado por Madoz (2012) quien reporto un 5 % de PMN-N en 21 —
62 DEL'.En un estudio realizado por Arenas (2015) se demostré que en la
Irrigacion Majes el nivel de corte de PMN-N hallado fue de >5,10 % con una
sensibilidad de 77,55 % y una especificidad de 38,89 % en el rango de 21 a 56 DEL
para el diagnoéstico de ES mediante la técnica de citologia endometrial, técnica
validada como método de diagndstico de endometritis subclinica®.

Los valores de corte reportados en los diversos trabajos de investigacion indican
que, en las vacas normales el porcentaje de PMN - N no deberia superar el 5 %,
puesto que mas alla de este umbral comenzaria a disminuir la eficiencia
reproductiva en las vacas lecheras, incrementando el Intervalo Parto Concepcion

(IPC). A pesar de que estos valores de corte son los aceptados por la mayoria de los
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investigadores no existe consenso total, variando los valores de corte entre 4 y 25 %
PMN-N; basadas en estas diferencias, las interpretaciones y comparacion de
resultados entre diferentes estudios se hace controversial’®. La informacion vertida
es similar a la referida por Barlund et al., (2008), en la cual menciona que la técnica
de citocepillo es el método mas preciso para el diagnostico de endometritis, debido
a que se obtiene no sélo un mayor numero de células sino también muy bien
preservadas en cada muestra, lo que hace de ésta una prueba de gran confianza y de
resultados repetibles, tanto para tomar de cérvix y de pared uterina, por lo cual, este
mismo método se realizd para obtencion de muestras de las vacas que se
sometieron a estudio en la presente investigacion, considerando a esta técnica como
la alternativa mas confiable para la deteccion de enfermedades subclinica en vacas
a los 130 - 160 dias post parto®.

Un proceso inflamatorio en el Utero causa la migracion masiva de PMN hacia él,
ya que constituyen la primera linea de defensa frente a la infeccion'®. El desarrollo
de una infeccion uterina dependera de la respuesta inmune de la vaca y de la
especie y el nimero de los microorganismos implicados*!. Debido a esto, durante
los primeros dias del postparto, la cantidad de PMN en el Gtero es muy elevada y a
medida que avanza el postparto y el utero involuciona se reduce su cantidad junto
con la contaminacion, salvo que se haya instaurado una infeccion uterinal®. El
endometrio de la vaca posee poderosos mecanismos de defensa que lo protegen de
agentes invasivos inespecificos, comenzando por la cubierta de células epiteliales
pseudoestratificadas, quimicamente por el moco secretado por las glandulas
endometriales e inmunol6gicamente por la accion de células polimorfonucleares®,
un mecanismo fisiologico de defensa es el aumento en el nivel de anticuerpos
celulares, por ello en el estudio encontramos presencia de PMN-N que representan
un mecanismo de defensa frente al proceso inicial o agudo de la endometritis
subclinica.

La técnica de Cytobrush se basa en la obtencion de células a partir del endometrio,
mediante un cepillado de la superficie interna del Utero, técnica muy confiable y no
genera alteracion de la mucosa endometrial®®. Las muestras obtenidas por
Cytobrush se pueden colorear utilizando la tincion Diff Quick’, por lo cual se
empled dicha coloracion en el presente estudio.

La endometritis clinica afecta alrededor de un 15 a un 20 % de las vacas entre la 4°

y 6° semana después del parto, y de un 30 a un 35 % adicional tienen endometritis
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subclinica entre la 4° y 9° semana postparto®. Este Gltimo dato coincide con el 16,3
% de endometritis clinica y del 53 % entre los 40 y 60 DEL de endometritis
subclinica?®. La endometritis subclinica esta definida como el hallazgo de una
cantidad de neutréfilos mayor al 18 % en muestras citoldgicas colectadas del Utero
entre los 21 y 33 dias posparto o una proporcion de neutrofilos mayor a 4 % en
muestras colectadas entre los 40 y 60 dias posparto'®, los resultados obtenidos en la
investigacion fueron a los 130 y 168 dias post parto indistintamente, en las que se
diagnostico en forma eficaz la endometritis subclinica en las vacas lecheras.

Un ambiente uterino hostil en etapas inapropiadas del ciclo reproductivo inflige
dafio a los gametos y cigotos, lo que perjudica el rendimiento reproductivo de las
vacas lecheras. En este contexto, una menor fertilidad contribuye negativamente al
éxito econdmico de la unidad de produccion lecheral®. Por consiguiente, un
diagndstico apropiado de la enfermedad del Gtero en el posparto es imprescindible
para que se pueda establecer un tratamiento con premura y eficacia.

2. Aplicacion mediante infusion intrauterina de plaquetas autdlogas lisadas con

ozono para la resolucion de endometritis subclinica en vacas lecheras.

TABLA N° 2: Porcentaje de Polimorfonucleares - Neutrofilos aplicando 5 mL
de plaquetas autdlogas lisadas con ozono disueltas en 100 mL de cloruro de

sodio al 9 % mediante infusion intrauterina por Unica vez

5mL UNICA VEZ (T1)

ESTADISTICOS
% PMN-N % PMN-N ler | % PMN-N 2do
INICIAL MUESTREO MUESTREO
Media 7,06 1,45 25,26
Desviacion estandar 0,51 2,51 42,79
Varianza 0,26 6,30 1831,40
Maximo 7,53 4,35 74,67
Minimo 6,52 0,00 0,00
TAMANO 3 3 3
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La tabla N° 2 muestra que el porcentaje promedio de Polimorfonucleares —
Neutréfilos antes de la aplicacion intrauterina de plaquetas autélogas lisadas con
ozono en dosis de 5 mL fue de 7.06 %, el porcentaje promedio en el primer
muestreo luego de la aplicacion intrauterina de plaquetas autdlogas lisadas con
0zono en dosis de 5 mL muestra un descenso en el porcentaje de PMN — N siendo
1.45 %, mientras que en el segundo muestreo el porcentaje promedio fue de 25.26
%. En el promedio general enfocado en porcentaje de PMN-N hallados, se
demostré que los objetos de estudio son positivos a endometritis subclinica al
inicio y en el segundo muestreo ya que las observaciones realizadas son similares
a las descritas por Kasimanickam et al., (2004) y Sheldon et al., (2006), quienes
consideran a una muestra positiva cuando el numero de PMN-N es superior al 5
%.

