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. RESUMEN.

En este estudio se evalu6 el efecto de la inmunoglobulina IgY de aves
hiperinmunizadas en etapa posparto en vacas lecheras sobre el proceso de
involucion uterina. En efecto, durante el postparto el Gtero se encuentra
expuesto a muchos microorganismos del medio ambiente y es suceptible a
contraer infecciones uterinas que pueden modificar significativamente la
reproduccion de estas. La intencién del uso de esta proteina tubo como
funcién activar el sistema inmunolégico a nivel local.En el caso particular, los
bovinos lecheros especializados con una alta produccion lactea. Durante el
periodo de transicion se deprime la respuesta inmune influenciado por
multiples factores,relacionandose con un mayor incremento de patologias
uterinas postparto deprimiendo severamente la eficiencia reproductiva siendo

éste antiecondmico para el establecimiento.

En la clinica reproductiva se han establecido diversos protocolos a base
de inmunoestimulantes, complejos hormonales y una diversa utilizacion de
antibiéticos para tratamiento y prevenciéon de patologias uterinas. El objetivo
de este estudio fue determinar el efecto IgYsobre algunos pardmetros
reproductivos, evaluandose la involucién uterina, los dias a primer celo y las
secreciones uterinas y sus caracteriticasmacroscopicas. Los datos obtenidos
se analizaron con la prueba no paramétrica especificamente Kruskal-
Wallis,donde no se observaron difereciasestadisticassignificativas entre los

tres tratamientos.

Palabras clave: Involucién,posparto, inmunosupresion, inmunoglobulinalgy,

infecciones uterinas.
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Il. INTRODUCCION.

2.1 Puerperiobovino.

El puerperio bovino se define como el periodo comprendido entre el
parto con la expulsion de los anexos fetales y finaliza con la instauracion de
una nueva ovulacion con celo visible y fértil, para una nueva gestaciénen un
medio uterino totalmente sano, esto derivard en un embrién y un feto
(Leonardo, 2012; Rodriguez, 2003).

2.1.1 Etapas del puerperio.

El puerperio se divide en tres periodos:

Puerperio inicial o temprano. Este abarca desde el parto hasta que la
hipdfisis se hace sensible a los factores liberadores GnRH. Durante esta fase
los ovarios producen muy pequefias cantidades de estrogenos vy
progesterona. A esta fase la podriamos definir como la recuperacion del eje
Hipotalamo-hipofisis-ovéarico (HHO), al estado pregestacional.El proceso esta
completo en las vacas lecheras lactando entre los 7 a 10 dias y en las vacas
amamantando; o en las vacas de carne con cria al pie entre los 15 a 16 dias
posparto (PP). Las metritis puerperales agudas que ocurren durante este
periodo, es la etapa de mayor vulnerabilidad uterina, fundamentalmente por
la poca concentracién de 17B estradiol existente. Cuanto mayor es el tiempo
de recuperacion en esta etapa, mayores son los riesgos de infecciones
puerperales, pues al ser los estrégenos los esteroides que mas contribuyen a
elevar las defensas a nivel endometrial, cualquier atraso en la recuperacion

del ciclo sexual, llevara a trastornos a veces graves(Leonardo, 2012).



Puerperio intermedio.Abarca desde que la hipdfisis se hace sensible
a la liberacion de GnRH, hasta la primera ovulacion post parto. Su longitud
es muy variable, como lo es la primera ovulacion post parto.Las descargas
desincronizadas de FSH y LH, con prevalencia de la hormona Foliculo
Estimulante, se mantiene hasta las primeras dos semanas PP, segln razas,
estado corporal, o el tiempo de lactancia; pero a medida que los niveles
estrogénicos se elevan, por movimientos foliculogénicos ovaricos, el sistema
hipotalamo-hipofisario se sensibiliza, entonces las descargas de LH cambian
en cuanto a su frecuencia y amplitud, se hacen pulsatiles, primero de baja
amplitud, a veces hasta llegar a celos anovulatorios a los 25 a 30 dias; o a la
formacion de un cuerpo liteo de vida media muy corta y luego de mayor
amplitud, hacia el estado preovulatorio.Las infecciones en este periodo son
menores, pero Si existen, pasan a ser endometritis cronicas, a veces

inespecificas intersticiales de muy dificil diagnéstico (Leonardo, 2012).

Puerperio final, o fase post ovulatoria.Abarca desde la primera
ovulacion, hasta que la involucion uterina esté totalmente completa(Foldi et
al., 2006; Hernandez, 2012).La involucién uterina, puede llegar a ser
completa a veces en la fase intermedia, cuando esta demorada la primera
ovulacion post parto, hasta los 40 a 60 dias.La endometritis cronica o
piométra son las patologias mas comunmente diagnosticadas en este
periodo(Leonardo, 2012).Al final de esta fase el endometrio esta regenerado
y el cuello esta cerrado. El cuerno uterino no gestante regresa a su tamafio
original. Externamente, no se encuentra ningun indicio de que el animal dio a
luz recientemente, pero a la palpacion se pueden encontrar los signos
descritos. En este periodo se establece el ciclo estral en vaca productoras de
leche (Galina Hidalgo y Valencia, 1991).



2.2 Contaminacion bacteriana del Utero.

En el ganado bovino lechero principalmente alto productor, durante
esta etapa, es de gran importancia, la funcion uterina porgue se compromete
a menudo a una contaminacion bacteriana de la luz uterina después del
parto; bacterias patdbgenas con frecuencia persisten, causando
enfermedades uterinas, una de las principales causas de la infertilidad
aumento de los intervalos parto-primer servicio o concepcion, y mas ganado
sacrificadas por la incapacidad de concebir. La presencia de bacterias
patégenas en Utero causan inflamacién, lesiones histologicas del endometrio,
retrasa la involucion uterina y perturba la supervivencia embrionaria.
Ademas, la infeccidn bacteriana, productos bacterianos o inflamacién, esta
asociada a suprimir la secrecion de LH, perturbando el crecimiento folicular
ovarico y ovulacion posparto del ganado (Foldi et al., 2006; Leonardo, 2012,
Sheldon et al., 2006).

