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RESUMEN

El sindrome de repeticion de celos supone una importante problematica reproductiva
en las granjas de vacuno lechero a nivel mundial, generando notables pérdidas econdmicas y
aumentando el riesgo de sacrificio de los animales. Teniendo en cuenta el peso que la
eficiencia reproductiva tiene en el sector de la produccion lactea, debido a que esta ligada a la
productividad y a la viabilidad econdmica de las explotaciones, mejorar la deteccion y el
control de este sindrome resulta de gran interés. Ademas, el elevado niimero de causas y
factores de riesgo implicados en su desarrollo dificultan su diagndstico y tratamiento, y las
herramientas terapéuticas de las que se dispone para combatirlo son limitadas.

Por todo ello, en esta tesis se han realizado tres experimentos en granjas de
produccion lechera localizadas en el norte de Espafia con el objetivo de caracterizar dicho
sindrome. En primer lugar, se ha estudiado una de sus potenciales causas, la inmunizacion de
las hembras frente al semen. Para ello, se determiné la concentracion de anticuerpos presentes
en el moco cervical de 47 vacas Holstein, incluyendo 15 vacas sanas y 32 vacas con sindrome
de repeticion de celos, asi como la influencia de los mismos sobre la motilidad espermatica.
En segundo lugar, se han estudiado otras dos patologias consideradas causantes del sindrome,
la endometritis subclinica y la oclusion oviductal, a fin de determinar su peso dentro de esta
problematica. Para ello se determind la prevalencia de ambos procesos en 99 vacas Holstein
con sindrome de repeticion de celos y se evalud la eficacia de posibles tratamientos para
resolverlos. Por ultimo, se determino la prevalencia del sindrome de repeticion de celos en
una poblacion de 2370 vacas lecheras, asi como los factores de riesgo implicados en su
aparicion en vacas primiparas y multiparas.

En base a los resultados de este trabajo, a pesar de que se ha observado una influencia
negativa de las inmunoglobulinas presentes en el moco cervical de las vacas estudiadas sobre
la motilidad espermatica, estas no parecen tener un efecto relevante en la etiologia del
sindrome, ya que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en su
concentracion entre ambos grupos. Por otro lado, aunque se han descrito previamente como
causas del sindrome de repeticion de celos, la endometritis subclinica y la oclusion oviductal
no parecen ser causas principales de este problema, ya que la prevalencia observada fue del
22% para la primera y del 3% para la segunda. Ademds, en el caso de las vacas
diagnosticadas con endometritis subclinica, se observo una mejora de las tasas de concepcion
en aquellas vacas tratadas con antiinflamatorios no esteroideos (14,3%) o con una
combinacion de estos y prostaglandina F2a (62,5%). La prevalencia del sindrome en la
poblacion estudiada fue del 21,1%, 18,6% en vacas primiparas y 22,8% en vacas multiparas.
En lo referente a los factores de riesgo implicados en este sindrome, se han identificado varias
patologias en el caso de las vacas primiparas, incluyendo ciertas alteraciones reproductivas
(distocias (OR, 5.2; p < 0.01) y endometritis (OR, 12.23; p < 0.01)), asi como las cojeras
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(OR, 3.4; p <0.01), las cetosis (OR, 3.5; p < 0.01) y las mastitis clinicas (OR, 4.2; p <0.01),
ademas de la pérdida marcada de condicion corporal entre el secado y el postparto, de 0,75
puntos (OR, 2,2; p <0.01), y 1 a 1,5 puntos (OR, 8.1; p<0,01). En lo que respecta a las vacas
multiparas, estos factores incluyeron las distocias (OR, 1.9; p < 0.01), las metritis (OR, 2.6; p
<0.01), las endometritis (OR, 6.2; p < 0.01), las cojeras (OR, 2.5; p < 0.01), las cetosis (OR,
4.3; p <0.01), las mastitis clinicas (OR, 4.2; p < 0.01) y las mastitis subclinicas (OR, 1.9; p <
0.01), asi como la pérdida de condicion corporal acusada, de 1-1,5 puntos, entre el secado y el
postparto (OR, 2.0; p<0,05). Asimismo, se han identificado algunos factores protectores que
parecen reducir el riesgo de desarrollo del sindrome. En el caso de las primiparas estos
incluyeron los partos durante el verano y el otofio (OR, 0.4; p < 0.01/OR, 0.6; p < 0.05),
mientras que para las vacas multiparas el riesgo se redujo cuando se retrasaba la primera
inseminacion artificial tras el parto (OR, 0.99; p <0.01).

Debido al escaso numero de trabajos centrados en este sindrome y a los resultados
variables de los que se dispone, es necesario realizar un mayor numero de estudios que
permitan caracterizarlo mejor. Asimismo, resultaria muy interesante desarrollar alternativas
terapéuticas para su control a fin de evitar las pérdidas reproductivas que genera.

Palabras clave: infertilidad, eficiencia reproductiva, anticuerpos antiespermatozoides,
endometritis subclinica, oclusién oviductal.
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RESUMO

O sindrome de repeticion de celos supdén unha importante problemaética reprodutiva
nas granxas de vacun leiteiro a nivel mundial, xerando notables perdas econdmicas e
aumentando o risco de sacrificio dos animais. Tendo en conta o peso que a eficiencia
reprodutiva ten no sector da producion lactea, debido a que estd ligada 4 produtividade e 4
viabilidade econdmica das explotacions, mellorar a deteccion e o control deste sindrome
resulta de gran interese. Ademais, o elevado niumero de causas e factores de risco implicados
no seu desenvolvemento dificultan o seu diagndstico e tratamento, e as ferramentas
terapéuticas das que se dispon para combatelo son limitadas.

Por todo iso, nesta tese realizaronse tres experimentos en granxas de producion leiteira
localizadas no norte de Espafia co obxectivo de caracterizar dito sindrome. En primeiro lugar,
estudouse unha das stias potenciais causas, a inmunizacion das femias fronte ao seme. Para
iso, determinouse a concentracion de anticorpos presentes no moco cervical de 47 vacas
Holstein, incluindo 15 vacas sanas e 32 vacas con sindrome de repeticion de celos, asi como a
influencia dos mesmos sobre a motilidade espermética. En segundo lugar, estudaronse outras
duas patoloxias consideradas causantes do sindrome, a endometrite subclinica e a oclusion
oviductal, a fin de determinar o seu peso dentro desta problematica. Para iso determinouse a
prevalencia de ambos procesos en 99 vacas Holstein con sindrome de repeticion de celos e
avaliouse a eficacia de posibles tratamentos para resolvelos. Por ultimo, determinouse a
prevalencia do sindrome de repeticion de celos nunha poboacion de 2370 vacas leiteiras, asi
como os factores de risco implicados na suia aparicidon en vacas primiparas e multiparas.

En base aos resultados deste traballo, a pesar de que se observou unha influencia
negativa das inmunoglobulinas presentes no moco cervical das vacas estudadas sobre a
motilidade espermatica, estas non parecen ter un efecto relevante na etioloxia do sindrome, xa
que non se atoparon diferenzas estatisticamente significativas na sila concentracion entre
ambos grupos. Por outro lado, ainda que se describiron previamente como causas do
sindrome de repeticion de celos, a endometrite subclinica e a oclusion oviductal non parecen
ser causas principais deste problema, xa que a prevalencia observada foi do 22% para a
primeira e do 3% para a segunda. Ademais, no caso das vacas diagnosticadas con endometrite
subclinica, observouse unha mellora das taxas de concepcion naquelas vacas tratadas con
antiinflamatorios non esteroides (14,3%) ou cunha combinacion destes e prostaglandina F2a
(62,5%). A prevalencia do sindrome na poboacion estudada foi do 21,1%, 18,6% en vacas
primiparas e 22,8% en vacas multiparas. En canto aos factores de risco implicados neste
sindrome, identificaronse varias patoloxias no caso das vacas primiparas, incluindo certas
alteracions reprodutivas (distocias (OR, 5.2; p < 0.01) e endometrite (OR, 12.23; p < 0.01)),
asi como as coxeiras (OR, 3.4; p <0.01), as cetoses (OR, 3.5; p <0.01) e as mastites clinicas
(OR, 4.2; p < 0.01), ademais da perda marcada de condicion corporal entre o secado e o
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posparto, de 0,75 puntos (OR, 2,2; p <0.01), e 1 a 1,5 puntos (OR, 8.1; p<0,01). En canto &s
vacas multiparas, estes factores incluiron as distocias (OR, 1.9; p < 0.01), as metrites (OR,
2.6; p <0.01), as endometrites (OR, 6.2; p <0.01), as coxeiras (OR, 2.5; p <0.01), as cetoses
(OR, 4.3; p < 0.01), as mastites clinicas (OR, 4.2; p < 0.01) e as mastites subclinicas (OR,
1.9; p < 0.01), asi como a perda de condicion corporal acusada, de 1-1,5 puntos, entre o
secado e o posparto (OR, 2.0; p<0,05). Asi mesmo, identificaronse algins factores protectores
que parecen reducir o risco de desenvolvemento do sindrome. No caso das primiparas estes
incluiron os partos durante o veran e o outono (OR, 0.4; p <0.01/OR, 0.6; p < 0.05), mentres
que para as vacas multiparas o risco reduciuse cando se atrasaba a primeira inseminacion
artificial tras o parto (OR, 0.99; p <0.01).

Debido ao escaso ntimero de traballos centrados neste sindrome e aos resultados
variables dos que se dispon, ¢ necesario realizar un maior numero de estudos que permitan
caracterizalo mellor. Asi mesmo, resultaria moi interesante desenvolver alternativas
terapéuticas para o seu control a fin de evitar as perdas reprodutivas que xera.

Palabras clave: infertilidade, eficiencia reprodutiva, anticorpos antiespermatozoides,
endometrite subclinica, oclusion oviductal.

14



SUMMARY

15



SUMMARY

Repeat breeder syndrome is a major reproductive problem in dairy cattle farms
worldwide that generates considerable economic losses and increases the culling risk. Taking
into account the weight that reproductive efficiency has in the dairy production sector, as it is
linked to productivity and economic viability of farms, improving the detection and control of
this syndrome holds great interest. Furthermore, the high number of causes and risk factors
involved in its development make its diagnosis and treatment particularly challenging, and the
therapeutic tools available are limited nowadays.

