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ABSTRACT

The obijective of this study was to evaluate the response of the polymorphonuclear
neutrophils after an artificial insemination with different components in cows of the
Ecuadorian Amazon. On October 20, 2018, 12 crossed dairy cows were used which belong
to the dairy rodeo of the Centre of Research, Postgraduate and Conservation of the
Amazon Biodiversity. The cows were all randomly divided in a similar period into three
groups: cows, inseminated with distilled water (n = 4); cows, inseminated with diluent by
Triladyl © (n = 4) and cows, inseminated with conventional semen, tested and with high
fertilization marketed by Showcase Selections (n = 4). Before proceeding with the artificial
insemination, cytological samples were taken from every cow using the technology of
cytobrush. After the insemination of the three groups, the cytobrush and blood samples were
repeated at 4 hours, 8 hours and 12 hours after insemination, having a total of 48
repetitions. The response of the N-PMN is observed for each treatment, showing that there
are only significant differences (P<0.05) in which semen is used in an artificial insemination.
Showing a peak of N-PMN at 8 hours after being inseminated, it is exceeding the 5% limit
to consider it a subclinical endometritis. It is concluded that there is a response of
polymorphonuclear neutrophils after the artificial insemination with semen in cows of the
Ecuadorian Amazon.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la respuesta de los neutréfilos
polimorfonucleares luego de la inseminacién artificial con diferentes componentes en vacas
en la Amazonia Ecuatoriana. El 20 de octubre de 2018, se utilizaron 12 vacas cruzas
lecheras pertenecientes al rodeo lechero del Centro de Investigacion, Posgrado vy
Conservacién de la Biodiversidad Amazénica. Las vacas, todas en similar periodo se
dividieron aleatoriamente en tres grupos: vacas inseminadas con agua destilada (n = 4),
vacas inseminadas con diluyente marca Triladyl © (n = 4) y vacas inseminadas con semen
convencional probado y de alta fertilidad comercializado por Showcase Selections (n=4).
Antes de proceder a la inseminacién artificial se tomaron de todas las vacas muestras
citolégicas del endometrio por la técnica de cytobrush. Luego de la inseminacién de los tres
grupos, se repitieron los muestreos de cytobrush y sangre a las 4 horas, 8 horas y 12 horas
de inseminadas, teniendo un total de 48 repeticiones. Se observa la respuesta de los N-
PMN para cada tratamiento, mostrando que sélo hay diferencias significativas (P<0,05)
en donde se utiliza semen en la inseminacién artificial. Mostrando un pico de N-PMN a las
8 horas de haber sido inseminada, superando el limite del 5% para considerarla
endometritis subclinica. Se concluye que existe respuesta de los neutréfilos
polimorfonucleares luego de la inseminacién artificial con semen en vacas en la Amazonia
Ecuatoriana
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INTRODUCCION

Se ha demostrado que el plasma seminal modifica muchas
funciones fisiolégicas e inmunolégicas en diferentes especies
(Alghamdi et al., 2004; Alghamdi y Foster, 2005). Entre las
barreras encontradas por las células espermdticas en la
inseminaciéon se encuentra el flujo bien documentado de
neutréfilos en el lumen del tracto reproductivo de la hembra
(Alghamdi et al., 2001, 2004).

El ingreso de neutréfilos después de la deposicidén del semen es
importante para combatir la contaminacién microbiana
introducida durante el proceso de reproducciéon y la
eliminacién de células espermdticas en exceso y muertas. Sin
embargo, se ha demostrado que la presencia de neutréfilos en
el momento de la deposicién del semen reduce la fertilidad en
diferentes especies, incluyendo bovinos y equinos (Alghamdi et
al., 2004; Kasimanickam et al., 2004, 2005). La endometritis
posterior al apareamiento ha sido ampliamente estudiada en
caballos, ya que se considera que causa infertilidad. Se sabe
que la inflamacién también ocurre en el ganado, pero no se ha
investigado de la misma manera.