TABLA N° 3: Porcentaje de Polimorfonucleares — Neutrofilos aplicando 5
mL de plaquetas autdlogas lisadas con ozono disueltas en 100 mL de cloruro
de sodio al 9 %, mediante infusion intrauterina dos veces con un intervalo de

3 dias entre cada aplicacién

5mL DOS VECES (T2)

ESTADISTICOS
% PMN-N % PMN-N ler | % PMN-N 2do
INICIAL MUESTREO MUESTREO
Media 5,12 0,00 0,70
Desviacion estdndar 0.82 0,00 1,21
Varianza 0,67 0,00 1,47
Maximo 6,06 0,00 2,10
Minimo 4,55 0,00 0,00
TAMARNO 3 3 3

La Tabla N° 3 muestra que el porcentaje de Polimorfonucleares — Neutréfilos
inicial promedio antes de la aplicacion intrauterina de plaquetas aut6logas
lisadas con ozono en dosis de 5 mL dos veces con un intervalo de 3 dias entre
cada aplicacion fue de 5.12 %, el porcentaje promedio en el primer muestreo
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después de la aplicacion intrauterina de plaquetas autélogas lisadas con ozono en
dosis de 5 mL fue de 0.00 %, mientras que en el segundo muestreo el porcentaje
promedio fue de 0.70 %. El porcentaje de PMN-N hallados luego del tratamiento
T2 demuestra que los objetos de estudio son negativos a la endometritis
subclinica puesto que los puntos de corte utilizados en relacion al porcentaje de
PMN considerados para el diagndstico, diferian entre distintos estudios 3 % y el
10 %%, Considerando uno de los rangos establecidos por Madoz et al. (2013),
en el cual menciona que >7 semanas, la cantidad para declarar positiva con
endometritis subclinica a una vaca es de >4 % de Polimorfo Nucleares —
Neutréfilos. Por tanto, en el presente tratamiento se demuestra haber resuelto la
endometritis subclinica de las vacas que conforman el grupo 2.

TABLA N° 4: Porcentaje de Polimorfonucleares — Neutrofilos aplicando 10
mL de plaguetas autologas lisadas con ozono disueltas en 100 mL de cloruro

de sodio al 9 % mediante infusion intrauterina por Unica vez

10 mL UNICA VEZ (T3)

ESTADISTICOS

% PMN-N | % PMN-N ler | % PMN-N 2do
INICIAL MUESTREO MUESTREO
Media 11,71 11,90 28,12
Desviacion estandar 9,56 14,18 25,33
Varianza 91,40 201,02 641,61
Maximo 22,73 27,59 49,15
Minimo 5,62 0,00 0,00
TAMANO 3 3 3

La tabla N° 4 muestra que el porcentaje de Polimorfonucleares - Neutréfilos
inicial promedio antes de la aplicacion intrauterina de plaquetas aut6logas
lisadas con ozono en dosis de 10 mL fue de 11.71 %, el porcentaje promedio en
el primer muestreo después de la aplicacion intrauterina de plaquetas autélogas
lisadas con ozono en dosis de 10 mL fue de 11.90 %, mientras que en el segundo
muestreo el porcentaje promedio fue de 28.12 %. Demostrando que los objetos
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en estudio son positivos a endometritis subclinica, por lo tanto, con el
tratamiento T3 no se logré resolver la endometritis subclinica del grupo en
estudio.

Citologicamente la ES se define a la presencia de >18 % de células PMN-N en
muestras colectadas entre los 21 — 33 (DPP), o >10 % de PMN-N en muestras
obtenidas entre los 34 — 47 (DPP) y >5 % a los 40 a 60 DPP%. Sin embargo, en
un estudio realizado en Argentina en vacas en pastoreo se considerd un
diagnostico positivos valores >8 % de PMN-N en muestras colectadas entre los
21 — 33 DPP, >6 % de PMN-N en citologias obtenidas entre los 34 — 47 DPP y
>4 % de PMN-N para muestras recolectadas a los 48 — 62 DPP3,

TABLA N° 5: Porcentaje de Polimorfonucleares — Neutroéfilos aplicando 10
mL de plagquetas aut6logas lisadas con ozono disueltas en 100 mL de cloruro
de sodio al 9 %e mediante infusion intrauterina dos veces con un intervalo de

3 dias entre cada aplicacién

10 mL DOS VECES (T4)

ESTADISTICOS
% PMN-N % PMN-N ler | % PMN-N 2do
INICIAL MUESTREO MUESTREO
Media 9,00 11,11 15,32
Desviacion estdndar 3,31 9,65 16,63
Varianza 10,97 93,22 276,64
Maximo 12,50 20,00 34,07
Minimo 5,92 0,84 2,33
TAMANO 3 3 3

La Tabla N 5 muestra que el porcentaje de Polimorfonucleares - Neutréfilos
inicial promedio antes de la aplicacion intrauterina de plaquetas aut6logas
lisadas con ozono en dosis de 10 mL dos veces con un intervalo de 3 dias entre
cada aplicacion fue de 9.00 %, el porcentaje promedio en el primer muestreo

después de la aplicacion intrauterina de plaquetas autologas lisadas con ozono en
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dosis de 10 mL fue de 11.11 %, mientras que en el segundo muestreo el

porcentaje promedio fue de 15.32 %.