La presencia de bacterias en el Utero de vacas PP (la contaminacion
bacteriana) no siempre resulta en enfermedades inflamatorias uterinas. En
una infeccion bacteriana intrauterino (iu), implica la adhesién de organismos
patdgenos a la mucosa, la colonizaciono la penetracion en el epitelioy / o la
liberacibn de productos bacterianos (toxinas, enzimas,etc.) que pueden

conducir a la creacion de enfermedades uterinas(Sheldon et al., 2006).

Durante el parto, el feto es expelido y el tracto genital abierto queda
expuesto al medio ambiente. Las bacterias que normalmente habitan la parte
posterior de dicho tractodel area perianal pueden facilitar la infeccion al Gtero.
Las condiciones son muy favorables para estas bacterias, la fisiologia normal
y el mecanismo anatémico de cierre del tacto genital resultan temporalmente
insuficientes. Durante la involucion uterina hay una reduccién del tamafo

uterino, presencia de sangre, detritus celulares, tejidos de carlunculas



muertas y loquios, los que contribuyen un buen sustrato para el crecimiento
bacteriano.La infeccion bacteriana en el Utero en vacas, dentro de los
primeros 10-14 dias posparto, se encuentra la presencia de bacterias en
mas del 90%, principalmente en vacas lecheras(Brito et al., 2001 ;
Herndndez, 2012; Morales Andrango, 2012). En los primeros 10 dias
después del parto, en Uutero se aislan bacterias principalmente
Streptococcusspp., Staphylococcusspp. yBacillusspp. sin signos clinicos
visibles de la metritis puerperal, mientras Arcanobacteriumpyogenes, E.
coli(Azawi, 2008)y bacterias Gram negativas anaerobias obligadas
Fusobacteriumnecrophorum(Bretzlaff, 1987), Prevotellaspp. yBacteroidesspp.
predominan en animales clinicamente enfermos, A. pyogenes ésta actla
sinérgicamente con F. necrophorum, Bacteroidesspp. yPrevotellaspp.
Aumentando la severidad y enfermedad uterina. La incidencia y la cantidad
de especies de bacterias disminuyen gradualmente a lo largo de los dias del
posparto. Por lo tanto la presencia de bacterias es esporadica en 28-35 dias
después del parto y la cavidad uterina debe ser estéril a partir de entonces.
El aislamiento de A.pyogenes en el periodo de involucion uterina tardia (28-
35 dias postparto) se asocia dramaticamente con una disminucién en la taza
de re-concepcion (Foldi et al., 2006; Le Blanc, 2008; Tizard, 2009).

Estas bacterias estan asociadas con las enfermedades mas comunes
(metritis puerperal, piometra,endometritis clinica y subclinica) en las vacas
lecheras lo que puede retrasar la regeneracion completa de endometrio e
interrumpir la reanudacion de la funcion ciclica ovéarica (Castafieda et al.,
2011; FOoldi et al., 2006; Zerbe et al.,, 2000). A pesar de ser una gran
incidencia de endometritis postparto, cercas de un 90% de las vacas
lecheras; sin embargo, la mayoria de ellas se autorecuperan antes del dia 50
posparto. Esto significa que el Utero tiene la capacidad de eliminar

infecciones empleando sus mecanismos de defensa(Leonardo, 2012).



Una de las causas de la disminucion de la fertilidad se atribuye a la
presencia de la endometritis tanto en ganaderias de carne y de leche
(Gonzalez et al., 2007), con un rango de incidencia de 7,8% a 61.8% en las

ganaderias lecheras (De la Riera Diaz, 2009).

2.3 Factores causantes de disfuncién del sistema

inmunoldgico del utero.

El sistema de explotacion intensivo, las vacas lecheras se encuentra
en un momento de su vida a un periodo de transicibn, comprende tres
semanas antes y tres después del parto (también conocido como periparto).
Se suprime la respuesta inmune, aunque las causas de su alteraciéon no son
exactas.En gran parte de los problemas estan relacionados con la
disminucién en elconsumo de materia seca; de manera que, el consumo
decrece alrededor de 30%, principalmente en los dias 5-7 antes del parto(Le
Blanc, 2008), predisponeaenfermedades metabdlicas (hipocalcemia y un
balance energético negativo(Ayala y Piedra, 2007b; Calzado et al., 2009; De
la Riera Diaz, 2009; Hernandez, 2012; Kasimanickam et al., 2004); Las
complicaciones del parto eutdcico, asi como la manipulaciones obstétricas,
muerte fetal, feto retenido, presencia de gestaciones mdltiples. Para éste
altimo caso, los protocolos y practicas de tratamientos conducen a provocar
lesiones internas al endometrio. En el ganado especializado en lecheria, las
practicas de confinamiento, ordefio e inadaptacion y uso de razas no
adaptadas al clima (altas temperaturas), y alimentacion contribuyen a
someter a los animales a un estado de estrés, el cual es sin6nimo de
inmunosupresion (Palmer, 2008; Zerbe et al., 2000), siendo mas evidente en

el primer periodo posparto (3 semas posparto) (Le Blanc, 2008).



2.4 Defensa natural del Gtero.

El organismo animal contiene todos los componentes necesarios para
mantener la vida. Por ello es sumamente importante atractivo para los
microorganismos invadirlo y exponer sus recursos en su benéfico. Por otra
parte, los tejidos de los animales vivos y sanos son muy resistentes o
invasion microbiana, de hecho un animal depende del éxito de sus defensas
frente a invasores microbianos. El sistema inmunologico, esta formado por
dos componentes principales: uno de ellos inespecifico y el otro adquirido
(Romero et al., 2013; Tizard, 2009). La proteccion del organismo proviene de
un complejo sistema de mecanismos defensivos de modo que puedan, en
conjunto destruir o controlar a casi cualquier patégeno. Si los microrganismos
0 patdgenos vencen las defensas, pueden producir enfermedad, y los que no
pueden superar las defensas no podran sobrevivir en un hospedador y seran
eliminados (Tizard, 2009).