For all these reasons, as part of this thesis, three experiments were carried out in order
to characterise this syndrome. This work was carried out on dairy production farms located in
the north of Spain. Firstly, one of its potential causes, the immunisation of females against
semen, was studied by analysing the concentration of antibodies present in the cervical mucus
of 47 Holstein cows, including 15 healthy cows and 32 repeat breeder cows, as well as their
influence on sperm motility. Secondly, two other pathologies considered to cause the
syndrome, subclinical endometritis and oviductal occlusion, were studied to determine their
importance in this condition, by assaying the prevalence of both disorders in a population of
99 Holstein cows suffering from repeat breeder syndrome. In this case, the effectiveness of
possible treatments to resolve these disorders was also evaluated. Finally, the prevalence of
repeat breeder syndrome was determined in a population of 2370 dairy cows, along with the
risk factors involved in its development in primiparous and multiparous cows.

Based on the results of this work, although a negative influence of antisperm
antibodies present in the cervical mucus of the studied cows on sperm motility has been
observed, these do not seem to have a relevant effect on the aetiology of the syndrome, since
no statistically significant differences were found in their concentration between both groups.
On the other hand, while subclinical endometritis and oviductal occlusion have been
previously described as causes of the repeat breeder syndrome, they do not seem to be among
the main aetiologies of this condition, since the observed prevalence was 22% for the former
and 3% for the latter. Furthermore, regarding cows diagnosed with subclinical endometritis,
an improvement in conception rates was observed in those animals treated with non-steroidal
anti-inflammatory drugs (14.3%) or with a combination of these and prostaglandin F2alpha
(62.5%). The overall prevalence of the syndrome in the studied population was 21.1% (18.6%
in primiparous cows and 22.8% in multiparous cows). With regard to the risk factors involved
in this syndrome, several pathologies were identified in the case of primiparous cows,
including certain reproductive disorders (dystocia (OR, 5.2; p < 0.01) and endometritis (OR,
12.23; p <0.01)), as well as lameness (OR, 3.4; p <0.01), ketosis (OR, 3.5; p <0.01), clinical
mastitis (OR, 4.2; p < 0.01) and a pronounced loss of body condition between dry and
postpartum periods, of 0.75 points (OR, 2,2; p <0.01), and 1-1.5 points (OR, 8.1; p<0,01). In
regard to multiparous cows, these factors included dystocia (OR, 1.9; p <0.01), metritis (OR,
2.6; p < 0.01), endometritis (OR, 6.2; p < 0.01), lameness (OR, 2.5; p < 0.01), ketosis (OR,
4.3; p < 0.01), clinical mastitis (OR, 4.2; p < 0.01) and subclinical mastitis (OR, 1.9; p <
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0.01), as well as a pronounced body condition loss, of 1-1.5 points, between dry and
postpartum periods (OR, 2.0; p<0,05). Moreover, some protective factors that seem to reduce
the risk of developing the syndrome were also encountered. In the case of primiparous cows,
these included calving during the summer and autumn (OR, 0.4; p < 0.01/OR, 0.6; p < 0.05),
while the risk was reduced when the first artificial insemination after calving was delayed in
multiparous cows (OR, 0.99; p <0.01).

Due to the scarce number of studies focused on this syndrome and the variable results
available, it is necessary to carry out additional studies to better characterise it. Furthermore,
the development of therapeutic alternatives for its control in order to avoid the reproductive
losses it generates would also be of great interest.

Keywords: infertility, reproductive efficiency, antisperm antibodies subclinical
endometritis, oviductal occlusion.
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AAE: anticuerpos antiespermatozoides
ACTH: hormona adenocorticotrépica
AINE: antiinflamatorio no esteroideo
AMH: hormona anti-Mulleriana
BEN: balance energético negativo
BHB: beta-hidroxibutirato

BHBA: &cido beta-hidroxibutirico
CC: condicion corporal

CD14: claster de diferenciacion 14
CL.: cuerpo llteo

COX: ciclooxigenasa

CRH: hormona liberadora de hormona corticotropa

CT: colesterol total

DAMP: patrones moleculares asociados a dafios

DEL: dias en leche

DUMPS: deficiencia de uridina monofosfato sintasa

E2: estradiol

EGF: factor de crecimiento epidérmico
ELISA: inmunoensayo enzimatico

ES: endometritis subclinica

FSH: hormona foliculoestimulante

GnRH: hormona liberadora de gonadotropina

hCG: gonadotropina coriénica humana
Hp: haptoglobina

HSG: histerosalpingografia

IA: inseminacion artificial

IATF: inseminacion artificial a tiempo fijo

IENT: interferdn tau

IGF-1: factor de crecimiento insulinoide 1

IgA: inmunoglobulina A
IgG: inmunoglobulina G
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IL: interleucina

IPIF: intervalo parto-inseminacion fecundante
ITH: indice temperatura-humedad

LH: hormona luteinizante

LPS: lipopolisacarido

MD?2: factor mieloide de diferenciacién 2
MUC-1: mucina 1

n-3 PUFA: acidos grasos poliinsaturados n-3
NEFA: acidos grasos no esterificados
NF-«xB: factor nuclear kappa-B

OOQ: oclusion oviductal

OPN: osteopontina

OR: odds ratio

P4: progesterona

PAMP: patrones moleculares asociados a patégenos
PGE,: prostaglandina E2

PGF,,: prostaglandina F2 alfa

PMN: polimorfonucleares neutréfilos

PT: proteinas totales

PRP: plasma rico en plaquetas

PRR: receptores de reconocimiento de patrones
PSP: fenolsulfonaftaleina

RCS: recuento de células somaéticas

RFA: recuento de foliculos antrales

RIA: radioinmunoensayo

ROS: especies reactivas de oxigeno

SAA: proteina amiloide sérica A

SRC: sindrome de repeticion de celos

TC: tasa de concepcion

TE: transferencia embrionaria

TLR: receptor Toll-like

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa
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1. INTRODUCCION

1.1 DEFINICION E IMPORTANCIA

El sindrome de repeticion de celos (SRC) es una de las principales problematicas
reproductivas que afectan a las explotaciones de vacas lecheras a nivel mundial (Salasel et al.,
2010). Incluye a aquellos animales que, a pesar de presentar ciclos estrales de duracion
normal (entre 17 y 25 dias) y de no suftrir anormalidades anatdmicas ni infecciosas aparentes,
no resultan gestantes tras tres o mdas inseminaciones (Casida, 1961; Gustafsson y
Emanuelson, 2002; Pérez-Marin et al., 2012). Se trata de un trastorno de etiologia
multifactorial en el que pueden confluir varias causas simultaneamente, por lo que su
diagnodstico y control a nivel de granja resulta complicado. Ademas, se han identificado
diversos factores de riesgo individuales, ambientales y de manejo asociados a su aparicion
(Moss et al., 2002; Yusuf et al., 2010; Jeong y Kim, 2022).

Este sindrome presenta una distribucion mundial y ha sido ampliamente estudiado en
diversos paises. La prevalencia reportada en los diferentes estudios es muy variable: 9% en
Reino Unido (Bartlett et al., 1986), 10,1% en Suecia (Gustafsson y Emanuelson, 2002), 11%
en Bangladesh (Asaduzzaman et al., 2016), 12,4% en Polonia (Janowski et al., 2013), 14% en
Japon (Yusuf et al., 2010), 22% en Estados Unidos (Bulman y Lamming, 1978), 23% en
Australia (Moss et al., 2002) e India (Deka, 2021), 25% en Espaia (Garcia-Ispierto y Lopez-
Gatius, 2017), 33,9% en Etiopia (Befekadu et al., 2023) y 62% en Indonesia (Yusuf et al.,
2012). Estas variaciones pueden deberse a los diversos sistemas de produccion, técnicas de
manejo empleadas, tamafio de los rebafos o mérito genético (Pérez-Marin y Quintela, 2023),
asi como a las condiciones ambientales a las que estan sometidos los rebafios, entre otros
factores.

La importancia economica de este problema es notable, debido a la influencia que el
rendimiento reproductivo tiene sobre la produccion lechera (Bartlett et al.,, 1986;
Jaureguiberry et al., 2015). En este sentido, se describe que la subfertilidad genera costes
como consecuencia de la reduccion de las tasas de concepcion (TC), el aumento del intervalo
entre el parto y la inseminacion fecundante (IPIF), una mayor tasa de eliminacion, la
reduccion de la produccion lactea, asi como un incremento de los costes de reposicion y de
los gastos asociados a la atencion veterinaria y a las repetidas inseminaciones (Levine, 1999;
Gustafsson y Emanuelson, 2002; Nowicki, 2021). En un sector como el de la produccién
lactea, que se caracteriza por sufrir unos elevados costes de produccion, la eficiencia
reproductiva resulta vital para asegurar la rentabilidad de las explotaciones (Berry et al.,
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2014; Cardoso Consentini et al., 2021). Por ello, y teniendo en cuenta que la eficiencia
reproductiva estd estrechamente ligada a la productividad de las vacas lecheras, la
identificacion y el tratamiento de los animales repetidores es particularmente relevante.

Ademas del aspecto econdmico, la eficiencia en la produccion lactea estd ligada a
otras cuestiones que generan preocupacion en los consumidores. En lo referente al impacto
medio-ambiental atribuido al ganado lechero, se ha demostrado que el aumento en la
eficiencia productiva (mediante la mejora del manejo, la nutricion, la reproducciéon y el
bienestar) es una manera efectiva de reducir las emisiones de gases de efecto invernadero por
unidad de leche (Place y Mitloehner, 2010). Por otro lado, el fracaso reproductivo es el
motivo mas frecuente de eliminacién involuntaria de vacas lecheras a nivel mundial (Pinedo
et al., 2010; Dallago et al., 2021) y, en el contexto actual de preocupacion sobre el bienestar
animal, es concebible que la sociedad comience a exigir esperanzas de vida productivas mas
largas y acordes con la esperanza de vida natural (De Vries y Marcondes, 2020).