Trabajos de investigacion realizados en nuestro pais mediante la técnica de

cepillado endometrial reporta valores de prevalencia de 9,09 % de ES en

posparto de vacas lecheras en sistemas intensivos de Arequipa. Los mismos

autores en un segundo trabajo de investigacion para la cuenca ganadera de

Arequipa reportan una prevalencia de 13,27%"“.

El porcentaje de neutrofilos presentes en una muestra de citologia uterina se usa

para determinar el grado de inflamacion presente en el Gtero. El presente trabajo

de investigacion utilizé la clasificacion realizada por Madoz y col (2014), segun

el cual un porcentaje mayor al 4 % de PMN-N es indicativo de un endometrio

inflamado, estos datos corroboran los hallazgos del presente?2,

3. Comparacion del porcentaje de PMN-N entre grupos luego de la aplicacion

intrauterina de plaquetas autologas lisadas con 0zono

TABLA N° 6: Comparacion del porcentaje de PMN-N entre grupos

luego de la aplicacion intrauterina de plaquetas autélogas lisadas con ozono

ESTADISTICOS | 5mL Unica| 5 mL dos 10 mL 10 mL dos
Vez Veces Unica vez veces
Media 11,27 1,93 17,27 11,80
Desviaciéon 14,93 0,40 13,49 9,70
estandar
Varianza 222,80 0,16 182,06 94,08
Maximo 28,50 2,30 28,50 22,20
Minimo 2.40 1,50 2,30 3,00
TAMANO 3 3 3 3
f=6.17 P<0.05
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La Tabla N° 5 segun el andlisis de la varianza (f=6.17) muestra que el
porcentaje de Polimorfonucleares - Neutr6filos promedio entre grupos luego de
la aplicacion de plaquetas lisadas con ozono presentd diferencia estadistica
significativa (P<0.05).

Asimismo se observa que el porcentaje de Polimorfonucleares - Neutréfilos
luego de la aplicacion intrauterina de plaquetas aut6logas lisadas con ozono en
dosis de 5 mL una vez fue de 11.27 %, el porcentaje promedio en el grupo de
plaquetas aut6logas lisadas con 0zono en dosis de 5 mL dos veces fue de 1.93 %,
el promedio de PNM-N de plaquetas autologas lisadas con ozono en dosis de 10
mL por Unica vez fue de 17.27 %, mientras que en el grupo de la dosis de 10 mL
dos veces fue de 11.80 %.

El porcentaje de neutrofilos presentes en una muestra de citologia uterina se usa
para determinar el grado de inflamacion presente en el Gtero. El presente trabajo
de investigacion utilizé la clasificacion realizada por Madoz y col (2014), segun
el cual un porcentaje mayor al 4 % de PMN-N es indicativo de un endometrio

inflamado, estos datos corroboran los hallazgos del presente?®,

TABLA N° 7: Comparaciones multiples por grupo

GRUPOS MEDIA TUKEY
5 mL aplicada 2 veces 1,93 a
5 mL aplicada 1 vez 11,27 b
10 mL aplicada 2 veces 11,80 b
10 mL aplicada 1 vez 17,27 b

Segun la prueba de Tukey se muestra que el porcentaje de Polimorfonucleares -
Neutrofilos promedio entre grupos luego de la aplicacién de plaquetas lisadas
con ozono en la dosis de 5 mL aplicada 2 veces presentdé mayor diferencia en el
resultado, en relacién a los demés grupos en estudio.

Trabajos de investigacion realizados en nuestro pais mediante la técnica de
cepillado endometrial reporta valores de prevalencia de 9,09 % de ES en

posparto de vacas lecheras en sistemas intensivos de Arequipa. Los mismos
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autores en un segundo trabajo de investigacién para la cuenca ganadera de
Arequipa reportan una prevalencia de 13,27 %",

En medicina veterinaria se ha reportado la utilizacion de PRP en caballos® 1% y
perrosi® en el tratamiento de afecciones locomotoras agudas y cronicas, aunque
también se ha informado su aplicacion para la curacién de heridas intestinales en
cerdos'®, Por otra parte, se ha descrito un método para producir PRP en bovinos
con finalidades terapéuticas®®.

En un estudio, al comparar el control y los grupos de yeguas tratadas con PRP,
se observd que después tratamiento, en animales susceptibles, todavia habia
acumulacion de liquido en el dentro del Utero, pero en menor cantidad en
comparacion con el grupo, que no fue sometido a tratamiento con PRP,
mostrando asi su efecto beneficioso potencial, debido a la reduccion del exudado
inflamatorio en estos animales, en animales resistentes, no se observaron
cambios entre el grupo tratado y no tratado. En yeguas resistentes, el porcentaje
de neutrofilos observado por citologia en el lumen uterino se redujo despues del
tratamiento con plasma rico en plaquetas, que también ocurrié en yeguas
susceptibles, en las que se observéd que se redujo su numero de células después
de la aplicacion de PRP, a niveles que se consideran aceptables por el momento
24 horas después del contacto del utero con el semen. Aunque no se observo
diferencia estadistica (p>0.05) en el promedios de la concentracion de PMN
recuperados del liquido uterino entre control y grupos tratados en animales
susceptibles, se encontré una tendencia estadisticamente a la reduccion (0.05< p
<0.1) de estas células después del tratamiento con PRP. Ademas, en 11 yeguas
clasificadas como susceptibles (aproximadamente 74 % de los animales), se
observo una disminucion en el namero de PMN. Y en las yeguas resistentes, la
concentracion de estas células no ha sido alteradal®.