En la etapa del puerperio bovino es muy susceptible a infecciones
uterinas en los primeros dias posparto con un 95% durante la involucion y un
alto porcentaje de las vacas las eliminan mediante mecanismos naturales de
defensa que posee el Utero. Estos mecanismos son de suma importancia
para evitar ser alterados en su funcionalidad y aumentando el riesgo de una
infeccion grave y/o persistente: Las barreras anatdbmicas (vagina, vulva, y
cérvix) impiden la entrada de microorganismo al Utero. La fagocitosis se lleva
a cabo cuando los anticuerpos opsonizan las bacterias por los
polimorfonucleares, neutréfilos y otros leucocitos, migrando de la circulacién
general al (tero. La produccion de sustancias inespecificas inhiben el
crecimiento bacteriano y favorecen la eliminacion de microorganismos
(Hernandez, 2012). Estas células fagocitarias disminucion su migracion
leucocitaria; hacia la base de la cripta caruncular, existen cambios

endocrinos que interfieren con la inmunidad innata hacia las



bacterias,generalmente asociada a cambios hormonales generados en este
periodo, tales como el incremento del tenor de glucocorticoides, altos niveles
de progesterona pre-parto e hipoestrenismo puerperal. Esto conduce a un
estado de inmunosupresion el cual se agrava cuando los animales presentan
deficiencias en Cu, Zn, Se, y Vitamina E (Foéldi et al., 2006; Galina Hidalgo y
Valencia, 1991; Herndndez, 2012).

Las proteinas IGF-1 son bajos durante la lactancia temprana, los
cuales son los responsables en la modulacion de la apoptosis y la
funcionalidad de los PMN (Tizard, 2009). El incremento de los niveles
plasmaticos de &cidos grasos no esterificados (NEFA) Andoh - butirato
(BHB) afecta la migracion y la actividad fagocitica de eliminar las bacterias
por el proceso de la explosion oxidativa de los leucocitos(Foldi et al., 2006;

Kasimanickam et al., 2004).

La expulsion de los fluidos uterinos, es a través de la contractibilidad
del endometrio, provocado por ciertas hormonas: los estrégenos presentes
en el celo, la PGF2a; ésta Ultima tiene una secrecion masiva continda
durante las 3 primeras semanas posparto de origen uterino (Hernandez,
2012). La oxitocica, es secretada durante el amamantamiento. Este juego de
hormonas reduce el volumen de fluidos uterinos, el cual son sustratos ideales

para crecimiento bacteriano (Foldi et al., 2006).

La reiniciaciéon de actividad ciclica ovarica esta bajo la influencia de los
estrogenos al Gtero, posee un alto grado bactericida permitiendo el mayor
migracion de neutrofilos (Gonzélez et al., 2007; Noakes et al., 2009) e
ingreso de las IgA, IgG(Carlander et al., 2000) y IgM en el lumen uterino en
presencia de celos, los cuales continlan eliminado a los gérmenes a través
de la activacion de los diferentes mecanismos como el sistema de
complemento por via clasica, otra de las funciones de los estrégenos son la

abertura del cérvix y aumenta el tono uterino . En cambio cuando esta bajo la



influencia de la progesterona reduce la migracién de neutroéfilos, suprime
alsistema inmunocompetente, cierra el cérvix y ocasiona atonia uterina, lo
que resulta al utero muy susceptible a las infecciones (Brito et al., 2001 ;
Galina Hidalgo y Valencia, 1991; Hernandez, 2012; Tizard, 2009). Se sabe
que el reinicio precoz de la actividad ovarica normal acelera la involucion

uterina para evitar una baja eficiencia reproductiva (Kawashima et al., 2006).

En el utero de las vacas con involucién normal también se produciri
PGE2a, pero menores concentraciones que la PGF2a. Cuando la involucién
uterina se retarda, especialmente en los animales con retencion de placenta,
esta relacion cambia. Se ha demostrado que la prostaglandina E2, a
diferencia de la F2, reduce la proliferacion de linfocitos T y es necesaria para
un buen funcionamiento de los linfocitos T y B; esto es, para la produccién de
anticuerpos y para la respuesta de la inmunidad celular (Galina Hidalgo y
Valencia, 1991). Cualquier alteracion a estos mecanismos pueden conducir a
la enfermedad (Foldi et al., 2006).

Muchos estudios se han centrado en el uso de IgY en la inmunizacién
pasiva para tratar y prevenir enfermedades en animales y humanos. En la
actualidad, uno de los mayores desafios de la investigacién es disminuir el
uso de antibioticos, preventivos y/o curativos incorporados en enfermedades
infecciosas del aparato reproductor en vacas posparto. Ademas se ha
demostrado impactos negativos uno de ellos es la resistencia bacteriana,
haciéndolos menos eficaces. La busqueda de una alternativa viable para
este estudio es la utlizacion de la tecnologia Y, basada en la
inmunoprofilaxis con anticuerpos especificos para ayudar el sistema

inmunologico de aparato reproductor.



2.5Técnicas de diagndstico para identificacién de infecciones
uterinas.

Durante el manejo reproductivo,la realizacion del examen obstétrico es
importante para identificar la presencia de infecciones uterinas para facilitar
su diagnostico, tratamiento oportuno y adecuado, y a su vez permitiendo un
pronéstico de su fertilidad posterior. Desafortunadamente, no hay un "
estandar de oro " a seguir (Sheldon et al., 2006). En la actualidad se usan
diferentes técnicas de diagndstico para identificacion de infecciones
uterinas.Segunel autor (Palmer, 2008)reporta las técnicasmas comunes y su
uso. En la tabla 1,muestra las técnicas mas comunes y Su USO con sus

respectivas ventajas y desventajas.

Tabla 1. Ventajas y desventajas de 5 las técnicas utilizadas para el diagnéstico de
endometritis.

Técnica Facilidad Tiempoal Sensibilidad Especificidad
de uso resultado relativa relativa
Palpacion rectal 4+ 44+ + +++
Vaginoscopia +++ ++++ ++ +++
Ultrasonografia (fluido +++ ++++ ++ o+

intrauterino)

Citologia. + + +++ +H++
(Lavado).