1.2 ETIOLOGIA

El éxito reproductivo de las vacas lecheras depende de una delicado equilibrio entre
comportamiento estral, factores hormonales, dinamica ovarica y funcion uterina (Bage,
2002). La etiologia del SRC es multifactorial (Ferreira et al., 2011; Yusuf et al., 2010) e
incluye alteraciones hormonales, infecciones uterinas, defectos anatomicos, gestion
nutricional inapropiada y manejo reproductivo inadecuado. Y se ha descrito que los fallos
reproductivos asociados a este sindrome son debidos principalmente a fracaso en la
fecundacion y a muerte embrionaria temprana (De Kruif, 1976; Ferreira et al., 2008; Wodaje
y Mekuria, 2016).

Asimismo, existen multitud de factores de riesgo que pueden afectar a la incidencia
del SRC, entre los que se encuentran las patologias en el periparto, la produccion lactea, el
nimero de partos, la pérdida de condicion corporal postparto, la edad o el intervalo parto-
primera inseminacion (Salasel et al., 2010; Pothmann et al., 2015; Jeong y Kim, 2022). El
caracter multifactorial de este sindrome, unido a los numerosos factores de riesgo que
influyen en su aparicion, dificultan su deteccion y tratamiento.

1.2.1 Ambiente uterino inadecuado

Un ambiente uterino sano es un factor clave para conseguir una fertilidad 6ptima
(Lambertz et al., 2014) ya que promueve el desarrollo embrionario normal (Pérez-Marin et
al., 2012). Por lo tanto, su alteracion perjudica a los cigotos y gametos, dificultando la
fecundacion y el mantenimiento de la gestacion, y reduciendo el éxito reproductivo de las
vacas (Gilbert et al., 2011; Bogado Pascottini y Opsomer, 2016; Ribeiro et al., 2016). En
condiciones normales, el utero esta protegido por la barrera anatomica que supone el cérvix,
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asi como por diversos mecanismos que incluyen el moco, un epitelio intacto y agentes
antimicrobianos, que impiden la llegada de patégenos procedentes de la vagina (Bromfield et
al., 2015). Durante el parto, estos mecanismos se debilitan, lo que puede permitir la
colonizacién bacteriana del tracto reproductivo, con la consecuente instauracion de una
infeccion uterina. Aunque el parto es el desencadenante de la infeccion, existen factores que
aumentan el riesgo de presentacion de estos procesos. Estos incluyen situaciones que
incrementen el dafo uterino en el parto, como las distocias, los mortinatos, la retencién de
membranas fetales o los partos gemelares (Pascottini, 2016). El nimero de parto también se
ha asociado con el riesgo de infeccion uterina, siendo mas elevado en vacas primerizas, por
presentar mayor riesgo de distocia, y en vacas desde su tercer parto en adelante, debido a un
aumento del riesgo de retencion de membranas fetales. La asistencia del personal durante los
partos se ha relacionado con el nacimiento de machos, de terneros anormalmente grandes y de
gemelos, y se produce mas frecuentemente en vacas primerizas (Bell y Roberts, 2007). Esta
asistencia obstétrica promueve la aparicion de lesiones uterinas y una mayor contaminacion
bacteriana del utero (Giuliodori et al., 2013; Moscuzza et al., 2015).

1.2.1.1 Patologias uterinas

La contaminacidon uterina con microorganismos ambientales es habitual tras el
parto, llegando a presentarse en el 90% de las vacas durante las dos primeras semanas
postparto (Foldi et al., 2006; Braga Paiano et al., 2019), pero en la mayoria de los animales
estos procesos se resuelven en un periodo de 3 a 5 semanas. Sin embargo, cuando los
mecanismos de defensa no son capaces de eliminar esta contaminacion, pueden desarrollarse
enfermedades uterinas inflamatorias que llegan a afectar hasta al 50% de las vacas lecheras
durante las primeras 5 semanas postparto (LeBlanc, 2014; Pascottini et al., 2023).

Las patologias uterinas han sido clasificadas y definidas en funcion de sus
caracteristicas clinicas. La metritis es la inflamacion de todas las capas de la pared uterina
(Bondurant, 1999). Se denomina metritis puerperal al proceso que ocurre durante los
primeros 21 dias postparto, siendo mas frecuente en los 10 primeros dias (Sheldon et al.,
2019), y que se caracteriza por la presencia de una descarga uterina acuosa, de color rojizo o
marrén y olor fétido, acompafiada de distension uterina. Se clasifica en funcion de la
gravedad de los signos que presente el animal. Se denomina grado 1 o metritis clinica al
proceso que incluye la descarga purulenta y la distension uterina, pero en el que no se
presentan otros signos clinicos. Los animales que presentan ademas signos sistémicos que
incluyen hipertermia (>39,5°C), reduccion de la produccion lactea y apatia se clasifican
dentro del grado 2. Cuando los animales presentan signos de toxemia, como anorexia,
depresion y extremidades frias, se clasifican como grado 3, que implica un peor pronostico
(Sheldon et al., 2009a). Los factores de riesgo asociados a cualquier grado de metritis son la
retencion de membranas fetales, la distocia, la muerte fetal y las gestaciones gemelares
(Bogado Pascottini y Opsomer, 2017). La metritis puerperal se ha asociado con una menor
TC y un aumento del IPIF (Giuliodori et al., 2013).
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La endometritis es el proceso inflamatorio que afecta exclusivamente al endometrio y
se caracteriza por dafio en el epitelio luminal, congestiéon vascular, edema e infiltracion
variable de células inflamatorias (Bondurant, 1999). Es un mecanismo fisioldgico del
postparto necesario para la reparacion tisular y para evitar la disbiosis. Sin embargo, su
persistencia mas alla de los 21 dias postparto es patologica (Foley et al., 2015; Pascottini et
al., 2023). La endometritis empeora la fertilidad de las vacas lecheras ya que altera la funcion
endometrial, genera un ambiente hostil para los embriones en el tracto genital de las hembras
y altera la funcion folicular y la viabilidad de los ovocitos (Sheldon et al., 2019). La
endometritis clinica se caracteriza por la presencia de una descarga purulenta o
mucopurulenta a través de la vagina en ausencia de sintomas clinicos sistémicos (Sheldon et
al., 2006), y afecta a alrededor del 20% de las vacas entre los 21 y los 40 dias postparto
(LeBlanc et al., 2002). Para su diagnostico se puede emplear el vaginoscopio, la mano
enguantada o el dispositivo Metricheck (Pleticha et al., 2009), que permiten evaluar la
presencia de exudado vaginal anormal. Sin embargo, la presencia de dicho exudado no
siempre esta asociado a la inflamacion endometrial (Bogado Pascottini y Opsomer, 2017), ya
que también puede estar causado por otras condiciones como vaginitis, cervicitis e, incluso,
cistitis o pielonefritis (Sheldon et al., 2006; McDougall et al., 2007; Dubuc et al., 2010a;
Deguillaume et al., 2012). Se ha empleado el término descarga vaginal purulenta (DVP)
para referirse a aquellas situaciones en que se observa una descarga purulenta o muco-
purulenta a través de la vulva (Dubuc et al., 2010a). Cuando se realiza un examen vaginal de
forma sistematica, entre el 5% y el 25% de las vacas presentan este tipo de descarga alrededor
de las 4 y 5 semanas postparto (LeBlanc, 2014). Por otra parte, la endometritis subclinica
implica la inflamacion del endometrio sin signos clinicos aparentes y se caracteriza por
presentar un aumento de polimorfonucleares neutrofilos (PMN) en el lumen del utero, con o
sin acumulacion de exudado uterino (Sheldon, 2009a). Resulta interesante mencionar que
también se emplea el término endometritis citolégica para referirse a los procesos que cursan
con aumento del porcentaje de los PMN en la citologia uterina (Dubuc et al., 2010a),
pudiendo tratarse tanto de endometritis clinicas como subclinicas.

La piémetra se define como la acumulacion de material purulento o mucopurulento
en la luz uterina, que causa una distension del utero y que estd acompafiada de un cuerpo
luteo (CL) activo. El cérvix se encuentra frecuentemente cerrado, aunque puede producirse
cierta descarga purulenta a través de la vagina (Sheldon et al., 2006). La pidometra es
relativamente infrecuente, suponiendo <5% de los casos clinicos de enfermedad uterina
(Sheldon et al., 2008).

Las bacterias patogenas que con mds frecuencia aparecen asociadas a las infecciones
uterinas son Escherichia coli, Trueperella pyogenes, Fusobacterium necrophorum,
Fusobacterium nucleatum y Prevotella spp. (Bonnet et al., 1991; Sheldon et al., 2006;
Carneiro et al., 2016). Cuando se produce una infeccion bacteriana, se desencadena una serie
de cambios inmunes a nivel celular. En concreto, se activa la respuesta inmune innata, basada
en los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) presentes en las células eucariotas,
que son capaces de reconocer patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs) y
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patrones moleculares asociados a dafios (DAMPs) (Takeuchi y Akira, 2010). Los PRR estan
presentes en las células inmunes (Herath et al, 2006) asi como en las células epiteliales y
estromales del endometrio (Carneiro et al, 2016). Estas células expresan receptores Toll-like
(TLR), que se unen a los PAMPs producidos por las bacterias durante la infeccion. Los
DAMPs son moléculas liberadas por las células necréticas en respuesta al dafio tisular y
activan una cascada de citoquinas que atraen PMN al utero en el postparto (Healy et al.,
2014). Las bacterias producen PAMPs, incluyendo lipopolisacarido (LPS), lipopéptidos,
flagelina y otras sustancias (Sheldon et al., 2019). Los efectos inflamatorios de E. coli y otras
bacterias Gram-negativas estdin mediados por el LPS, una endotoxina que es el componente
principal de su membrana celular (Herath et al., 2006; Trent et al., 2006). El LPS, que es el
PAMP mas estudiado, se une al complejo de receptores TLR4-CD14-MD?2 presente en las
células inmunes y endometriales (Herath et al., 2006; Sheldon et al., 2009a). Esta union
resulta en la translocacion del factor nuclear kappa-B (NF-kB), lo que da lugar a la
produccion de citoquinas y quimiocinas proinflamatorias (Akira et al., 2006; Sheldon et al.,
2009b), incluyendo las interleucinas IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8 y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa) (Beutler et al., 2003; Herath et al., 2009; Ghasemi et al., 2012). Como
consecuencia, se produce un reclutamiento a la zona de macrdéfagos y neutréfilos cuya
funcion es la fagocitosis de las bacterias y la eliminacion de los desechos celulares
(Bromfield et al., 2015; Carneiro et al., 2016; Sheldon et al., 2019).