En los dltimos afios el plasma rico en plaquetas (PRP) ha sido utilizado con
diferentes propdsitos terapéuticos, debido a la presencia de numerosos factores
de crecimiento que en su conjunto contribuyen a acelerar los procesos curativos
y de reparacion de diferentes lesiones. Por otra parte, cuando el PRP es puesto
en contacto con sustancias activadoras como sales de calcio o trombina, pierde
su forma liquida y se transforma en un biomaterial conocido como gel rico en
plaquetas (GRP)? 1% E| GRP libera de manera gradual diversos factores de

crecimiento, como el factor de crecimiento transformante beta isoforma 1 (TGF-
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B1) y el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)!! y otras
proteinas que disminuyen la inflamacion y aceleran la reparacion de tejidos
traumatizados o afectados por enfermedades cronicas®®.

El tratamiento in vivo con plasma rico en plaquetas aumentd la deteccion de
receptor de progesterona. In vitro el 5 % de plasma rico en plaquetas en el pase 5
aumento la tasa de proliferacion e indujo un aumento significativo en la
expresion de todos los genes estudiados. El tratamiento con plasma rico en
plaquetas regulaba significativamente la expresion de genes proinflamatorios. En
nuestro estudio, probamos ain mas la hipétesis de que PRP tiene propiedades
antiinflamatorias y es capaz de influir en la expresién génica de factores
proinflamatorios en un modelo de inflamacion in vitro. Para desarrollar un
sistema de cultivo celular in vitro con células estresadas y para estudiar la
respuesta génica, las células endometriales fueron expuestas a la endotoxina
bacteriana LPS antes y después del tratamiento con PRP. La exposicién de
células endometriales a 10 ng/ml de LPS resulté en mas cambios en la expresion
pro inflamatoria de genes que se redujeron por la adicion de 5 % de PRP. La
presencia de PRP mejord los cambios moleculares inducidos por LPS en las
células endometriales, ya que aumentaron los niveles de expresion génica de IL-
1 B ,IL-8, INOS y COX2 expresion. Paralelamente a la expresion génica, se
estudid la liberacion de algunas proteinas confirmando las observaciones sobre
las regulaciones génicas. LPS demuestra ser capaz de inducir la liberacion de
PGE-2 e IL-1B e 1L-18 cuya seleccién se obtuvo 1y 12-24 horas, después de la
estimulacion con LPS. El PRP reduce la liberacion de estas proteinas, y la
actividad moduladora méaxima se observd inmediatamente después de 1h para
PGE-2 e IL-1R, y entre 12 y 24h para IL-8. Por lo tanto, nuestros resultados
indicaron un efecto antiinflamatorio constante de PRP. En el tratamiento
reproductivo repetido, después de la administracion intrauterina de PRP, el
porcentaje de vacas prefiadas fue del 70 % en comparacién con el grupo control,
tratado con solucion fisioldgica, donde la tasa fue del 33,33 %1%,

Marini y col 2016, determinan que su estudio sienta las bases para el tratamiento
potencial de la endometritis con PRP in vivo.

Es importante sefialar que, la literatura sobre el tratamiento de la endometritis en
el ganado es extensa y, a veces inconsciente. Especificamente los tratamientos

para la enfermedad uterina tienen como objetivo revertir los cambios
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inflamatorios que deterioran la fertilidad, al mismo tiempo que mejoran la
defensa y reparacion uterina®?,

La respuesta inflamatoria es un proceso complejo que involucra muchas
cascadas de sefializacion. En el tracto genital, la respuesta inicial del endometrio
contra la infeccion depende de la inmunidad innata y los sistemas de defensa de
la mucosa®. La respuesta inmune uterina es proporcionada a nivel celular, por
los leucocitos uterinos y las células polimorfonucleares que son las células que
fagocitan y eliminan las bacterias!®®. En el caballo, a nivel molecular, las
citocinas tienen un papel importante en el reclutamiento de células
inflamatorias*'®. En el ganado bovino, la interleucina-6 y el TNF-a estimulan la
produccion de péptidos antimicrobianos que ayudan a la eliminacion de
bacterias patégenas'?’.

En las vacas, se han desarrollado muchos agentes y procedimientos terapéuticos
para tratar la endometritis, incluida la administracion sistémica o intrauterina de
antibioticos'*3, o la administracion de PGF2a y su analogo®®.

Se ha probado la infusion intrauterina de antisépticos (solucion lugol), aunque se
han informado efectos secundarios sobre la fertilidad futura en vacas!!*.
También se han descrito enfoques que utilizan enzimas proteoliticas®,
administracion de estradiol o GnRH®:,

Considerando que todos estos estudios muestran algunos efectos sobre la
respuesta uterina, no es posible inferir resultados concluyentes de los ensayos
clinicos publicados.

El 02 de junio del 2020 la revista (Agraria.pe) reportd que existen 905.817 vacas
en ordefio a nivel nacional, de las cuales se estima que aproximadamente el
30.5% de esta poblacién se encuentran estabuladas, la incidencia estimada de la
endometritis subclinica en la cuenca ganadera de Arequipa es de 13,27% y en la
Irrigacion Majes es de 26,87%.