Los espermatozoides, el plasma seminal y los extensores de
semen juegan un papel en la induccién de la inflamacién.
Ademds, el nimero de espermatozoides, la concentracién y la
viabilidad, asi como el sitio de depésito del semen, pueden
modoular la respuesta inflamatoria. Las citoquinas, los leucocitos
polimorfonucleares y las células mononucleares representan la
respuesta inflamatoria uterina en el momento del servicio. La
inflamacién es la primera linea de defensa y elimina el exceso
de espermatozoides y bacterias. La deposicion de semen
provoca una migraciéon de células blancas masiva de
neutréfilos polimorfonucleares, seguida de fagocitosis de
espermatozoides ayudada por la formacién de trampas
extracelulares de neutréfilos. La eliminacién efectiva del
exceso de esperma y subproductos inflamatorios y el posterior
retorno rapido del endometrio al estado normal es un requisito
previo para la prefiez.

En este contexto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar
la respuesta inflamatoria que genera la prdctica de
inseminacién artificial determinando el porcentaje de
neutréfilos  polimorfonucleares en vacas en la Amazonia
Ecuatoriana comparando inseminacién con pajuelas cargadas
con agua, con diluyente y con semen normal.

MATERIALES Y METODOS

El 20 de octubre de 2018, se utilizaron 12 vacas cruzas
lecheras pertenecientes al rodeo lechero del Centro de
Investigacién, Posgrado y Conservacién de la Biodiversidad
Amazénica (CIPCA). Dicho centro estd ubicado en el cantén
Carlos Julio Arosemena Tola de la provincia de Napo
(Ecuador), en el kilbmetro 44 via Puyo-Tena (coordenadas: S
01°14.3257; W077° 53.134") y dispone de una superficie de
42 ha de pastos.

Clima

El ambiente es tropical con precipitaciones de 4000 mm/afio,
una humedad relativa promedio del 80% y temperaturas que
varian entre los 25 y los 30 °C. Su topografia se caracteriza
por relieves ligeramente ondulados sin  pendientes

pronunciadas, distribuidos en mesetas naturales de gran
extensién. La altitud varia entre los 580 y 990 msnm. Si bien
los suelos presentan una composicién muy heterogéneaq, la
mayoria se origina en sedimentos fluviales procedentes de la
regién andina del pais.

Alimentacién y Sanidad

La alimentacién de los bovinos en estudio, fue de pastoreo
libre, con pastizales en base de Brachiaria decumbens (17.585
kg MS/ha/afio), Brachiaria brizantha(26.970 kg MS /ha/afio),
Arachispintoi (6.212 kg MS/ha/afio), Desmodium ovalifolium
(5.890 kg MS/ha/afio) y Stylosanthes guianensis (15.237 kg
MS/ha/afic). Se aplicé el manejo sanitario habitualmente
empleado para el rodeo bovino del CIPCA, desparasitaciones,
bafios contra garrapatas y moscas, vacunaciones para fiebre
aftosa, rabia bovina y estomatitis vesicular y la aplicaciéon
inyectable de vitaminas y minerales.

Animales

Se evalué la condicién corporal (CC) dentro de la escala de (1
a 5; Edmonsond and Lean, 1989). Las hembras en estudio
presentaron un promedio de 2,5 £ 0,25 de CC. Fueron
seleccionadas también por la presencia de un CL o foliculo >
10 mm de didmetro en sus ovarios por medio de palpacién y
ultrasonografia y también se evalué el grado de desarrollo del
tracto genital. Las vacas utilizadas en el estudio tuvieron un
promedio 150 * 10 dias de posparto y todas en tercera
lactancia. Los animales seleccionados se  dividieron
aleatoriamente en tres grupos: vacas inseminadas con agua
destilada: 1A (n = 4), vacas inseminadas con diluyente
Triladyl®: ID (n = 4) y vacas inseminadas con semen
convencional: IS probado y de alta fertilidad comercializado
por Showcase Selections (n=4).