A nivel endometrial, la presencia de LPS estimula la producciéon de prostaglandina E2
(PGE2), que tiene un papel importante en la modulacion de la respuesta inflamatoria (Cheon
et al., 2006; Harizi y Gualde, 2006), en lugar de la prostaglandina F2o (PGF2a). Mientras que
la PGF2a tiene efecto luteolitico, la PGE2 actiia como luteotropica, lo que da lugar a fases
luteas prolongadas en las vacas con enfermedades uterinas (Herath et al., 2009; Sheldon et al.,
2009b). El LPS, asi como algunas citoquinas, actian también sobre el eje hipotdlamo-
hipoéfisis-ovario, alterando la produccion de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH)
y la sensibilidad de la hipofisis a los pulsos de GnRH (Battaglia et al., 2000; Williams et al.,
2001), suprimiendo la secrecion de hormona luteinizante (LH).

Las células de la teca y de la granulosa expresan el complejo TLR4-CD14-MD2
(Herath et al., 2007; Magata et al., 2014), lo que sugiere que las células foliculares podrian
responder al LPS. El LPS altera la actividad folicular mediante la supresion de la
transcripcion de enzimas esteroidogénicas, lo que deprime la sintesis de estradiol (Herath et
al., 2007; Magata, 2020). Se ha observado una menor expresion de ARN mensajero (ARNm)
de los receptores de gonadotropina, de LH en la teca y de hormona foliculoestimulante (FSH)
en la granulosa en los foliculos con alta concentracion de LPS (Magata et al., 2014), lo que da
lugar a una menor respuesta de los foliculos a las gonadotropinas hipofisarias. Por otro lado,
la reduccion de la sintesis de estradiol en la fase preovulatoria da lugar a una menor
produccién de LH, lo que desemboca en anovulacion o en un retraso en la ovulacion (Suzuki
et al., 2001; Gindri et al., 2019).
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Se ha demostrado también un efecto perjudicial del LPS sobre el desarrollo y la
competencia de los ovocitos (Asaf et al., 2014; Bromfield y Sheldon, 2011; Zhao et al.,
2017). Ademas, se ha observado que los ovocitos madurados en presencia de LPS presentan
un menor potencial de desarrollo al estadio de blastocisto (Magata y Shimizu, 2017) y una
calidad embrionaria reducida (Jinagal et al., 2023). En las células de la granulosa, la apoptosis
es el mecanismo subyacente en la pérdida celular durante la atresia folicular y es dependiente
de la enzima caspasa-3 en los foliculos antrales (Johnson y Bridgham, 2002). Se ha observado
un mayor nivel transcripcional de caspasa-3 en foliculos con alta concentraciéon de LPS
(Magata et al., 2014) y se ha reportado apoptosis en células de la granulosa aisladas de
ovarios bovinos cultivadas con LPS (Bosu et al., 1996), por lo que la presencia de LPS en el
liquido folicular podria estar asociada con la atresia folicular. Los efectos de la infeccion
sobre la fertilidad persisten tras el proceso, ya que el desarrollo desde foliculo primordial a la
ovulacion lleva aproximadamente 120 dias. Por tanto, en las vacas inseminadas en los dias
60-120 postparto, los ovocitos que se liberan durante la ovulaciéon habran comenzado su
desarrollo en el postparto temprano, pudiendo haber estado expuestos a la enfermedad uterina
(Sheldon et al., 2019). Por otro lado, Taru et al. (2024) estudiaron el fluido uterino y el tejido
endometrial de vacas SRC y concluyeron que el ambiente uterino presentaba un estado
inflamatorio. Ademas, en un modelo in vitro, observaron que el tratamiento de células
endometriales epiteliales bovinas con el fluido uterino de vacas con SRC provocod la
regulacion positiva de vias y moléculas proinflamatorias, como la IL-8.

1.2.1.2 Endometritis subclinica (ES)

La ES esta considerada como una de las causas del SRC (Janowski et al., 2013;
Salasel et al., 2010). Sin embargo, su implicacion en el sindrome no esta clara y su incidencia
reportada en vacas repetidoras es variable: 12,7% (Pothmann et al., 2015), 16,6% (Bedewy y
Rahawy, 2019), 25,3% (Bogado Pascottini et al., 2017a), 29,4% (Singh et al., 2016), 40,2%
(Janowski et al., 2013) y 52,7% (Salasel et al., 2010).

Las vacas afectadas por ES no presentan signos clinicos pero si una marcada
infiltracion leucocitaria, principalmente de PMN (Molina-Coto y Lucy, 2018). La distocia, la
retencidon de membranas fetales, los partos gemelares y las infecciones uterinas en el
postparto aumentan la incidencia de la ES (Kasimanickam et al., 2004; Salasel et al., 2010;
Lee et al.,, 2018). Diversos estudios han reportado los efectos negativos de la ES en el
desempefio reproductivo, incluyendo un aumento del IPIF, la reduccion de la TC y el
aumento del numero de inseminaciones por gestacion (Kasimanickam et al., 2004; Gilbert et
al., 2005; Salasel et al., 2010; Baranski et al., 2012; Lima et al., 2013; Lee et al., 2018). Sin
embargo, Cheong et al. (2011) observaron un aumento del IPIF en vacas multiparas con ES
pero no en primiparas, y algunos trabajos no han detectado efectos perjudiciales en la
reproduccion (Plontzke et al., 2010; Carneiro et al., 2014; Prunner et al., 2014; Diaz-Lundahl
etal., 2021).
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La mayoria de los estudios realizados para determinar la prevalencia de la ES se han
llevado a cabo en el postparto, con resultados muy variables, entre el 7% y el 53% (Arias et
al., 2018). Esta variabilidad puede deberse al uso de técnicas diagnoésticas distintas, al
momento del postparto seleccionado para realizar el diagndstico y/o al porcentaje de PMN
que se establezca para considerar que la vaca es positiva a ES (Pothmann et al., 2015;
Quintela et al., 2017). La prevalencia reportada en el momento de la primera IA fue similar en
el caso de Bogado Pascottini et al. (2017b) y de Diaz-Lundahl et al. (2021), del 27,8% y el
28%, respectivamente.

La inflamacién uterina desempefia un papel fisioldgico en el ttero de la vaca postparto
y es un precursor clave de la involucidon temprana y de la reparacion tisular (LeBlanc, 2014;
Ryan et al., 2020). Durante las dos primeras semanas postparto se produce un aumento del
nimero de PMN en el ttero (Prunner et al., 2014), un proceso deseable ya que la migracion
rapida y robusta de PMN hacia el utero mejora la salud uterina y el posterior €xito
reproductivo (Gilbert y Santos, 2016). Los PMNs son el mecanismo de defensa inmunologica
principal en el ttero (Zerbe et al., 2000; Baranski et al., 2012) y su funcidn es necesaria para
eliminar las infecciones bacterianas gracias a procesos de fagocitosis, oxidacion, endocitosis
y formacion de trampas extracelulares de neutréfilos (LeBlanc, 2020; Lietaer et al., 2021).

Posteriormente, estas células deberian sufrir un proceso de apoptosis o de necrosis y
eliminarse via vaginal, reduciéndose su presencia en la luz uterina. Tras la eliminacion de los
patogenos, es importante que el animal controle la inflamacion para favorecer la regeneracion
tisular (Chastant y Saint-Dizier, 2019). Si no se produce este proceso y, en su lugar, hay un
reclutamiento persistente de PMN hacia el ttero por parte de células inmunes disfuncionales,
puede producirse dafio celular endometrial y el desarrollo de enfermedades uterinas
(Pascottini et al., 2017). Lietaer et al. (2023) observaron que los PMN endometriales de vacas
con ES son viables pero su funcion estd alterada (presentan una fagocitosis reducida),
mientras que los de vacas sanas son mayoritariamente necrdticos. La presencia de abundantes
PMNss en la luz uterina tras la finalizacion del periodo de involucion (5 semanas tras el parto)
se ha asociado con subfertilidad (Wagener et al., 2017a; Lietaer et al., 2021) y un retraso en el
reinicio de la actividad ovarica (Galvao et al., 2010; Dourey et al., 2011). Asimismo, la
alteracion del ambiente uterino debida a una respuesta inflamatoria excesiva del endometrio
puede provocar infertilidad, ya que afecta a la calidad de los embriones (Hill y Gilbert, 2008;
Hoelker et al., 2012) asi como a la implantacion embrionaria y/o a la placentacion
(Bromfield, et al. 2015). Se han relacionado las condiciones inflamatorias uterinas con una
elevada expresion endometrial de mucina-1 (MUCI1) (Kasimanickam et al., 2020), una
glicoproteina que forma parte del moco y que en el endometrio actia como barrera
antiadhesiva y en la proteccion frente a microorganismos (Pluta et al., 2012). Es necesario
que esta sea retirada para permitir la adhesion del trofoblasto al endometrio, por lo que una
elevada expresion de MUCI puede dificultar la implantacion embrionaria y provocar fallos
reproductivos (Kubota et al., 2021). Se ha sugerido también que las vacas SRC, tanto las que
presentan ES como las que no, tienen comprometida su capacidad para inhibir la MUCI, lo
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que puede resultar dar lugar al fallo reproductivo (Wagener et al., 2017b; Kasimanickam et
al., 2020).

Uno de los factores que pueden contribuir al desarrollo de una respuesta inmunitaria e
inflamatoria anormal es el estrés oxidativo propio del postparto (Miller et al., 1993; Sordillo y
Aitken, 2009). En este periodo se produce un incremento del metabolismo del oxigeno que da
lugar a un aumento de la tasa de produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Agarwal et al., 2005; Sordillo y Aitken, 2009). Cuando la produccion de ROS es excesiva, la
capacidad protectora de los mecanismos antioxidantes se ve sobrepasada y se produce dafio
tisular (Rizzo et al., 2012; Gilbert, 2019). Por otro lado, los procesos inflamatorios estan
regulados por los eicosanoides, unos mediadores lipidicos producidos por las células
endoteliales y los leucocitos. En este sentido, se describe que puede producirse un proceso de
inflamacion descontrolada a causa de la combinacion de una produccion excesiva de
eicosanoides proinflamatorios y una disminucion de la sintesis de eicosanoides
antiinflamatorios, lo que impide la resolucion del proceso (Mattmiller et al., 2013). Varios
estudios han descrito un aumento de la expresion de factores proinflamatorios en las vacas
con ES en comparacion con las vacas sanas (Gabler et al., 2009; Ghasemi et al., 2012;
Janowski et al., 2013; Kasimanickam et al., 2013; Brodzki et al., 2015; Raliou et al., 2019).