Citologia. ++ ++ +++ +H++
(Cytobrush)

2.5.1 Examen rectal o palpacién rectal.

La técnica usada en este trabajo para la evaluacion del aparato
reproductor, por ser un método practico permitiendo el examen directo de los

organos genitales de las hembras bovinas (Brito et al., 2001 ). Se ha



demostrado que la palpacion rectal es un método insensible de diagnostico.
Muchos casos de endometritis son simplemente pasados por alto cuando se
emplea la palpaciéon como Unico método de diagnostico(Palmer, 2008).De
acuerdo a la técnica de palpacion rectal tiene ventajas con facilidad de uso,
tiempo al resultado, y con cierto grado de especificidad, la desventaja de esta
misma es sensibilidad relativa de quien la realiza y dominio de la misma
(Brito et al., 2001 ; Palmer, 2008).

2.5.2 Vaginoscopia.

La utilizacion de esta técnica consiste en el uso de material de
plastico, metal o vaginoscopios desechablesestériles, que nos permitan la
recoleccion e inspeccion de los contenidos anormales de la vagina. Sin
embargo, puede haber un poco de resistencia en su uso debido a la
inconveniencia percibida, trasmision de bacterias del medio ambiente y su
costo. Es un método mas sensible y especificoen la identificacion de
endometritis que la palpacién rectal. Sin embargo se ha mejorado conun
nuevo dispositivo para la extraccion de la mucosidad vaginal (Metricheckl,
Simcro, Nueva Zelanda) se compone de una varilla de acero inoxidable con
un hemisferio de caucho para recuperacién de contenidos vaginales(Vega et
al., 2011).Normalmente su uso es antes del dia 26 postparto, después a este
tiempo existen la vaginoscopia falla en identificar todas las vacas con riesgo
de tener un bajo desempeiio reproductivo debido a endometritis
(Kasimanickam et al., 2004; Palmer, 2008) por otra parte la ausencia de
descarga uterina no es verdaderamenteindicativo de ausencia de inflamacién
uterina. La descargauterinapuede estar influenciada por la gravedad de la
infeccion, la contraccion del miometrio, conformacion perineal, condicion
corporal, cambios posturales y de ejercicio.Durante el estro puede aumentar

la probabilidad de observar la descarga externa o al interior de la vagina.
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Cuando el cuello esta cerrado no la descarga no puede ser detectada por
esta técnica.(Brito et al.,, 2001 ). El uso de ésta técnica esta asociada con
infeccion bacteriana, es por ello que no es comunmente empleada (LeBlanc
et al., 2002)

2.5.3 Ultrasonografia.

Constituye una eficaz ayuda para el clinico y complementario en la
técnica de palpacion rectal. Pero su eso se ve limitado por el elevado costo
de equipos ultrasonograficos(Brito et al., 2001 ). La ultrasonografia es muy
apta para el uso rutinario en el campo, generan resultados inmediatos e
identifican una gran proporcion de los animales positivos a patologias del
aparato reproductor (Palmer, 2008).

2.5.4 Citologia endometrial.

La citologia endometrial, esta basada en la presencia de células de la
inflamacion, es una forma aceptada de evaluar la enfermedad uterina en
bovinos. Las células inflamatorias pueden ser tomadas por dos técnicas:
lavado uterino o cytobrush (raspado uterino)(Palmer, 2008).

El uso de estas dos técnicas han sido consideradas para el
diagndsticode endometritis. A pesar de su eso limitado en campo y apoyado
con equipo de un laboratorio, muchos establecimientos lecheros no la
utilizan.Las evaluaciones citolégicas miden la severidad de la inflamacion,
esto se hace determinando el porcentaje respuesta de neutrofilos 100 células
a 400 x. De la literatura disponible, el autor (Palmer, 2008),ha concluido que

la citologia por cytobrush parece ser la técnica de diagnostico mas sensible y
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consistente y debe reemplazar el lavado uterino como el test principal de
diagndstico. Sin embargo, para investigacion, especialmente si evaltan los
resultados de tratamientos, la citologia por cytobrush es mas recomendable.
De acuerdo al autor (LeBlanc et al., 2002) ésta ultima técnica se asocia e

efectos deletéreos sobre la fertilidad.

2.5.5 Recoleccion de mocos vaginal y cervical.

El moco vaginal y el cervical se pueden utilizar para demostrar la
presencia de infecciones uterinas especificas o inespecificas (examen
microbiolégico), para la comprobacién de la presencia de anticuerpos o para

su estudio fisico-quimico(Brito et al., 2001 ).

2.5.6Examen microbioldgico.

La toma de muestras del contenido vaginal y cervical para el examen
bacteriol6gico requiere observar todas las normas de higiene y asepsiapara
evitar contaminaciones, utilizada de referencia para endometritis(Brito et al.,
2001 ). Ninguna de estas técnicas son ampliamente utilizadas, porque ha
sido asociada a una disminucion de la tasa de concepcion al primer servicio

e infeccién con A. pyogenes(Palmer, 2008).
2.5.7Presencia de anticuerpos.

La presencia de anticuerpos en utero con puntos de corte entre 5 y
>18 % de neutrdfilos se ha visto que son indicativos de enfermedad cuando

el analisis de supervivencia fue utilizado para evaluar la tasa a la cual las

vacas quedan prefiadas (Palmer, 2008)
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La muestra de moco para las pruebas de mucoaglutinacién requieren
mayor cantidad de moco, pero no es afectada grandemente por la
contaminacion con microorganismos(Brito et al., 2001 ).

2.6. Involucién uterina.

2.6.1 Involucidn uterina en vacas posparto.

El comportamiento de la involucidn uterina posparto de las vacas se
evalué por palpacion rectal, con sus tres revisiones para cada grupo. El
tamafio del aparato genital se evaludé con: tamafio del cérvix, cuernos
uterinos y actividad ciclica (presencia de foliculos dominantes y cuerpo liteo)
el criterio para determinar si una hembra habia ovulado fue identificado la
presencia de cuerpo luteo en los ovarios (Brito et al., 2001 ), asi como
también la evaluacion macroscopica del exudado uterino, apariencia, color y
olor putrefacto o necrético, se determina el exudado si son normales en la

involucion uterina de acuerdo a los dias posparto (Leonardo, 2012).