Sincronizacién y control reproductivo de las hembras

Se utilizé el protocolo J- Synch 60 horas IA +eCG: en el dia
cero se aplicé un dispositivo con progesterona (0,5 g) y 2 mg
de benzoato de estradiol via intramuscular. En el dia seis se
removié el dispositivo con progesterona y se observd la
calidad del implante (Presencia o Ausencia de vaginitis) y se
administré6 500 pg de Cloprostenol mdés 500 unidades
internacionales de gonadotropina sérica de yegua prefiada
(eCG-Folligon Huixquilucan-Estado de México), Al dia nueve se
aplicd6 2,5 ml de acetato de buserelina (GnRH) via
inframuscular y fueron inseminadas a las 60 horas de retirado
el dispositivo con progesterona. Al mismo tiempo que se
cumplié con las actividades propias de la IATF se llevé a cabo
un control reproductivo por ecografia constatando la ciclicidad
y el desarrollo folicular en respuesta al tratamiento recibido:
En el dia O del protocolo de IATF se realizé la primera
evaluacién ecogrdfica, con el propédsito de analizar el estatus
uterino y ovdrico, descartando posibles afecciones
reproductivas y sobre todo animales aciclicos.

En el dia 6 se realizé una medicién ecogréfica del desarrollo
folicular y seguimiento visual de la presencia de celo (moco
vaginal y en flancos).

En el dia 9: o proestro, a las 60 horas de la PGF se realizé
otra ecografia para ver el comportamiento de los foliculos en
un proestro prolongado.

Mvuestras de endometrio
Antes de proceder a la inseminacién artificial de cada vaca se
tomd una muestra citolégica del endometrio por la técnica de
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cytobrush  utilizando cepillos colectores endocervicales
(Medibrush XL, Medical Engineering Co, SA). Para proteger la
pistola de la contaminacién vaginal, la misma fue cubierta con
una vaina descartable. La regién perineal y la vulva fueron
higienizadas con solucién yodada y toallas de papel
absorbente. Con la muestra obtenida se realizaron dos
impresiones sobre un portaobjetos limpio y debidamente
rotulado, el que se fij6 con spray citolégico (Biopur) y se
almacend para su posterior tincién en el laboratorio. La tincién
utilizada fue una panéptica comercial (Tincién 15, Biopur) y las
preparaciones citolégicas asi logradas se observaron con
microscopio binocular Olimpus BH-2 a 400 X. En cada frotis se
contaron un minimo de 200 (doscientas) células totales (células
epiteliales y células inflamatorias), a partir de las cuales se
determiné el porcentaje de neutréfilos polimorfonucleares (N-
PMN) variable que fue utilizada para determinar el grado de
inflamacién de la mucosa uterina.

Sangre

También muestras de sangre a las O, 4, 8 y 12 horas, obtenidas
por puncién de la vena coccigea, con agujas y jeringas
estériles, que se colocaron en tubos con anticoagulante EDTA a
concentracién de 3,7 a 5,4 UM. Se homogenizé la sangre
anticoagulada, se colocd una gota de sangre sobre un
portaobjeto limpio y desengrasado para la observacién de la
férmula leucocitaria. Se tifieron las extensiones antes de las 24
horas, por método de tincién panéptica de May-Grinwald-
Giemsa. Se realizé un recuento manual de glébulos blancos
utilizando pipeta de Thoma, solucién de Turk y cdmara
cuentaglébulos de Neubauer.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron organizados y tabulados para su
posterior andlisis mediante estadistica descriptiva determinado
la media y error estdndar. Las diferencias entre las medias
fueron sometidas a un andlisis de variancia a un criterio de
clasificacién y pruebas de comparaciones moltiples HSD de
Turkey-Kramer HSD (p<0,05). Se ajusté una curva a partir de
la estimacién de los pardmetros del modelo. Todos los andlisis
estadisticos fueron realizados utilizando el programa JMP,
versién 5.0 para Windows (JMP®, 2003).

RESULTADOS

La Tabla 1 muestra la respuesta de los N-PMN a los tres
tratamientos, mostrando que sélo hay diferencias significativas
(P<0,05) a las 8 horas de la inseminacién artificial entre los
tratamientos en donde el semen mostré un porcentaje
superando el limite del 5% para considerarla endometritis
subclinica. El resto de los valores promedios se encuentran por
debajo del 5% para los diferentes tratamientos y horas de la
toma.