Los problemas de infecciones reproductivos en la ganaderia causan pérdidas
econdmicas de gran relevancia, ya que los regimenes terapéuticos para tratar
infecciones como la ES en vacas lecheras proponen varias administraciones del
antibidtico por dia, durante varios dias ademas de altas dosis del farmaco. Lo
que eleva los costos de servicios veterinarios y de tratamiento. Asimismo, un
tratamiento prolongado puede llevar a perfiles toxicos en tejidos periféricos al
tejido a tratar'%4,

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

La aplicacion de plaquetas autdlogas lisadas con ozono a dosis de 5 mL
mediante infusion intrauterina dos veces con un intervalo de 3 dias entre cada
aplicacion para resolver la endometritis subclinica en vacas lecheras resulta ser
una terapia econémicamente rentable, Util, asequible, de bajo costo y sin efectos
adversos, de igual forma los efectos relacionados con la salud puablica estan
directamente implicados al no requerir dias de retiro en leche para consumo
humano e industrial. Por tanto, el presente trabajo de investigacion representa
una alternativa para el desarrollo de futuras investigaciones en la medicina

veterinaria.
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CONCLUSIONES

Primera: Se aplicé plaquetas aut6logas lisadas con ozono disueltas en 100 mL de cloruro
de sodio al 9 %. mediante infusion intrauterina en vacas lecheras para resolver la
endometritis subclinica con 5 mL una sola vez a las vacas que conformaban el grupo 1
(T1), 5 mL 2 veces con un intervalo de 3 dias entre aplicacion al grupo 2 (T2), 10 mL una
sola vez al grupo 3 (T3) y 10 mL 2 veces con un intervalo de 3 dias entre aplicacién al
grupo 4 (T4).

Segunda: Se realiz6 el diagnostico de endometritis subclinica mediante la técnica de

Cytobrush, hallando un promedio de 8,2 % de Polimorfonucleares — Netrofilos.

Tercera: Se determind el porcentaje de PMN-N presentes en vacas lecheras luego de la
aplicacion intrauterina de plaquetas autologas lisadas con 0zono en sus respectivos grupos,
el porcentaje de Polimorfonucleares — Neutrofilos promedio en el grupo 1 (T1) tratadas
con una sola dosis de 5 mL en el primer muestreo fue 1.45 %y en el segundo muestreo fue
25.26 %, en el grupo 2 (T2) con 5 mL y un intervalo de 3 dias entre cada aplicacion fue
0,00 % al primer muestreo y en el segundo muestreo fue de 0,70 %, en el grupo 3 (T3) con
una sola dosis de 10 mL en el primer muestreo fue 11,90 % y en el segundo muestreo
28,12 % mientras que en el grupo 4 (T4) con 10 mL y un intervalo de 3 dias entre cada

aplicacion fue de 11,11 % en el primer muestreo y 15,32 % en el segundo muestreo.

Cuarta: Se comparé el porcentaje de Polimorfonucleares - Neutrofilos entre los grupos
luego de la aplicacion de plaquetas aut6logas lisadas con ozono, segun el analisis de la
varianza (f=6.17) muestra que el promedio presentd diferencia estadistica significativa
(P<0.05), mediante la prueba de Tukey se demuestra que el porcentaje PMN-N promedio
entre grupos luego de la aplicacion de plaquetas lisadas con ozono en la dosis de 5 mL
aplicada 2 veces con un intervalo de 3 dias presentd mayor diferencia estadistica

significativa en el resultado, en relacion a los deméas grupos.
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RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos se exponen las siguientes recomendaciones:

1. Implementar la aplicacion de plaquetas autdlogas lisadas con ozono a dosis de 5
mL disueltas en 100 mL de cloruro de sodio al 9 %, mediante infusion
intrauterina dos veces con un intervalo de 3 dias entre cada aplicacion para
resolver la endometritis subclinica en vacas lecheras, ya que mostr6 mayor

eficacia en relacién a los otros grupos en estudio.

2. Ampliar a un numero mayor de vacas la aplicacion mediante infusion
intrauterina de plaquetas antologas lisadas con ozono para el tratamiento de
endometritis subclinica en el periodo postparto, por presentar un efecto en la

disminucién de Polimorfonucleares - Neutrofilos.

3. Continuar realizando investigaciones con aplicacion mediante infusion
intrauterina de plaquetas antologas lisadas con ozono para aprovechar el efecto
antiinflamatorio y regenerador de tejidos que posee, ademas que su bajo costo
lo hace rentable en sistemas lecheros y no produce efecto residual en los
alimentos, evitando de esta manera las pérdidas econémicas en el tiempo de

retiro en leche.

4. Prever el tratamiento de la endometritis subclinica con plaquetas autdlogas
lisadas combinado con la administracion de antibidticos, hormonas o

antiinflamatorios.
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GRAFICO N° 1: Porcentaje de Polimorfonucleares - Neutrdfilos aplicando 5 mL de
plaquetas autologas lisadas con ozono disueltas en 100 mL de cloruro de sodio al 9 %e

mediante infusion intrauterina por Unica vez
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GRAFICO N° 2: Porcentaje de Polimorfonucleares — Neutréfilos aplicando 5 mL de
plaguetas autologas lisadas con ozono disueltas en 100 mL de cloruro de sodio al 9 %o

mediante infusidn intrauterina dos veces con un intervalo de 3 dias entre cada

aplicacion
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GRAFICO N° 3: Porcentaje de Polimorfonucleares — Neutréfilos aplicando 10 mL de
plaguetas autologasblisadas con ozono disueltas en 100 mL de cloruro de sodio al 9 %o

mediante infusion intrauterina por Unica vez
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GRAFICO N° 4: Porcentaje de Polimorfonucleares — Neutréfilos aplicando 10 mL de
plaquetas autologas lisadas con ozono disueltas en 100 mL de cloruro de sodio al 9 %e
mediante infusion intrauterina dos veces con un intervalo de 3 dias entre cada
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GRAFICO N° 5: Comparacion del porcentaje de PMN-N entre grupos luego de la

aplicacion de plaquetas auto6logas lisadas con ozono

17.27
18
16
14 11.27 11.8
o 12
? 10
5 s
& 6
4 1.93
z -
0
5mL unicavez 5 mLdosveces 10 mL Unica 10 mL dos
vez veces

Porcentaje de Polimorfonucleares - Neutrofilos promedio por cada
tratamiento aplicado

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

ANEXO N° 2:

Matriz de registros

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA '
DE SANTA MARIA

REGISTRO DE TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS N NOMBRE POSIS N
ASIGNADO PLTS (ML) | APLICACIONES
1 Karen 5) 1
T1 9 Nayra 5 1
11 llaria 5 1
2 Norma 5 2
T2 3 Génesis 5 2
6 Sally 5 2
5 Royal 10 1
T3 8 Siria 10 1
10 Yahaira 10 1
4 Daniuska 10 2
T4 7 Isaura 10 2
12 Lea 10 2
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REGISTRO DE LAS FICHAS DE OBSERVACION

RESUMEN DE LAS FICHAS DE OBSERVACION

DE SANTA MARIA

o N° DOSIS |FECHA DE|FECHA ULTIMO N° g %PMN-N | %PMN-N 1ler |%PMN-N 2do
N NOMBRE APLICACIONES|PLTS (ML)| PARTO SERVICIO IPG SERVICIOS DEC A PARTOS| IPPS |KG LECHE INICIAL | MUESTREO | MUESTREO
1 Karen 1 5 18/08/2018 10/12/2019 165 3 146 4 67 52 7.5 0.0 1.1
2 Norma 2 5 17/08/2018 14/12/2018 153 3 147 4 69 51 4.8 0.0 2.1
3 Génesis 2 5 03/09/2018 16/12/2018 142 3 130 3 71 53 45 0.0 0.0
4 Daniuska 2 10 29/07/2018 11/12/2018 188 4 166 3 75 33 8.6 12.5 9.6
5 Royal 1 10 14/08/2018 13/12/2018 129 4 150 4 70 55 6.8 0.0 0.0
6 Sally 2 5 24/08/2018 15/12/2018 102 3 140 3 66 58 6.1 0.0 0.0
7 Isaura 2 10 02/09/2018 10/12/2018 122 3 131 3 68 52 12.5 20.0 34.1
8 Siria 1 10 28/07/2018 16/12/2018 145 4 167 4 74 35 22.7 27.6 35.2
9 Nayra 1 5 01/09/2018 12/12/2018 164 3 132 3 78 57 7.1 0.0 0.0
10 Yahaira 1 10 27/07/2018 19/12/2018 117 4 168 4 67 38 5.6 8.1 49.2
11 llaria 1 5 15/08/2018 10/12/2018 134 3 149 4 69 41 6.5 43 74.7
12 Lea 2 10 25/08/2018 14/12/2018 131 3 139 4 65 37 5.9 0.8 2.3
PROMEDIO 141 3.3 147.1 3.6 69.9 46.8 8.2 6.1 17.3
DESVIACION ESTANDAR 23.8 0.5 13.8 0.5 3.9 9.3 5.0 9.3 25.0
COEFICIENTE DE VARIACION 16.9 14.8 9.4 14.4 5.6 19.8 61.1 152.3 144.2
MiNIMO 102 3 130 3 65 33 4.55 0.00 0.00
MAXIMO 188 4 168 4 78 58 22.73 27.59 74.67
82
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REGISTRO DE CONTEO DE % PMN-N PARA T1

TRATAMIENTO 1

N° % PMN-N % PMN-N % PMN-N
N° NOMBRE| APLICACIONES DOSISPLTS MUESTREO ler 2do
(ML) INICIAL |MUESTREOIMUESTREO
1 Karen 1 5 7.5 0 1.1
9 Nayra 1 5 7.1 0 0
11 llaria 1 5 6.5 4.3 14.7
Promedio 7.03 1.43 25.27
Desviacion estandar 0.50 2.48 42.81
Coef de variacion 7.16 173.21 169.45
Minimo 6.50 0.00 0.00
Maximo 7.50 4.30 74.70
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REGISTRO DE CONTEO DE % PMN-N PARA T2

TRATAMIENTO 2
N° % PMN-N % PMN-N % PMN-N
N° NOMBRE| APLICACIONES DOSISPLTS MUESTREO ler 2do
(ML) INICIAL |[MUESTREO|MUESTREO

2 Norma 2 5 4.8 0.0 2.1

3 Génesis 2 5 4.5 0.0 0

6 Sally 2 5 6.1 0.0 0
Promedio 5.13 0.00 0.70
Desviacion estandar 0.85 0.00 1.21
Coef de variacion 16.57 0.00 173.21
Minimo 4.50 0.00 0.00
Maximo 6.10 0.00 2.10
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REGISTRO DE CONTEO DE % PMN-N PARA T3

TRATAMIENTO 3

N° %PMN-N %PMN-N %PMN-N
N° NOMBRE| APLICACIONES DOSISPLTS MUESTREO ler 2do
(ML) INICIAL |MUESTREOIMUESTREO
5 Royal 1 10 6.8 0 0
8 Siria 1 10 22.7 27.6 35.2
10 Yahaira 1 10 5.6 8.1 49.2
Promedio 11.70 11.90 28.13
Desviacion estandar 9.55 14.19 25.35
Coef de variacion 81.58 119.22 90.11
Minimo 5.60 0.00 0.00
Maximo 22.70 27.60 49.20
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REGISTRO DE CONTEO DE % PMN-N PARA T4

TRATAMIENTO 4

N° % PMN-N % PMN-N % PMN-N
N° NOMBRE| APLICACIONES DOSIS PLTS MUESTREO ler 2do
INICIAL |MUESTREO|MUESTREO
(ML)
4 Daniuska 2 10 8.6 12.5 9.6
7 Isaura 2 10 12.5 20.0 34.1
12 Lea 2 10 5.9 0.8 2.3
Promedio 9.00 11.10 15.33
Desviacion estandar 3.32 9.68 16.66
Coef de variacion 36.87 0.00 108.63
Minimo 5.90 0.80 2.30
Maximo 12.50 20.00 34.10
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Ficha de observaciéon vaca Karen