2.6.2 Identificacion de estructuras a partir del dia 12-15 posparto.

Grado 1: A estos dias la involucion aparentemente va normal.
Encontrandose la palpacion completa del Gtero (Brito et al.,, 2001 ). El
diametro del cérvix, en los dias 15: es impermeable, y esta en la cavidad
pélvica.Ademas, puede haber un marcado tono uterino, y a su vez coincidir
con el inicio del primer celo. Las caracteristicas de los loquios en estos dias
se encuentran densos, escasos y de color achocolatado, lo cual son
normales(Brito et al., 2001 ; Hernandez, 2012) El volumen maximo es de 500
ml(Galina Hidalgo y Valencia, 1991; Leonardo, 2012).
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Grado 2: En esta clasificacibn se tomé como criterio Unicamente un
aumento de tamafio mas de lo normal del cérvix, y de uno o ambos cuernos

uterinos.

Grado 3: Se relacion6 el aumento de tamafio del Gtero por la
inflamacion con presencia de fluidos anormal con presencia de pus o

descargas mucopurulentas(lICA, 1985).

2.6.3 Identificacion de estructuras a partir del dia 20-23 posparto (pp).

Grado 1:La involucion uterina aparentemente va normal. La involucién
se completa cuando el Utero retorna a su posicion normal no gravida, los
cuernos adquieren un diametro similar y retoman consistencia y tono
normales. El cérvix acompafa el proceso involutivo de los cuernos uterinos.
Se vuelve definible por palpacion rectal entre los dias 4 y 7 pp, y hacia el dia
200 pp, su didmetro es similar al del cuerno gravido. En 25 dias: el cérvix
estd en estado normal o con poco aumentado de tamafio. En 20 dias: los
exudados disminuyen de densidad. Con presencia de Mucus transparente,
mezclado con algunos grumos blancos y con poco o nulo volumen uterino.
Es muy posible encontrar vacas con celos manifestaos y ovulaciones.

Existiendo la presencia de cuerpo lateo y/o foliculos (IICA, 1985).

Grado 2: La diferencia la grupo 1, existe un aumento de tamafo del
cérvix, inflamacién y aumento de tamafio de ambos cuernos uterinos. Si
existe la presencia de loquios es 50% pus y 50% fluido cristalino. Es posible

encontrarse con una endometritis subclinica(Hernandez, 2012).

Grado 3: La presencia de aumento de tamafio del cérvix, ambos
cuernos uterinos, mas loquios con presencia >75-80% de grumos de pus y

<20-25% moco cristalino. Encontrandose en lo posible infecciones uterinas
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(endometritis clinica o piometra). Puede haber presencia de cuerpo luteo y/o
foliculo(Hernandez, 2012).

2.6.4 Identificacion de estructuras a partir del dia 35-38 posparto.

Grado 1: Los hallazgos a la palpacion fueron clasificados en: cuernos
normales (CN), vacas que a la palpacién rectal presenten cuernos simétricos
(Ruiz y Sandoval, 2013;).Dentro de esta clasificacion las estructuras del Gtero
no hay complicaciones patolégicas o aparéntenme estéd sanas. Los exudados
son escasos mucus transparente (Leonardo, 2012) o nula expulsion.

Grado 2: Los hallazgos fueron clasificados; cuernos ligeramente
asimétricos (CLA) todas las vacas que presentaban una ligera asimetria y
engrosamiento de la pared uterina; cuernos asimétricos (CA)(Ruiz y
Sandoval, 2013;). La poca presencia de loquios, con un 20-25% pus y 75-
80% moco de celo. Las vacas con CLA y CA se consideraron como metritis.
Grado 3: Todas las vacas que presentaban asimetria marcada y
engrosamiento de la pared uterina y piometra (PIO), cuernos con asimetria
marcada, con contenido y cuerpo lateo en uno de los ovarioslas paredes
uterinas de uno o ambos cuernos estan endurecidos(Ruiz y Sandoval,

2013;). Los exudados fueron con >50 pus y <50 moco de celo.

2.7 Sistema inmunoldgico de las aves.

El sistema inmune de las aves funciona, demanera general, igual que
el de los mamiferos, y podria definirse como la resistencia de las aves a
agentes potencialmente dafiinos (parasitos, bacterias, virus, toxinas), incluso
de alguna anormalidad en las propias células (neoplasia). Una caracteristica

de la inmunidad es la inmunocompetencia, es decir, la habilidad de los
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organismos para distinguir agentes extrafos y neutralizarlos o eliminarlos, a
través, de la respuesta inmune. El sistema inmune, puede dividirse en tres
componentes: la inmunidad innata, la inmunidad regulada por células y la
inmunidad humoral. (Ayala y Piedra, 2007a; Lezundry, 2006; Romero et al.,
2013)

2.7.1Inmunoglobulinas IgY de aves.

Al igual que lo mamiferos, las gallinas producen anticuerpos en
respuesta a un antigeno, los cuales son transferidos a la yema del huevo a
través del epitelio folicular del ovario durante la oogénesis. Existen tres
grandes isotipos de anticuerpos en gallinas; una molécula de alto peso
molecular tipo IgM, dos subclases (Gonzalez et al., 2007; Gutierrez, 2009)
del tipo 1gG que constituyen la mayor cantidad de inmunoglobulinas en el
plasma y una del tipo IgA que se encuentra en las secreciones
externas(Garcia et al., 2005; Gutierrez, 2009).La inmunoglobulina Y (IgY)
deriva su nombre precisamente, del término inglés “yolk” (yema) (Dopico et
al.,, 2012)o también es comunmente usado para denotar el tipo de
inmunoglobulina G7 de las aves propuesta por Leslie &Clem (1969) para
reflejar algunas caracteristicas particulares que hacen diferentes las IgG de
los mamiferos, en especial la IgY por su peso molecular(Gutierrez, 2009).
Son anticuerpos policlonales obtenidos de las yemas de huevo. La IgY es la
principal inmunoglobulina del suero de las aves, analoga a la 1gG de los
mamiferos (Romero et al., 2013).