En diversos estudios, el diagnostico citologico de ES no ha sido asociado con la
presencia de infeccion bacteriana en el Utero (Baranski et al., 2012; Madoz et al., 2013;
Fuentes et al., 2018) y se han observado diferencias entre el microbiota presente en el utero
de vacas con ES y vacas con endometritis clinica (Madoz et al., 2013; Sens y Heuwieser,
2013; Prunner et al.,, 2014; Paiano et al., 2022). Ademads, empleando técnicas de
secuenciacion génica (ARNr 16S), se ha demostrado que la microbiota presente en el ttero de
vacas con ES es similar a la de las vacas sanas y difiere de la de las vacas con endometritis
clinica (Wang et al, 2018; Pascottini et al., 2020b). Todo lo anterior sugiere que la ES tiene su
origen en una alteracion de los mecanismos de inflamacion que persiste tras la eliminacioén de
la contaminacion bacteriana postparto o que se produce en ausencia de patdégenos (Wagener
et al., 2017a; Quintela et al., 2018; Pascottini et al., 2020b; LeBlanc, 2023).

Durante el periodo de transicion se producen una serie de alteraciones metabolicas que
pueden favorecer el desarrollo de diversas patologias. Se ha sugerido que la ES puede ser el
resultado de una mala adaptacion a este periodo, lo que da lugar a una disfunciéon inmune
(Pascottini et al., 2023). Al inicio de la lactacion, las vacas lecheras experimentan un aumento
de las necesidades energéticas que, unido a la reduccién de la ingesta de materia seca en el
periparto, da lugar a un balance energético negativo (BEN) (Butler, 2003; LeBlanc, 2010).
Durante el BEN se produce una respuesta adaptativa caracterizada por la movilizacioén de las
grasas (Chilliard et al., 1998), liberandose acidos grasos no esterificados (NEFA) al torrente
sanguineo. Estos NEFA son empleados como fuente de energia en los tejidos y se
metabolizan en el higado, produciendo un aumento sérico de cuerpos cetonicos, incluyendo el
acido B-hidroxibutirico (BHBA) (LeBlanc, 2010), o almacenados en forma de triglicéridos, lo
que afecta a la funcion hepatica (Mulligan y Doherty, 2008). Los NEFA alteran la funcion de
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los PMN (Hammon et al., 2006; Ster et al., 2012; Scalia et al., 2016) y pueden unirse a los
receptores TLR e inducir la produccion de citoquinas proinflamatorias (Zhang et al., 2018;
LeBlanc, 2020). Varios estudios han asociado el desarrollo de ES en vacas postparto a niveles
elevados de NEFA (Hammon et al., 2006; Galvao et al., 2010; Bogado Pascottini y LeBlanc,
2020; Lietaer et al., 2023) y de BHBA (Hammon et al., 2006; Dubuc et al., 2010b; Galvao et
al., 2010; LeBlanc, 2010; Wagener et al., 2017a; Pascottini y LeBlanc, 2020; Lietaer et al.,
2023; Yaiez et al., 2022). Sin embargo, algunos estudios no han encontrado asociacion entre
esos marcadores y la ES (Burke et al., 2010; Senosy et al., 2012). La respuesta adaptativa al
BEN provoca también una reduccion de la glucosa y del factor de crecimiento insulinoide 1
(IGF-1) (Butler, 2003; Wathes et al., 2009), y se sabe que los bajos niveles de glucosa alteran
la funcién inmunitaria, ya que los PMN la necesitan como fuente de energia para la
quimiotaxis y la fagocitosis (Galvado, 2012). Se han reportado niveles mas bajos de glucosa
(Senosy et al., 2012) y de IGF-1 (Kasimanickam et al., 2013; Bogado Pascottini y LeBlanc,
2020) en vacas postparto con ES en comparacion con vacas sanas.

Por otra parte, el calcio es necesario para una correcta expulsion placentaria (Kimura
et al., 2002) y para el adecuado funcionamiento de los PMN (Galvao, 2012). Debido a que las
demandas de calcio para la produccion de leche son muy elevadas en el periparto, durante
este periodo aumenta el riesgo de aparicion de hipocalcemia. Esta se ha asociado a un retraso
en la involucion uterina y a la retencion placentaria (Melendez et al., 2004), asi como a una
mayor incidencia de enfermedades uterinas (Martinez et al., 2012). Se han reportado niveles
bajos de calcio sérico en la semana previa al parto en vacas que después desarrollaron ES
(Pascottini y LeBlanc, 2020).

Por otro lado, la ES parece estar asociada a niveles elevados en el postparto de
haptoglobina (Hp) y proteina amiloide sérica A (SAA) (Ceciliani et al., 2012), proteinas de
fase aguda que sirven como marcadores de la inflamacion en vacas (Dubuc et al., 2010b;
Brodzki et al., 2015; Foley et al., 2015; Pascottini y LeBlanc, 2020). Por otra parte, las
concentraciones de albumina se reducen tras el dafio tisular (Fleck, 1989) y niveles bajos de
la misma se han asociado a disfuncion hepatica (Burke et al., 2010). En este sentido, se han
detectado niveles mas elevados de alblimina sérica en vacas sanas en comparacién con vacas
diagnosticadas con ES (Burke et al., 2010; Pascottini y LeBlanc, 2020; Yafez et al., 2022).
Yanez et al. (2022) observaron la asociacion de altos niveles séricos de urea con una
reduccion del %PMN vy, por tanto, de las probabilidades de desarrollo de ES, mientras que
Senosy et al. (2012) observaron niveles menores de urea en vacas diagnosticadas con ES
durante las semanas 5, 6 y 7 postparto.

Se han estudiado diversos factores de riesgo que podrian estar relacionados con la ES.
Los partos distocicos, la enfermedad uterina postparto y la retencion placentaria se han
asociado con mayores incidencias de ES (Kasimanickam et al., 2004; Salasel et al., 2010). En
lo que respecta a la asociacion de la produccion lactea con la ES, los resultados obtenidos son
variables. En algunos estudios se ha relacionado una baja produccion lactea con el
diagnostico de ES (Burke et al., 2010; McDougall et al., 2011), mientras que en otros se ha
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observado una incidencia mas alta en vacas con mayores producciones (Pascottini et al.,
2017). Cheong et al. (2011) observaron una combinaciéon de la producciéon lactea con el
numero de parto, reportando un aumento de la incidencia de ES en vacas primiparas de alta
produccion, mientras que en las multiparas el riesgo se reducia. Galvao et al. (2010)
reportaron una menor produccidon lactea en vacas multiparas con ES, pero no observaron
diferencias entre las vacas primiparas sanas y las que desarrollaron la condicion. El efecto de
la estacion del afio también ha sido estudiado; por un lado, se ha reportado un aumento de la
incidencia de ES en el momento de la IA durante el verano (Pascottini et al., 2017), mientras
que otros estudios no han observado este efecto (Prunner et al., 2014) o han reportado menor
riesgo de aparicion de ES en primavera y verano que en invierno (Diaz-Lundahl et al., 2021).
Esta variabilidad puede deberse a las diferencias climaticas entre zonas geograficas. En lo
referente al tipo de estabulacion, los resultados son contradictorios. Mientras que Diaz-
Lundahl et al. (2021) notaron una reduccion del riesgo de ES en vacas lecheras en plaza fija,
Prunner et al. (2014) describieron el efecto contrario. Una baja condicidon corporal en el
periparto se ha asociado con un mayor riesgo de ES en numerosos estudios (Dubuc et al.,
2010b; McDougall et al., 2011; Senosy et al., 2012; Priest et al., 2013; Carneiro et al., 2014).
También se ha reportado que un intervalo parto-primera inseminacion corto se ha relacionado
con una mayor probabilidad de deteccién de ES (Diaz-Lundahl et al., 2021), mientras que en
vacas inseminadas a partir de los 123 dias en leche (DEL) el riesgo era significativamente
menor (Pascottini et al., 2017).

1.2.1.2.1 Diagnostico

Los métodos diagnésticos de rutina basados en la inspeccion de la vulva y la
presencia de contenido purulento o mucopurulento en la luz uterina, como el uso de ecografo,
vaginoscopio, mano enguantada o Metricheck, permiten diagnosticar la endometritis clinica,
pero algunos de ellos no son utiles en el caso de la ES debido a la ausencia de secreciones en
esta patologia (Quintela et al., 2017; Pothmann et al., 2015). Por ello, para el diagndstico de
la ES est4 indicado el empleo de la ecografia, la citologia endometrial y la biopsia uterina
(Kasimanickam et al., 2004; Sheldon et al., 2006; Barlund et al., 2008).

Ecografia

La ecografia es una técnica ampliamente empleada en el diagnéstico de
alteraciones reproductivas por su facilidad de uso y su naturaleza no invasiva (Polat et al.,
2015). Esta técnica permite el diagnostico mediante la identificacion de contenido en la luz
uterina, asi como incremento del didmetro del utero. Sin embargo, teniendo en cuenta que la
ES cursa con ausencia de exudado uterino o con una reducida cantidad del mismo, la
ecografia por si sola no es un método fiable para su diagnostico (Kasimanickam et al., 2004;
Sheldon et al., 2006). Los resultados de la ecografia se deberian combinar con los de la
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citologia endometrial para hacer un diagnostico acertado (Barlund et al., 2008). Ademas,
existen situaciones fisiologicas en las que el didmetro del ttero puede variar y aparecer una
cierta cantidad de fluido en la luz, como el estro y el postparto, lo que podria afectar al
diagnodstico ecografico (Quintela et al., 2017). Guido et al. (2020) obtuvieron una fuerte
correlacion entre la perfusion endometrial evaluada mediante ecografia Doppler color y el
porcentaje de PMN, por lo que concluyeron que el uso de esta técnica es eficiente para el
diagnostico de la ES.