FICHA DE OBSERVACION N°1

Nombre de la vaca: KAREN

Cantidad de plaquetas (mL): 5

Numero de aplicaciones: 1

Datos productivos y reproductivos

Intervalo parto concepcion: 165 d. Numero de partos: 4

Fecha de parto: 18/08/2018 Intervalo parto primer servicio: 67 d.
NuUmero de servicios: 3 Fecha de ultimo servicio: 10/12/2018
Dias en leche: 146 Produccidn de leche (kg): 52

Observaciones:

ler Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 11/01/2019 N° de lamina: 1

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X )  Negativo: () % de PMN-N: 7.5

2do Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 14/01/2019 N° de lamina: 1

Resultados de laboratorio

Positivo: () Negativo: ( X ) % de PMN-N: 0

3er Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: N° de lamina:

Resultados de laboratorio

Positivo: () Negativo: ( X ) % de PMN-N: 1.1
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Ficha de observacion vaca Norma

FICHA DE OBSERVACION N°2

Nombre de la vaca: NORMA

Cantidad de plaquetas (mL): 5

Numero de aplicaciones: 2

Datos productivos y reproductivos

Intervalo parto concepcion: 153 d. Numero de partos: 4

Fecha de parto: 17/08/2018 Intervalo parto primer servicio: 69 d.
NuUmero de servicios: 3 Fecha de ultimo servicio: 14/12/2018
Dias en leche: 147 Produccidn de leche (kg): 51

Observaciones:

ler Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 11/01/2019 N° de lamina: 2

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X )  Negativo: () % de PMN-N: 4.8

2do Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 14/01/2019 N° de lamina: 2

Resultados de laboratorio

Positivo: () Negativo: ( X ) % de PMN-N: 0

3er Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 17/01/2019 N° de lamina: 2

Resultados de laboratorio

Positivo: () Negativo: ( X ) % de PMN-N: 2.1
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Ficha de observacion vaca Génesis

FICHA DE OBSERVACION N°3

Nombre de la vaca: GENESIS

Cantidad de plaquetas (mL): 5

Numero de aplicaciones: 2

Datos productivos y reproductivos

Intervalo parto concepcion: 142 d. Numero de partos: 3

Fecha de parto: 03/09/2018 Intervalo parto primer servicio: 71 d.
NuUmero de servicios: 3 Fecha de ultimo servicio: 16/12/2018
Dias en leche: 130 Produccidn de leche (kg): 53

Observaciones:

ler Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 11/01/2019 N° de lamina: 3

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X )  Negativo: () % de PMN-N: 4.5

2do Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 14/01/2019 N° de lamina: 3

Resultados de laboratorio

Positivo: () Negativo: ( X ) % de PMN-N: 0

3er Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 17/01/2019 N° de lamina: 3

Resultados de laboratorio

Positivo: () Negativo: ( X ) % de PMN-N: 0
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Ficha de observaciéon vaca Daniuska

FICHA DE OBSERVACION N°4

Nombre de la vaca: DANIUSKA

Cantidad de plaquetas (mL): 10

Numero de aplicaciones: 2

Datos productivos y reproductivos

Intervalo parto concepcion: 188 d. Numero de partos: 3

Fecha de parto: 27/07/2018 Intervalo parto primer servicio: 75 d.
NuUmero de servicios: 4 Fecha de ultimo servicio: 11/12/2018
Dias en leche: 166 Produccidn de leche (kg): 33

Observaciones:

ler Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 11/01/2019 N° de lamina: 4

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X )  Negativo: () % de PMN-N: 8.6

2do Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 14/01/2019 N° de lamina: 4

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X ) Negativo: () % de PMN-N: 12.5

3er Diagnostico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: N° de lamina: 4

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X ) Negativo: () % de PMN-N: 9.6
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Ficha de observacién vaca Royal

FICHA DE OBSERVACION N°5

Nombre de la vaca: ROYAL

Cantidad de plaquetas (mL): 10

Numero de aplicaciones: 1

Datos productivos y reproductivos

Intervalo parto concepcion: 129 d. Numero de partos: 4

Fecha de parto: 14/08/2018 Intervalo parto primer servicio: 70 d.
NuUmero de servicios: 4 Fecha de ultimo servicio: 13/12/2018
Dias en leche: 150 Produccidn de leche (kg): 55

Observaciones:

ler Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 11/01/2019 N° de lamina: 5

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X )  Negativo: () % de PMN-N: 6.8

2do Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 14/01/2019 N° de ldmina: 5

Resultados de laboratorio

Positivo: () Negativo: ( X ) % de PMN-N: 0

3er Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: N° de lamina: 5

Resultados de laboratorio

Positivo: () Negativo: ( X ) % de PMN-N: 0
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Ficha de observacién vaca Sally

FICHA DE OBSERVACION N°6

Nombre de la vaca: SALLY

Cantidad de plaquetas (mL): 5

Numero de aplicaciones: 2

Datos productivos y reproductivos

Intervalo parto concepcion: 102 d. Numero de partos: 3

Fecha de parto: 24/08/2018 Intervalo parto primer servicio: 66 d.
NuUmero de servicios: 3 Fecha de ultimo servicio: 15/12/2018
Dias en leche: 140 Produccidn de leche (kg): 58

Observaciones:

ler Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 11/01/2019 N° de lamina: 6

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X ) Negativo: () % de PMN-N: 6.1

2do Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 14/01/2019 N° de lamina: 6

Resultados de laboratorio

Positivo: () Negativo: ( X ) % de PMN-N: 0

3er Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: N° de lamina: 6

Resultados de laboratorio

Positivo: () Negativo: ( X ) % de PMN-N: 0
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Ficha de observacion vaca lsaura