En la actualidad el estudio, produccion y aplicacion de los anticuerpos
aviares obtenidos a partir de la yema de los huevos de aves inmunizadas es
lo que se le conoce como “tecnologia Y”. Esta tecnologia es aplicada en una

gran diversificacion, uno de sus usos aplicados en medicina veterinaria es
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prevenir y tratar enfermedades de los animales, y tenga un gran impacto en
su aspecto productivo, es por ende de interés su uso para este
estudio(Dopico et al., 2012)

2.7.20btencién de IgY.

La obtencion general de anticuerpos policlonales se utilizan
comunmente especies mamiferos como equinos, ovinos y conejos con
buenos resultados. Son producidos contra microorganismos especificos y
utilizados para diversas enfermedades de animales y humanos (Dopico et al.,
2012), wuna alternativa muy eficaz es la manipulacibn de aves
hiperinmunizadas, utilizando la yema de los huevos para la extraccion de
IgYencontrandose en concentraciones similares o superiores al plasma (6-20
mg/ml) (Garcia et al., 2005; Gutierrez, 2009). Suobtenciénes a bajo costo y
con un alto rendimiento del producto, cobrando beneficios con respecto al
bienestar animal, ya que se evita el sangrado y sacrificio de los animales,
ademas esta tecnologia es facil y rapida(Tini et al., 2002). Otra ventaja de su
uso, no provoca accion alergénica al aplicarla. Una forma alternativa para
obtener anticuerpos policlénales, lo dan las gallinas de postura,
encantandose en la yema de huevo como fuente de anticuerpos (Contreras
et al., 2005). El rendimiento de anticuerpos IgG de mamiferos, obtenidos por
métodos de inmunizacion convencionales; se pueden obtener mensualmente
200 mg de IgG, con aproximacion del 5% de anticuerpos especificos. En el
caso de gallinas, se pueden cosechar cada mes aproximadamente 1500 mg
de IgY, con un 2 y 10% de IgYespecifica. En comparacion con la produccion
de anticuerpos en conejos, la tecnologia IgY, ofrece varias ventajas: no hay
evita el sufrimiento de los animales, s6lo se requiere la recoleccion de
huevos tras la inmunizacion; el aislamiento IgY es rapido y sencillo; y se

requieren cantidades muy bajas de antigeno para obtener altos titulos y de
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larga duracion IgY en la yema de gallinas inmunizadas (Tini et al., 2002). En
la Tabla 2 se presentan algunas caracteristicas de la produccion de
anticuerpos en (Romero et al., 2013)mamiferos (conejo) y en aves (gallina)
(Gutierrez, 2009).

Tabla 2. Tabla comparativa sobre la produccion de anticuerpos policlonales entre
mamiferos y aves.

Conejo Gallina
Numero de animales 1 1
Toma de muestra Sangrado (20 ml./semana) Coleccion diaria de huevos
Volumen muestra (en 2 40 ml de sangre 14 huevos — 210 ml yema*
semanas)
Anticuerpos totales 200mg 1120mg**
Anticuerpos especificos 5% (10mg) 2-10% (224112 mg)
Conejo / gallina — total*** 5-6 1
Conejo / gallina— 2-11 1
especificos****
Presencia de otras Ig IgM, 1gA, IgE Ninguna

*. Volumen promedio por yema igual a 15 ml.

** Cantidad promedio de IgY igual a 80 mg por yema.

*** Namero de conejos que producen igual cantidad de anticuerpos por gallina en 2 semanas.
**+% Numero de conejos que producen igual cantidad de anticuerpos especificos por gallina en 2

semanas(Gutierrez, 2009)

2.7.3Funciones de lalgY.

Las IgY de las aves es el elemento fundamental de la defensa humoral
dirigida contra los antigenos extracelular de virus, bacterias y sus toxinas.Las
funciones especiales de las subclases estan relacionadas en las
respuestassecundarias(Romero et al., 2013), la fijacibn del complemento,
opsonizaciéon y la interacciéon de los macréfagos(Castafieda et al., 2011,
Toschi, 2010)
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La estructura de las IgY poseen dos sitios de union al antigeno, para
favorecer en un principio y sean capaces de aglutinar o precipitar antigenos
multivalentes. Estas condiciones favorecen efectos de aglutinacion y un

potenciador de la fagocitosis(Gutierrez, 2009).

Las células fagociticas, llevan a cabo la activacion del sistema de
complemento mediante la via clasica. Para que se lleve a cabo este proceso
es necesario activar la inmunidad adquirida reconociendo a los patdgenos
externos, destruirlos y desarrollar memoria de este encuentro, estos
invasores deben ser inmediatamente atacados y destruidos por neutrofilos y
macrofagos por fagocitosis. Los anticuerpos, las proteinas mas importantes
del sistema inmune adquirido, son sin duda las opsoninas mas efectivas. Los
anticuerpos recubren la bacteria, tras o que se unen a los receptores en las
células fogociticas y estimula su ingestion, sin embargo estos anticuerpos no
son producidos hasta que no han transferido varios dias desde el comienzo
de una infeccion (Abbas. Abul K., 1996 ; Carlander et al., 2000; Tizard,
2009).

Muchos estudios se han centrado en el uso de IgY en la inmunizacion
pasiva para tratar y prevenir enfermedades en humanos y animales(Romero
et al., 2013)

Los anticuerpos de las gallinas tienen una vida media de
aproximadamente 36 h, mientras que los anticuerpos en las ovejas son de

unos 15 dias(Dias da Silva y Tambourgi, 2010).

En un estudio realizado, segun el autor (Thirumalai et al., 2014),
demostré el efecto beneficioso de IgY en el control y la prevencion de la
diarrea en animales domésticos. Esto apoya la opinion de que IgY es Uutil
para la profilaxis y tratamiento de la infeccidbn gastrointestinal por

inmunizacion oral pasiva como estrategia alternativa a los antibiéticos.

19



En otro estudio, serealizé la utilizaciéon como tratamiento de IgY, en
mastitis por infeccion de patdgenos, esta vacunacién pasiva incluye
anticuerpos solubles, que se unen al patégeno y lo marcan para el proceso
de la fagocitosis y la lisis por el sistema de complemento (Aizenshtein et al.,
2013).