En la Figura 1 se observa el comportamiento de los tres
tratamientos al largo del ensayo en los diferentes muestreos
antes y después de la inseminacién. En él se observa que el
grupo de vacas inseminadas con agua destilada se mantiene
estable hasta el final que se eleva sin superar el limite del 5%
de N-PMN, de la misma manera se comporté el grupo de vacas
inseminadas sélo con diluyente. Sin embargo, el grupo de
vacas inseminadas con semen mostraron un crecimiento en el
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porcentaje de N-PMN hasta alcanzar el méximo de 5,75% a
las 8 horas para luego descender.

Tabla 1: Media aritmética y error estandar de % N PMN en
citologias, expresados por grupo y tiempo de muestreo.

Tiempo/ Agua Diluyente Semen
tratamiento
0 horas 275+08a 212+0,5a 1,25+0,3a
4 horas 3,25+ 0,6 a 4,83+ 0,7 a 2,87 £ 0,6 a
8 horas 3,12 £ 0,5b 366t 1,0ab 57510,4a
12 horas 4,62+ 0,8 a 483+ 10a 4,00+ 0,6 a
Tamafio muestral: n = 4 individuos por grupo
a, b, ¢ Valores con diferente letra por fila difieren al menos al

0,05.

% PMN

horas

- ggla eescsediluyente  emm—cemen

Figura 1: Media aritmética y error estandar del porcentaje de
polimorfo nucleares neutréfilos en los tres tratamientos
utilizados en la inseminacién artificial.

Cuando el andlisis se hace dentro de cada tratamiento el
semen muestra diferencias significativas segin la hora de la
toma: O horas 1,25+0,3¢, a las 4 horas 2,8710,6bc, a las 8
horas 5,7510,4a y las 12 horas 4,00£1,2ab mostrando
diferencias significativas (p< 0,05). La respuesta de los N-PMN
al tratamiento con semen mostrd un pico de N-PMN a las 8
horas de haber sido inseminada, superando el limite del 5%
para considerarla endometritis subclinica. Esto se observa en la
Figura 2 en donde la relacién entre el porcentaje de N-PMN y
las horas transcurridas desde la inseminacién artificial usando
semen, en donde existe un crecimiento hasta las 8 horas
posteriores a la inseminacién y luego bajar a las 12 horas, en
donde el mejor ajuste se logré con una regresién potencial
(R2=0,83).
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y=1,3778x0%=2
6 R?=0,8258

% PMN

horas

Figura 2: Media aritmética y error estdndar del porcentaje de
polimorfo nucleares en el tratamiento con semen en la
inseminacién artificial. Modelo potencial.

Los resultados obtenidos para el recuento de neutréfilos indican
un promedio por tratamiento fue: IA (O h: 60,3%, 4 h: 58%, 8
h:45,5% y 12 h: 54%), ID (O h: 53%, 4 h: 55,5%, 8 h:46,6% y
12 h: 55%) y IS (0 h: 46%, 4 h: 55%, 8 h:43,5% y 12 h: 38%),
siendo similares entre los tres tratamientos y dentro de las
diferentes tomas de sangre los valores que estén por encima
del rango estédn mayoritariamente en los tratamientos de A e
ID.