FICHA DE OBSERVACION N°7

Nombre de la vaca: ISAURA

Cantidad de plaquetas (mL): 10

Numero de aplicaciones: 2

Datos productivos y reproductivos

Intervalo parto concepcion: 122 d. Numero de partos: 3

Fecha de parto: 02/09/2018 Intervalo parto primer servicio: 68 d.
NuUmero de servicios: 3 Fecha de ultimo servicio: 10/12/2018
Dias en leche: 131 Produccidn de leche (kg): 52

Observaciones:

ler Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 11/01/2019 N° de lamina: 7

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X )  Negativo: () % de PMN-N: 12.5

2do Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 14/01/2019 N° de lamina: 7

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X ) Negativo: () % de PMN-N: 20

3er Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: N° de lamina: 7

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X ) Negativo: () % de PMN-N: 34.1
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Ficha de observacion vaca Siria

FICHA DE OBSERVACION N°8

Nombre de la vaca: SIRIA

Cantidad de plaquetas (mL): 10

Numero de aplicaciones: 1

Datos productivos y reproductivos

Intervalo parto concepcion: 145 d. Numero de partos: 4

Fecha de parto: 28/07/2018 Intervalo parto primer servicio: 74 d.
NuUmero de servicios: 4 Fecha de ultimo servicio: 16/12/2018
Dias en leche: 167 Produccidn de leche (kg): 35

Observaciones:

ler Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 11/01/2019 N° de lamina: 8

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X ) Negativo: () % de PMN-N: 22.7

2do Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 14/01/2019 N° de lamina: 8

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X ) Negativo: () % de PMN-N: 27.6

3er Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: N° de lamina:

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X ) Negativo: () % de PMN-N: 35.2
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Ficha de observacién vaca Nayra

FICHA DE OBSERVACION N°9

Nombre de la vaca: NAYRA

Cantidad de plaquetas (mL): 5

Numero de aplicaciones: 1

Datos productivos y reproductivos

Intervalo parto concepcion: 164 d. Numero de partos: 3

Fecha de parto: 01/09/2018 Intervalo parto primer servicio: 78 d.
NuUmero de servicios: 3 Fecha de ultimo servicio: 12/12/2018
Dias en leche: 132 Produccidn de leche (kg): 57

Observaciones:

ler Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 11/01/2019 N° de lamina: 9

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X ) Negativo: () % de PMN-N: 7.1

2do Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 14/01/2019 N° de lamina: 9

Resultados de laboratorio

Positivo: () Negativo: ( X ) % de PMN-N: 0

3er Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: N° de lamina:

Resultados de laboratorio

Positivo: () Negativo: ( X ) | % de PMN-N:0
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Ficha de observacion vaca Yahaira

FICHA DE OBSERVACION N°10

Nombre de la vaca: YAHAIRA

Cantidad de plaquetas (mL): 10

Numero de aplicaciones: 1

Datos productivos y reproductivos

Intervalo parto concepcion: 117 d. Numero de partos: 4

Fecha de parto: 27/07/2018 Intervalo parto primer servicio: 67 d.
NuUmero de servicios: 4 Fecha de ultimo servicio: 19/12/2018
Dias en leche: 168 Produccidn de leche (kg): 38

Observaciones:

ler Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 11/01/2019 N° de lamina: 10

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X )  Negativo: () % de PMN-N: 5.6

2do Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 14/01/2019 N° de lamina: 10

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X ) Negativo: ( ) | % de PMN-N: 8.1

3er Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: N° de lamina:

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X ) Negativo: () % de PMN-N: 49.2
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Ficha de observacion vaca llaria

FICHA DE OBSERVACION N°11

Nombre de la vaca: ILARIA

Cantidad de plaquetas (mL): 5

Numero de aplicaciones: 1

Datos productivos y reproductivos

Intervalo parto concepcion: 134 d. Numero de partos: 4

Fecha de parto: 15/08/2018 Intervalo parto primer servicio: 69 d.
NuUmero de servicios: 3 Fecha de ultimo servicio: 10/12/2018
Dias en leche: 149 Produccidn de leche (kg): 41

Observaciones:

ler Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 11/01/2019 N° de lamina: 11

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X )  Negativo: () % de PMN-N: 6.5

2do Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 14/01/2019 N° de lamina: 11

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X ) Negativo: () | % de PMN-N: 4.3

3er Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: N° de lamina:

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X ) Negativo: () | % de PMN-N: 74.7
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TABLA 1: Ficha de observacion vaca Lea

FICHA DE OBSERVACION N°12

Nombre de la vaca: LEA

Cantidad de plaquetas (mL): 10

Numero de aplicaciones: 2

Datos productivos y reproductivos

Intervalo parto concepcion: 131 d. Numero de partos: 4

Fecha de parto: 25/08/2018 Intervalo parto primer servicio: 65 d.
NuUmero de servicios: 3 Fecha de ultimo servicio: 14/12/2018
Dias en leche: 139 Produccidn de leche (kg): 37

Observaciones:

ler Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 11/01/2019 N° de lamina: 12

Resultados de laboratorio

Positivo: ( X )  Negativo: () % de PMN-N: 5.9

2do Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 14/01/2019 N° de lamina: 12

Resultados de laboratorio

Positivo: () Negativo: ( X ) % de PMN-N: 0.8

3er Diagndstico de Endometritis subclinica

Fecha de frotis: 17/01/2019 N° de lamina: 12

Resultados de laboratorio

Positivo: () Negativo: ( X ) | % de PMN-N: 2.3
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ANEXO N° 4:

Secuencias fotograficas
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REPOSITORIO DE

Secuencia fotografica para la obtencion, preparacién y aplicacion de las
plaquetas lisadas con ozono

FOTO N° 1: Preparacion del material para toma de muestra
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FOTO N° 6: Centrifugacion y extraccion de plaguetas
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FOTO N°1: Lamina 1 Karen

FOTO N°2: Lamina 2 Norma

FOTO N°3: Lamina 3 Génesis
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FOTO N°11: Lamina 8 llaria
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