Citologia

La citologia endometrial se emplea frecuentemente en el diagnostico de la ES.
Es una técnica rapida, especifica y tiene un bajo coste (Gilbert et al., 2005). Existen
principalmente tres métodos para la obtencion de muestras citologicas: cytobrush (Raab et al.,
2003; Kasimanickam et al., 2004), lavado uterino (Gilbert et al., 2005; Sheldon et al., 2006)
y, mas recientemente, cytotape (Pascottini et al., 2015):

a.Cytobrush

La toma de muestras mediante cyfobrush consiste en la introduccion a través
de la vagina y el cérvix de un cepillo de pequeias dimensiones insertado en un catéter,
haciéndolo rotar en la pared uterina una vez que ha alcanzado el cuerpo uterino
(Kasimanickam et al., 2004). Posteriormente, el cytobrush se rueda sobre un portaobjetos y la
muestra se tifie para su examen al microscopio. Durante la introduccion y extraccion del
cepillo, este se mantiene dentro del catéter para evitar contaminaciones a nivel vaginal y/o
cervical. La técnica del cytobrush es mas facil, mas consistente y permite obtener resultados
mas rapidos que el lavado uterino, ademas de ocasionar menor distorsion celular
(Kasimanickam et al., 2005a). Los frotis endometriales se evaluan mediante microscopia para
determinar la proporcion de PMN sobre el total de células nucleadas de la muestra, y esta
ratio expresada como porcentaje se utiliza para clasificar a las vacas como sanas o con ES
(Baranski et al., 2012). Durante los primeros dias postparto, el porcentaje de PMN en el ttero
es elevado pero, a medida que se completa la involucion uterina, éste se va reduciendo. Se
han establecido diferentes puntos de corte en funcion de los dias postparto en que se realice la
prueba. Kasimanickam et al. (2004) establecieron el punto de corte en >18% PMN de 20 a 33
dias postparto y >10% PMN de 34 a 47 dias postparto. Para las vacas entre 21 y 62 dias
postparto se ha establecido un punto de corte de 5% PMN (Gilbert et al., 2005; Madoz et al.,
2013). Diversos estudios han utilizado como referencia el umbral de 5% PMN para el
diagnostico de la ES a partir de la 5* semana postparto (Raab et al., 2003; Gilbert et al., 2005;
Plontzke et al., 2010).
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Aunque pueden producirse variaciones fisiologicas durante el ciclo estral en el porcentaje de
PMN, estas no son significativas como para dar lugar a falsos positivos en el diagndstico de la
ES mediante la técnica del cytobrush (Madoz et al., 2013).

b. Lavado uterino

La obtencion de muestras para citologia se puede realizar mediante el lavado
uterino con suero salino (Kasimanickam et al., 2005a). Tras introducir 60 ml de esta solucién
en el cuerpo uterino, este se masajea y se recupera el liquido, que posteriormente se
centrifuga. Se extiende una gota del sedimento en un portaobjetos y se tifie para su evaluacion
por microscopia. Esta técnica tiene la ventaja de obtener células de toda la superficie
endometrial, mientras que el cytobrush obtiene células de un punto determinado. Sin
embargo, este método requiere mas tiempo y la cantidad de globulos rojos de la muestra
tiende a ser mayor. Ademads, los posibles dafios en el ttero debido a la manipulacion pueden
alterar los resultados obtenidos (Kasimanickam et al., 2005a). Los puntos de corte empleados
para el diagnostico de la SE mediante esta técnica son igualmente variables. Para muestras
tomadas entre 40 y 60 dias postparto, Gilbert et al. (2005) establecieron >5% PMN como
punto de corte para determinar un diagndstico positivo, mientras que otros autores han
empleado umbrales mas restrictivos: >10% PMN segiin Cheong et al. (2011). Barlund et al.
(2008) utilizaron >8% PMN para muestras tomadas entre 28 y 41 dias postparto y, en cambio,
Hammon et al. (2006) establecieron un punto de corte de >25% PMN en muestras obtenidas
de 25 a 31 dias postparto.

c. Cytotape

Pascottini et al. (2015) desarrollaron una técnica para la obtencion de muestras
mediante un papel adhesivo enrollado en la punta de un catéter para inseminacion artificial
(IA). Los resultados fueron similares a los obtenidos mediante el uso de cyfobrush en cuanto
a celularidad total y porcentaje de PMN, pero observaron que la fragmentacion celular era
menor, asi como la contaminacion con globulos rojos. Los autores también sefialan la ventaja
de poder realizar la toma de muestras a través de esta técnica en el momento de la IA,
colocando la cinta adhesiva en el catéter. En estudios realizados en el momento de la IA
mediante esta técnica, el punto de corte empleado por Bogado Pascottini et al. (2017b) para el
diagnostico de ES fue de >1%PMN, mientras que Diaz-Lundahl et al. (2021) tomaron como
referencia >3%PMN.
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Tiras reactivas de esterasa leucocitaria

Se ha planteado la posibilidad de emplear tiras reactivas de uriandlisis para el
diagnostico de la ES (Cheong et al., 2012; Couto et al., 2013; Denis-Robichaud y Dubuc,
2015). Estas tiras permiten la deteccion de la esterasa leucocitaria, una enzima producida por
los neutrofilos, por lo que pueden servir como un método indirecto para el diagnéstico de
inflamacién. Se pueden emplear en muestras obtenidas por lavado uterino o por cytobrush,
sumergiéndolo durante 30 segundos en solucién salina e introduciendo las tiras
posteriormente en la solucion (Quintela et al., 2017). La correlacion de este método con los
resultados de la citologia endometrial es variable. Cheong et al. (2012) observaron una
sensibilidad del 77% y una especificidad del 52%, mientras que Santos et al. (2006)
reportaron una sensibilidad del 96% y una especificidad del 98%. La modificacion de estas
tiras para optimizar el diagnostico de la endometritis bovina permitiria su empleo como
herramienta diagndstica en granja (Cheong et al., 2012; Asfar et al., 2021).

Biopsia uterina

La biopsia endometrial se ha utilizado ampliamente en el diagndstico de las
alteraciones reproductivas en yeguas (Chapwanya et al., 2010). En vacas, la biopsia
endometrial y el estudio histopatologico son un método util que aporta informacién mas
detallada sobre el grado de inflamacion y las lesiones uterinas (Gilbert et al., 2005; Meira et
al., 2012) y debe considerarse el gold standard para el diagnostico de la ES (Fuentes et al.,
2018). Sin embargo, su empleo en vacas lecheras es reducido debido a su elevado coste, a que
es un procedimiento invasivo y que requiere de mucho tiempo (Gilbert et al., 2005; Sheldon
et al., 2006), sumado a la posibilidad de afectar negativamente a la reproduccion (Bonnet et
al., 1993; Ahmadi et al., 2005). No obstante, se ha observado que cuando se realiza de forma
apropiada y tras la finalizacion de la involucion uterina, esta técnica no afecta al rendimiento
reproductivo posterior de las vacas lecheras (Chapwanya et al., 2010; Goshen et al., 2012).

1.2.2 Alteraciones hormonales

Existen diversos desequilibrios hormonales que afectan a la funcion reproductiva y
que han sido estudiados como causas del SRC.

1.2.2.1 Progesterona (P4)

La deficiencia lutea provoca una reduccion en los niveles de P4 y afecta
negativamente a la fertilidad (Dar et al., 2017; Diskin y Morris, 2008; Pérez-Marin, 2012), ya
que la P4 regula el desarrollo del embrion (Garret et al., 1988; Mann et al, 1998) mediante la
estimulacion de las secreciones uterinas que regulan su crecimiento (Geisert et al., 1992).
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Estas secreciones endometriales son particularmente importantes en las vacas, ya que
presentan un prolongado periodo de preimplantacion previo a la placentacion (Spencer y
Bazer, 2002). La P4 es necesaria para el mantenimiento de un ambiente uterino adecuado y
para facilitar la elongacion del embrion, lo que da lugar a una adecuada secrecion de
interferén-tau (IFNT) y favorece el mantenimiento de la gestacion (Mann y Lamming, 2001;
Clemente et al., 2009). El IFNT anula el mecanismo luteolitico uterino para asegurar el
mantenimiento de un cuerpo luteo funcional (Mann y Lamming, 1995; Diskin y Morris,
2008), por lo que las bajas concentraciones de P4 circulante tras la ovulacion se han asociado
con reducciones en el crecimiento y elongacion del embrién, una disminucion de la
produccion de IFNT y menores TC en las vacas (Lonergan y Sanchez, 2020).

El volumen de tejido Iuteo y el numero y funcién de las células luteales grandes son
factores primarios que determinan la produccion de P4 (Wiltbank et al 2014). Los bajos
niveles de P4 tras la concepcidon se han asociado con una reduccion de la supervivencia
embrionaria (McNeill et al., 2006; Forde et al., 2011). Ademas de los niveles reducidos en los
dias posteriores a la IA, el retraso en el aumento de la P4 durante los dias 4 y 5 post-
ovulacién se ha asociado con reducciones en la tasa de preiez (Stronge et al., 2005). Por el
contrario, como ya se ha comentado, el aumento répido de la P4 tras la concepcion estimula
el crecimiento de los blastocistos y el desarrollo de embriones competentes (Lonergan et al.,
2007). Varios estudios han relacionado los niveles reducidos de P4 en leche, asi como un
retraso en su aumento en los 5 dias post-IA, con una reduccion en la fertilidad en vacas con
SRC (Ghanem et al., 2006; Kasrija et al., 2006; Kendall et al., 2009) y se han reportado
niveles plasmaticos menores de P4 en vacas con SRC en comparacion con vacas fértiles
(Barui et al., 2015; Widayati et al., 2019; Husnurrizal et al., 2021; Perumal et al., 2021;
Sultana et al., 2022).

Por otro lado, hay que tener en cuenta que la P4 induce la regulacion negativa de
MUCI en las células endometriales bovinas, lo que puede impedir o alterar la implantacion
embrionaria, incrementando las pérdidas de gestacion (Kubota et al., 2021).