Aun no se han encontrado estudios de aplicacion local uterina de
IgY,pero existen numerosos estudios del uso de IgY, porvia oral con
resultados muy efectivos en la prevencion de infecciones entéricas virales y
bacterianas en humanos, lechones, becerros, peces y conejos(Leitner et al.,
2013), otro uso que se le ha dado es la mastitis, utilizado los tratamientos por
viaintramamaria, demostrando ser eficiente, y puede servir como un nuevo

enfoque para el tratamiento de la mastitis (Aizenshtein et al., 2013)

El enfoque desarrollado tedricamente en este estudio tienes como
objetivo la orientacion y la activacion de las células inmunes innatas con la
vacunacion pasiva delgY, (anticuerpos IgY de gallinas inmunizadas
especificas contra un cierto antigeno), aplicado por via intrauterina. La razén
por la cual su uso es ganar tiempo para activar su sistema inmunoldgico a
nivel uterino. Siendo los anticuerpos IgY de gallinas,analogos a la 1gG de

mamiferos(Romero et al., 2013).

Atendiendo a las consideraciones expuestas como se han
mencionado anteriormente, el Utero es invadido por microorganismos del
medio ambiente y a su vez es alterado el sistema, endocrinolégico e
inmunolégico en su funcion principalmente por trastornos metabdlicos,
deficiencias nutricionales en la alimentacién entre otras mas. Es de gran
importancia en la vida para los mamiferos defenderse de cualquier
microorganismo invasor, por tanto es por ello que se ha tomado en cuenta la
alternativa de utilizar IgY intrauterino para la eliminacion de microorganismos

presentes en la luz uterina,
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l1l. OBJETIVOS.

3.10bjetivo general.

Evaluar el efecto de la IgY sobre, en la involucion uterina, dias a
primer celo y la caracteristica de las secreciones, (sucia o limpia) mediante

técnicas de palpacion rectal y visualizacién de exudados.

3.2 Objetivo especifico.

Comparar la eficiencia de IgY contra el compuesto de selenio y
vitamina E. sobre la involucién uterina, dias a primer celo y las caracteristicas

de las secreciones.

Comparar la eficiencia de la IgY, contra la combinaciéon de compuesto
de selenio y vitamina E mas IgY en la involucion uterina, dias a primer celo y

de las secreciones.

l.V. HIPOTESIS.

El uso de anticuerpos IgY de aveshiperinmunizadas, por
viaintrauterinascontribuyen de manera importante en la involucion del utero

en vacas posparto.
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V. MATERIALES Y METODOS.

5.1 Condiciones del estudio y muestra.

El presente estudio, se realiz6 en una explotacion intensiva de vacas
Holstein, ubicada en el municipio de San Pedro, Coahuila México. (Longitud
oeste 102 58°58” y latitud norte 25° 45" 32”), a una altura de 1100metros
sobre el nivel del mar (Coahuila, 2015).

Se evaluaron 30 bovinos hembras de la raza HolsteinFriesian, sin
antecedentes de trastornos al parto, mismo manejo y alimentacion, se
dividieron en tres grupos (n=10), con un promedio en numero de lactancias

de 2.66; condicion corporal promedio de 3.06 enescala del 1 al 5.

Se emplearonlos siguientes tratamientos; El grupo 1 (GT1)recibi6é una
infusion intrauterina de 30mglgY(10 ml diluido en 20 ml de solucion salina),
grupo 2 (GT2) recibio la infusién intrauterina (30mglgY) 10 ml diluido en 20
ml de solucién salina ademas de la aplicacion intramuscular de Selenio
(204.75mg) y vitamina E (340 Ul). ElI grupo (Test) recibié por via
intramuscular Selenio (204.75mg) y Vitamina E (340 Ul). Todos los grupos se
monitorearon por palpacion rectal. En éste experimento los variables a medir

fueron las siguientes.

5.2 Variables determinadas.
5.2.1 Involucién uterina.
Las variables determinadas son involuciéon uterina, en los dias 12-15;

20-23 y 35-38 revisiones postparto se realizo una revision ginecoldgica por la
técnica de palpacion rectal.
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Para esta variable se toma como referencia los autores mencionados
durante el proceso de evaluacion(Brito et al., 2001 ; Galina Hidalgo y
Valencia, 1991; IICA, 1985; Leonardo, 2012; Ruiz y Sandoval, 2013;).

5.2.2Dias a primer celo posparto.

La determinacion de los dias a primer celos, se realiz6 mediante
observacion directa de las hembras durante 24 hrs del dia 12 en adelante
postparto y se determiné que una vaca estaba en celo cuando aceptaba la
monta de otra hembra (cuando desplego comportamiento hermafrodita).

Las vacas se confirmaron por palpacion rectal, conturgencia uterina,

presencia del foliculo dominante y congestién bulbar.

5.2.3 Caracteristicas morfoldgicas de las secreciones del celo (limpio o
sucio).

Finalmente se evalué la extraccion del fluido del uterino. La evaluacion
macroscopica del moco fue celo limpio (moco transparente, Vviscoso,
abundante y cristalino, sin presencia de grumos de pus), celo sucio (se
observé la presencia de grumos menos del 5% de,moco turgente o

purulento.
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5.4 Andlisis de datos.

Los datos obtenidos se evaluaron estadisticamente poruna prueba no
paramétrica especificamente Kruskal-wallis, para la variable involucion
uterina, dias a primer celo, caracteristicas morfologicas, para esta ultima
variable se utiliz6 una comparacion de proporcion mediante la prueba de x2.

Utilizdndose el paquete estadistico Systat.
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VI. RESULTADOS.

Comportamiento de la involucidn uterina en vacas posparto.

De acuerdo al programa Mystat, los resultados en el comportamiento
de la involucion uterina de lasvacas en etapa posparto se muestra en la
Figura 1: no hubo diferencia estadistica (P=0.3)para ninguno de los tres
grupos durante la 1lra revision; segunda revision (P=0.2) y tercera revision
(P=0.8).