DISCUSION

La Tabla 1 muestra que previo a la inseminacién artificial entre
los tres grupos, la salud uterina se encontraba en éptimas
condiciones, medida a través del porcentaje de neutréfilos
presentando valores entre 2,75 y 1,25 % de N-PMN por
debajo del 5% de N-PMN segin la clasificacién por Rinaudo
et al, 2012 para que se corrobore la presencia de
endometritis subclinica en sistemas a pastoreo, sin mostrar
diferencias significativas (p=0,05). Los resultados coinciden con
los reportados por Maurino et al., 2012 en donde encontraron
previo a la inseminacién artificial el 2,58% de N-PMN en
vaquillonas Holstein, sin embargo, en vaquillonas Hereford
encontraron el 12,75% de N-PMN previo a la inseminacién
artificial. También en la Tabla 1 se observa la respuesta de los
N-PMN a los tres tratamientos, mostrando que sélo hay
diferencias significativas (P<0,05) a las 8 horas de la
inseminacién artificial entre los tratamientos en donde el semen
mostrd un porcentaje superando el limite del 5% de N-PMN
segun la clasificacién por Rinaudo et al, 2012 para
considerarla endometritis subclinica. El resto de los valores
promedios se encuentran por debajo del 5% de N-PMN para
los diferentes tratamientos y horas de la toma.

La Figura 1 muestra el comportamiento de los tres tratamientos
al largo del ensayo en los diferentes muestreos antes y después
de la inseminacién en donde los grupos de vacas inseminadas
agua destilada y diluyente mantienen similar comportamiento
hasta el Gltimo muestreo (12 horas) que se eleva sin supera el
limite del 5% de N-PMN, esto 0ltimo podria estar explicado
por haberse manipulado varias veces el Utero con las
diferentes tomas. Sin embargo, el grupo de vacas inseminadas
con semen muestran un crecimiento en el porcentaje de N-PMN
hasta alcanzar el méaximo de 5,75% a las 8 horas para luego
descender a valores similares a los otros grupos por debajo
del 5%.
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La exposicion de la mucosa uterina al plasma seminal y la
secreciéon de las vesiculas seminales indican un potencial
desarrollo de los procesos inflamatorios en el Utero de la
especie bovina (Aloé et al, 2011). Esto coincide con los
resultados de la Figura 1, en donde se observa un crecimiento
del porcentaje de N-PMN por un proceso inflamatorio
desarrollado. En la Figura 2 se observa la relacién entre el
porcentaje de N-PMN vy las horas de toma de muestras de las
vacas utilizadas en este tratamiento con semen, en donde el
mejor ajuste lo lograron con una regresién potencial. En donde
existe un crecimiento y luego una caida truncada, ya que baja
pero podria faltar més tomas del estado del Utero. Los
resultados del porcentaje de neutréfilos en sangre varian de
acverdo al momento de la toma independientemente del
tratamiento, superando el limite de 15 a 45% de referencia
(Merck, 2007), sin mantener relacién como la presencia de los
N-PMN en la luz del dOtero. En general, la neutrofilia se
presenta en los casos de liberaciéon endégena de cortico
esteroides, agudas y crénicas, neoplasias,
trastornos metabdlicos, situaciones de estrés (Kelly, 1976;
Benjamin, 1988). En este caso por el tipo de animal utilizado
en la zona, pareciera que la misma se dio por una situacién de
estrés, coincidiendo con lo citado por Rodriguez, (2000).

intoxicaciones

Los resultados encontrados, no coinciden con los trabajos que
plantean que el Gtero bovino, muestra sélo una débil respuesta

inflamatoria  después del apareamiento y que los
espermatozoides no  desencadenan  una  respuesta
inmunoldgica detectable en el Utero bovino,
independientemente de la preparacién de los

espermatozoides, es decir, eyaculado fresco o congelados-
descongelados. Luego del servicio, también puede observarse
una invasién bacteriana inespecifica, que a menudo es
superada naturalmente. Pero si el sistema de defensa falla se
desencadena la endometritis (Blanch, 1994), y al no ser
resueltas obligan al productor a descartar vacas, potencial
fuente de produccién de leche y vaquillonas de reposicién. Los
resultados de este trabajo se asemejan a los encontrados por
Kaufmann et al.,, 2009, aunque este 0Oltimo trabajo no
proporcioné informacién sobre el estado del endometrio antes
de la |A.

CONCLUSION

El trabajo realizado permitiria afirmar que la inflamacién
uterina, fundamentalmente la invasién de neutréfilos, causada
en este caso en la prdctica de la técnica de inseminacién
artificial se deberia a la presencia de espermatozoides en el
tracto genital de la hembra.
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