Asimismo, una alta concentracion de P4 durante el crecimiento del foliculo ovulatorio
se ha relacionado con una mejor calidad de los ovocitos y tasa de prefiez (Lonergan, 2011) y
bajos niveles de P4 durante el ciclo inmediatamente anterior a la IA se han asociado con una
baja tasa de supervivencia embrionaria (Diskin y Morris, 2008). Los niveles bajos de P4
reducen la frecuencia de los pulsos de LH, lo que origina la formacién de foliculos grandes
persistentes, asi como una secrecion aumentada de estradiol-17f y una reduccion de la
fertilidad (Bergfeld et al., 1996; Sanchez et al., 1995; Inskeep, 2004). El deterioro de la
fertilidad se debe a que los ovocitos procedentes de foliculos dominantes persistentes grandes
estan envejecidos y son menos fértiles que los procedentes de foliculos pequefios (Austin et
al., 1999; Diskin y Morris, 2008).

Los bajos niveles de P4 en vacas de alta produccidén pueden deberse a una reducida
secrecion por parte del cuerpo luteo o a un metabolismo aumentado de la P4 secretada
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(Inskeep, 2004). En las vacas lecheras de alta produccion, la ingesta de materia seca es
elevada, lo que provoca un aumento del flujo sanguineo hepatico (Sangsritavong et al., 2002)
que, a su vez, aumenta el metabolismo de la P4 y estradiol, que es 2,3 veces mayor en vacas
lactantes en comparacion con las no lactantes. Esto da lugar a concentraciones de esteroides
circulantes mucho menores (Wiltbank et al., 2014), lo que afecta negativamente a la
manifestacion del comportamiento de celo y al mantenimiento de la gestacion. Rizos et al.
(2010) reportaron una menor capacidad para el desarrollo de los embriones en los primeros 7
dias en vacas en lactacion en comparacion con novillas, posiblemente a consecuencia de unas
concentraciones circulantes de P4 menores en el ambiente uterino.

Pero también niveles suprabasales de P4 en el momento de la IA se han relacionado
con una reduccion en la TC (Bage et al., 2003; Ghanem et al., 2006; Wiltbank et al., 2014).
Los niveles suprabasales de P4 pueden producirse por una luteolisis incompleta y provocan
alteraciones en la produccion de LH y la consiguiente ovulacion (Duchens et al., 1994). En
estas condiciones, el periodo de dominancia folicular se alarga y se liberaran ovocitos
envejecidos, que dan lugar a embriones de peor calidad, con TC reducidas (Mihm et al., 1999;
Cerri et al., 2009). Se han reportado niveles elevados de P4 durante el estro en novillas
repetidoras (Bage et al., 1997) y en vacas repetidoras (Dadarwal et al., 2005; Niyas et al.,
2019), que podrian ser los causantes de una asincronia hormonal y un retraso posterior en la
ovulacion (Duchens et al., 1996; Gustafsson y Emanuelson, 2002). El retraso en la ovulacion
tras el estro reduce las posibilidades de éxito de la fecundacion (Bloch et al., 2006) y tanto el
estro prolongado como un periodo estro-ovulacion prolongado se han considerado causas
potenciales de repeticion de celos (Sood et al., 2015). Se ha observado un periodo mas
prolongado entre el comienzo del celo y la ovulacién en vacas con SRC en comparacion con
vacas control (Singh et al., 2005; Niyas et al., 2019). Ademas, se ha descrito que las tasas de
prefiez en vacas repetidoras mejoran cuando las inseminaciones se repiten cada 6 horas desde
el inicio del celo hasta la ovulacidon espontanea (Singh et al., 2005) y mediante la realizacion
de 2 o 3 inseminaciones en intervalos de 24 horas (Bhattacharyya y Hafiz, 2009). Tanto la
ovulacion retardada o asincronica como la anovulacion pueden provocar infertilidad y son
causa del SRC (Parmar, 2015; Lim y Yoon, 2018). Los datos reportados sobre la incidencia
de estas alteraciones son variables: Das et al. (2007) observaron un 26,7% de anovulaciones y
un 29,3% de ovulaciones retardadas en vacas con SRC, mientras que Bhat y Bhattacharyya
(2012) reportaron un 10% de anovulaciones y un 22,5% de ovulaciones retardadas en vacas
repetidoras. Zobel et al. (2013) observaron un 18,2% de anovulaciones y un 18,4% de
ovulaciones retardadas en vacas con problemas reproductivos. La incidencia de anovulacion
reportada en vacas lecheras en general varia del 3,4% al 6,7% (Hansen, 2020), aumentando
hasta el 12,4% en periodos de estrés calorico, durante los que se ha observado un riesgo 3,9
veces mayor de fallo ovulatorio (Lopez-Gatius et al., 2005).

Se pueden realizar tests para determinar la concentracion de P4 y evaluar la funcion
ovarica. Las técnicas mas frecuentes para la medicion de esteroides en fluidos bioldgicos son
el inmunoensayo enzimatico (ELISA) y el radioinmunoensayo (RIA) (Pérez-Marin et al.,
2012). A nivel clinico se pueden determinar los niveles de P4 en plasma o en leche (Lopez-
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Gatius y Garcia-Ispierto, 2022). A principios de la década de 2010 comenzd a incluirse en
algunos robots de ordefio un sistema de andlisis automatizado (Herd Navigator, DeLaval) que
determina el nivel de P4 en leche mediante un test ELISA (Mazeris, 2010). Este sistema
realiza mediciones a intervalos frecuentes y permite el diagndstico de gestacion con alta
precision en base al perfil de P4 asi como la identificacion temprana de las vacas no gestantes
(Bruinjé y Ambrose, 2019). Por otro lado, el empleo de la ecografia Doppler podria aportar
informacion sobre el flujo sanguineo en el CL, que se considera un potente indicador de la
funcion latea (Liittgenau y Bollwein, 2014).

Se ha reportado una expresion de celo mas intensa en vacas SRC, asi como niveles
mas elevados de estradiol que en vacas fértiles, pero un didmetro folicular similar en ambos
grupos (Sood et al., 2015). En el mismo estudio, las vacas SRC mostraron un proestro corto y
un patron de secrecion moderado de LH, especialmente antes del pico de LH, lo que podria
estar relacionado con el fallo reproductivo. Por otro lado, se han detectado concentraciones
mas elevadas de estradiol en el liquido folicular de vacas SRC en comparacion con vacas
sanas, pero niveles similares de androstenediona y P4 (Sood et al., 2017). Tras la obtencion
de ovocitos mediante ovum pick-up en vacas SRC y vacas fértiles, Sood et al. (2017) no
observaron diferencias en el nimero de foliculos aspirados por sesion, la tasa de recuperacion
de ovocitos o la tasa de division, pero la produccion de blastocistos fue marcadamente
reducida en el primer grupo. Concluyeron que el SRC esté ligado, al menos en parte, a fallos
en la foliculogénesis, lo que altera la competencia de los ovocitos, reduce la probabilidad de
fecundacion y disminuye el desarrollo embrionario.

1.2.2.2 Hormona anti-Miilleriana (AMH)

La AMH es una glicoproteina de la superfamilia de los factores de crecimiento
transformantes-f (Knight y Glister, 2006) sintetizada en las células de la granulosa de los
foliculos preantrales y los foliculos antrales pequefios (Durlinger et al., 2002). Esta hormona
es un marcador endocrino fiable de la reserva ovarica (Ireland et al., 2008; Rico et al., 2009)
que, a su vez, se ha asociado con el nimero de foliculos presentes en todos los estadios de la
foliculogénesis, la funcion ovérica y ciertas medidas de fertilidad (Jimenez-Krassel et al,
2009; Ribeiro et al., 2014). El recuento de foliculos antrales (RFA) es un biomarcador
asociado positivamente con la funcidon ovarica y la fertilidad (Mossa et al., 2012; Jimenez-
Krassel et al., 2015). Se ha reportado una alta correlacion positiva entre el RFA y la AMH
(Ireland et al., 2008; Baruselli et al., 2015; Cardoso et al., 2018). La AMH se ha estudiado en
relacion a la seleccion de vacas donantes de embriones, ya que se ha demostrado que los
niveles séricos de esta hormona estan correlacionados con la cantidad de foliculos sensibles a
gonadotropinas y, por tanto, son un pardmetro fiable para predecir la respuesta
superovulatoria (Rico et al. 2009; Souza et al. 2015; Soquila y Mingala, 2017). Bajos niveles
de AMH y/o RFA se han asociado con una disminucion de la fertilidad en vacas (Ribeiro et
al., 2014; Baruselli et al., 2015), que puede estar relacionada con una peor calidad de los
ovocitos, una menor sensibilidad de las células de la teca, de la granulosa y luteales a FSH y
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LH, reducida competencia de desarrollo embrionario y una concentracion de P4 menor
durante el ciclo estral (Ireland et al., 2009; Jimenez-Krassel et al., 2009; Rico et al., 2009;
Mossa et al., 2010; Sakaguchi et al., 2018). Algunos autores describen que los animales con
mejor rendimiento reproductivo son aquellos con concentraciones intermedias de AMH, y
cuando se presentan niveles séricos bajos y altos de esta hormona, la fertilidad es menor;
asimismo, el porcentaje de SCR es mas elevado en vacas con niveles bajos de AMH
(Akbarinejad et al., 2020). Kekan et al. (2020) midieron la concentracion de AMH en el dia 7,
14 y 21 del ciclo estral de bufalas sanas y con SRC, y obtuvieron valores mas bajos en el
grupo de repetidoras, aunque la diferencia no fue significativa. Debido a que se trata de un
rasgo moderadamente hereditario, la AMH se podria emplear para mejorar la seleccion
genética y el éxito reproductivo de las vacas lecheras (Jazmin et al., 2023).