1.8 =
P=0.3 P=04
16
14 P=0.8
c
S
g 12
o
g !
S 208
(%]
o
'8 0.6
@ o4
0.2

o

1 Revicion 12-15 PP 2 Revicién 20-23 PP 3 Revicién 35-38 PP

EGRUPO1 ®mGRUPO2 mGRUPO3

Figura 1:Grados de involucién uterina: Comportamiento de la involucion uterina en
vacas posparto (PP), en las tres reviciones. G1: Involucién normal.G2: Ligera
inflamacion de cérvix y/o cuerno (s)uterino (s).G3: Inflacion més exudado purulento.

Dias a primer celo posparto.

La presentacion de primer celo posparto,estadisticamente no hubo
diferencia significativa (P=0.5) para los tres grupos.
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Al evaluar esta variable se encontr6 que no existe diferencia
significativa para esta variable. En la tabla 3 muestra los dias a primer celo

posparto.

Tabla 3: Dias promedio a primer celo posparto.

Grupo. n Dias promedio a primer
celo.
1 10 43 a
2 10 49.3 a
3 10 44.6 a

Letras iguales (a)NS (P>0.05).

Evaluacion de las caracteristicas morfoldgicas de las secreciones del
celo (limpio o sucio).

El porcentaje de hembras que presento el exudado (moco limpio) a
primer celo no se detectado diferencia estadistica entre los tres grupos (P=
0.5).

La caracteristica de presentacion a primer celo limpio, en los tres
grupos, en la tabla 4: muestra el porcentaje de vacas limpias a primer celo, el
grupo 2 fue superior con un 80% de celos limpios en comparacion con el
grupo 1y3.

Tabla 4: Caracteristicas morfolégicas de las secreciones del celo (limpio).

Grupo. n Limpias %

1 10 6 60 a
2 10 8 80 a
3 10 6 60 a

Para estas dos Ultimas variables no hubo diferencias estadisticas.
Posiblemente el nimero de n= afecto.
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VII. DISCUSION.

El bienestar animal en virtud estas enfermedes, asi como la presion
para reducir el uso de antibidticos, han llevado la busqueda de tratamientos
alternativos(Palmer, 2008). En efecto, el éxito del tratamiento
coninmunoglobulinas Y esta limitado quizd porque la involucion uterina
depende de muchos factores como el nutricional, el manejo, el ambiental y
no solamente de tipo infeccioso. Nuestros resultados demuestran que el uso
de inmunoglobulinas Y para el tratamiento de patologias uterinas tiene
efectos no consistentes quiza debido a la dosis y frecuencia de aplicacion,
ademas del tipo de microorganismos que se encuentran a nivel uterino. Pues
otros investigadores reportan resultados favorables, en otros problemas
infecciosos, asi pues(Zhen et al., 2009), mencionan que la utilizacién de IgY
para el tratamiento de mastitis clinica experimental, para ello usaron vacas a
las que se les suministro infusiones intramamariasigY a una concentracion
de 20 mg/ml los resultados obtenidos fueron de un 50 hasta un 83.3%. Esto
probablemente debido a que la IgY podria inhibir el crecimiento de bacterias
por alterar membrana celular, asi como también puede inhibir la adhesién de
las bacterias a las células epiteliales de la glandula mamaria. También se
cree, tiene la accion de opsonizar las bacterias por fagocitosis presentes en
leche y la sangre. (Leitner et al., 2013)evaluaron la eficacia de un complejo
de inmunoglobulinas Y en el tratamiento de vacas con mastitis infectadas
artificialmente con S. dysgalactiaey E. coli, encontrandose resultados
positivos, en un segundo experimento solo se inoculo E. Coliy los resultados
fueron resultados fueron similares. La accion del complejo de
inmunoglobulinas Y, se basa en la union de anticuerpo al patdégeno,
permitiendo la estimulacién a una respuesta inmune innata dirigido al sitio de
la infeccibn donde se encuentran las bacterias, ademas de macrofagos y

neutrofilos para llevar a cabo el proceso de fogocitosis y la lisis por la
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acitivacion del sistema de complemento. En otros estudios se ha demostrado
que la administracion de estos anticuerpos ha sido muy efectiva en la
prevencion de infecciones entéricas virales y bacterianas en humanos,
lechones, becerros, peces, aves y conejos (Romero et al., 2013).En estudios
usandoanticuerpos especificos contra S. enteritidis, se han obtenido
resultados satisfactorios, pues se ha disminuido la contaminacion del huevo
en al menos un 13,3%, en comparacion con el grupo control (26,0%) (Gurtler
et al., 2004).En general, la accion al administrarse por via oral IgY esta
destinado a lo largo del tubo digestivo, es altamente especifica con la
interaccién antigeno-anticuerpo. Varios mecanismos de accion son por la
proteccion del huésped: (1) la inhibicion de la adhesién microbiana a las
superficies celulares, (2) supresion de la colonizacion por viral prevencion de
la propagacién de célula a célula, (3) bacteriana aglutinacion con microbiana
resultante la inmovilizacion y la muerte o la facilidad de ser tirado por el
intestino, (4) inhibicién de la actividad enzimatica y (5) la neutralizacién de
actividad de la toxina. El éxito inicial de IgY en sujetos animales ha dado un
impulso hacia humana ensayos clinicos e inmunoterapéutico aplicaciones.
(Carlander et al., 2000).
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VIIl. CONCLUSION.,

Por los resultados obtenidos podemos concluir que el uso de
inmunoglobulinas Y sobre la involucion uterina tiene efectos limitados aunque

no conluyentes y que se deberia considerarse la repeticion del estudio.

IX. RECOMENDACIONES.

1. Investigar el efecto sobre infecciones del Gtero en vacas lecheras, y
evaluar su efecto en diferentes estaciones del afo.

2. Usar las IgY en tratamientos con enfermedades infecciosas uterinas,
con dosis y frecuencias idéneas.

3. Aplicarlo como un método de prevencion cundo exista un mayor estrés
ambiental, con un mayor riesgo de patologia adquirida causada por

una inmunosupresion
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