1.2.2.3 Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

El EGF es una proteina implicada en el crecimiento, proliferacion y diferenciacion
celular de varios tejidos (Takatsu et al., 2018), asi como en el establecimiento de la gestacion
(Paria et al., 2001). El EGF se produce en el endometrio bovino y estd implicado en la
regulacion de la funcion uterina y el desarrollo embrionario (Katagiri y Takahashi, 2004). Las
concentraciones de este factor de crecimiento en el endometrio presentan cambios durante el
ciclo estral y la alteracion de este patron ciclico puede reducir la fertilidad en las vacas
lecheras (Katagiri et al., 2013). En las vacas normales, el EGF presenta dos picos, en los dias
2-4 y 13-14 del ciclo estral, con una reduccion de la concentracion alrededor del dia 7
(Katagiri y Takahashi, 2004). En un estudio que incluyd 437 vacas receptoras de embriones
se observd que aquellas que presentaban una concentracion baja de EGF en el dia 3 del ciclo
tuvieron una TC menor que las que tenian concentraciones de EGF en el rango de la
normalidad (33,3% frente a 76,9%) tras la transferencia embrionaria, lo que indica una
influencia del perfil de EGF sobre la fertilidad (Katagiri y Moriyoshi, 2013). En este sentido,
se ha demostrado una alteracion del perfil de EGF en las vacas con SRC, que presentan
concentraciones reducidas los dias 3 y 14 del ciclo en comparacion con vacas fértiles
(Katagiri y Takahashi, 2006). Esto puede deberse a las alteraciones en la produccion de
hormonas esteroideas en estas vacas, ya que estas hormonas regulan la expresion de los
factores de crecimiento en el endometrio (Katagiri y Moriyoshi, 2013). Esta alteracion se ha
descrito en vacas SRC durante varios ciclos estrales seguidos y se ha reportado que el
tratamiento con benzoato de estradiol junto a un dispositivo intravaginal de liberacion de P4
en estos animales conlleva la restauracion de los niveles normales de EGF y una mejora en la
fertilidad (Katagiri y Takahashi, 2008).

1.2.3 Defectos anatomicos

Las técnicas rutinarias que incluyen la exploracion de las estructuras genitales
externas, la palpacion rectal y la ecografia permiten detectar defectos anatomicos del tracto
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reproductivo. A pesar de que la mayoria de las alteraciones anatomicas del aparato
reproductor son facilmente detectables mediante estas técnicas, la deteccion de la oclusion
oviductal resulta complicada. Esto se debe a que los métodos diagndsticos habituales
permiten evidenciar alteraciones severas en las que los oviductos estén engrosados,
inflamados o adheridos (Garrido et al., 2019; Shivhare et al., 2012), mientras que las lesiones
leves son dificiles de identificar y los oviductos ocluidos son normales a nivel macroscopico
en muchos casos (Kessy y Noakes, 1985; Shivhare et al., 2012).

El transporte de gametos y embriones no es la tnica funcion del oviducto, sino que
también crea un ambiente que facilita la maduracion final de los gametos, la fecundacion y el
desarrollo embrionario temprano (Killian, 2011; Rizos et al., 2016). Por tanto, las alteraciones
en el oviducto provocan la oclusiéon o estenosis del lumen impidiendo la fecundacion, o
alteran el ambiente oviductal afectando a la supervivencia embrionaria, pudiendo causar
infertilidad o esterilidad (Mohammed et al., 2015; Gautam et al., 2021). Ademas de limitar el
movimiento de los gametos, estas condiciones dificultan el paso del embrion al utero, en caso
de producirse la fecundacion (Pérez-Marin y Quintela, 2023).

Las alteraciones congénitas de los oviductos incluyen la aplasia total, la aplasia
segmentaria y la presencia de oviductos accesorios (Kessy y Noakes, 1985). Las patologias
oviductales adquiridas, incluyendo salpingitis, hidroséalpinx, piosalpinx, adherencias y
oclusiones, se han observado principalmente en estudios postmortem con O&rganos
recuperados en matadero (Kessy y Noakes, 1985; Azawi, 2008; Ferreira et al., 2008; Stephani
de Souza et al., 2010; Mekibib et al., 2013). La salpingitis es la inflamacion de los oviductos
y la incidencia reportada es variable: 0,45% (Hatipoglu et al., 2002), 1% (Simenew et al.,
2011) y 9,15% (Mohammed et al., 2015). Y una complicacién habitual de esta patologia es el
piosalpinx, caracterizada por la presencia de pus en el interior de los oviductos, que alcanza
incidencias del 0,2% al 4,2% (Khasatiya et al., 1998; Azawi, 2009; Simenew et al., 2011;
Mekibib et al., 2013; Mohammed et al., 2015). Owhor et al. (2019) demostraron que la
salpingitis altera drasticamente la interaccion esperma-oviducto, comprometiendo la
fecundacion y reduciendo la fertilidad. La salpingitis y el piosalpinx se deben principalmente
a infecciones bacterianas y se ha observado una correlacion entre las bacterias aisladas en el
utero y en el piosalpinx, lo que podria indicar su relacion con infecciones uterinas
ascendentes (Azawi, 2009). Karstrup et al. (2017) estudiaron los aparatos genitales de 21
vacas con pidmetra y reportaron que en 18 de los casos tenian también salpingitis, aunque sin
una invasion bacteriana significativa de la pared oviductal. El hidrosalpinx es la acumulacion
de liquido en el interior de los oviductos como consecuencia de una obstruccion y provoca la
distension del oviducto y el adelgazamiento de la pared. La incidencia observada en los
diversos estudios es variable: del 0,35% al 6,9% (Kessy y Noakes, 1985; Khasatiya et al.,
1998; Hatipoglu et al., 2002; Saini et al., 2008; Mekibib et al., 2013; Skovorodin et al., 2022).
Azawi (2009) no observo una correlacion entre los cultivos bacterianos uterinos y el
hidrosalpinx en el estudio de aparatos genitales de bufalas.
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Por otro lado, las adherencias de los oviductos con las estructuras adyacentes pueden
ser resultado de otras patologias y dificultan la captacion de los ovocitos por la fimbria. Los
diferentes estudios han reportado una frecuencia de esta alteracion del 0,74% al 6,85% (Kessy
y Noakes, 1985; Simenew et al, 2011; Mekibib et al., 2013; Mohammed et al., 2015;
Millward et al., 2019).

En el caso de las obstrucciones tubaricas, la permeabilidad de los oviductos esta
alterada, aunque en muchos casos estos puedan parecer normales. La incidencia reportada de
las oclusiones oviductales es muy variable, desde el 0,25% al 37,8% (Khasatiya et al, 1998;
Saini et al., 2008; Azawi, 2009; Mekibib et al, 2013; Mohammed et al.,, 2015). Varios
estudios han empleado especimenes procedentes de matadero para la evaluacion de la
permeabilidad tubarica. Stephani de Souza et al. (2010) estudiaron los aparatos genitales de
150 vacas y detectaron alteraciones en la permeabilidad en el 21,4% de los oviductos,
bilateral en la mitad de los casos. En este estudio se reportd que el 60,4% de los oviductos no
permeables tenian una apariencia macroscopica normal. Ferreira et al. (2008) evaluaron la
permeabilidad de los oviductos de vacas de raza carnica con SRC mediante la perfusion de
una solucion de cloruro de sodio al 0,9% con azul de metileno al 1% y detectaron que el
29,8% presentaban algin grado de oclusion, por lo que las disfunciones oviductales podrian
tener un papel en el sindrome. Por otro lado, Annie et al. (2022) emplearon la misma técnica
para el diagnostico de la obstruccion oviductal evaluando los 6rganos de 100 vacas lecheras
con problemas de fertilidad y detectaron obstruccion unilateral en solo 3 casos. Sin duda, el
analisis de la incidencia de este tipo de patologias resulta complejo, como se refleja en el bajo
tamafio muestral de estos estudios.

Sin embargo, se dispone de pocos datos recogidos en estudios in vivo de la
permeabilidad oviductal, debido a la dificultad y/o coste que conllevan las técnicas para su
evaluacion. Se han empleado test de insuflacion tubarica que pueden realizarse mediante la
introduccion de gas o de una solucion salina a través del Utero (Shivhare et al., 2012). El test
de Rubin consiste en la introduccion de gas a través de un catéter para estudiar su avance por
los oviductos mediante la palpacion transrectal y el uso de un manémetro situado en la parte
externa de la sonda (Kawata y Koike, 1959). En otros casos se ha optado por realizar
hidrotubacion, que consiste en la introduccién de una solucioén salina o de medicaciones
liquidas con el fin de hacerlas avanzar por los oviductos y detectar o tratar posibles
obstrucciones (Khasatiya et al., 1998). La histerosalpingografia (HSG) se ha empleado
ampliamente en medicina humana y consiste en el estudio radiografico del utero y los
oviductos tras la introduccion de un medio de contraste, mientras que la sonosalpingografia
se ha empleado también en mujeres para el diagndstico de la permeabilidad oviductal
mediante el uso de una solucion salina y un posterior estudio ecografico (Tiifekci et al.,
1992). Y otro método de diagnostico de permeabilidad tubdrica ha sido la cromopertubacion
tubarica, que consiste en la introduccion de azul de metileno al 2,5% a través de un catéter
Foley en cada cuerno uterino y la observacioén, mediante laparoscopia, del paso de la tinciéon a
traves de los oviductos, asi como su salida a nivel de la fimbria en caso de que éstos sean
permeables (Sofi et al., 2018).
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Para la evaluacion de la permeabilidad in vivo se ha usado también una solucion de
fenolsulfonaftaleina (PSP) (Purohit, 2014). Tras introducir una sonda Foley a través del
cérvix hasta el inicio del cuerno uterino e inflar el globo del catéter para fijarla en esa
situacion, se introduce la solucion. Cuando el oviducto es permeable, el liquido avanza por €l
y alcanza la cavidad abdominal, donde se absorbe y pasa a la circulacidon, excretandose via
renal en un corto periodo de tiempo. De esta manera, la orina saldra tefiida de color rosa,
confirmado la patencia oviductal; si, en cambio, estd ocluido, la orina no cambiara de color
(Sood et al., 2004). Mediante el uso de esta técnica, Garrido et al. (2019) estudiaron la
permeabilidad de los oviductos en 50 vacas con SRC, reportando que el 24% de ellas
presentaba obstruccion uni o bilateral. Estos resultados sugieren que las alteraciones en la
permeabilidad de los oviductos contribuirian a la aparicion del SRC. Alternativamente, se ha
empleado la ecografia con contraste (Kauffold et al., 2009), que permite visualizar la solucién
de contraste dispersandose en la cavidad abdominal tras ser introducida con un catéter en los
cuernos uterinos. De las 8 vacas incluidas en este estudio, 3 presentaron oclusiéon uni o
bilateral. Hay que tener en cuenta que en dos de las vacas se realizd solo un estudio unilateral,
ya que se suspendieron las manipulaciones al producirse sangrado rectal tras el estudio del
primer oviducto, y los resultados de la prueba en otra de las vacas no fueron concluyentes
debido a la pobre calidad de la imagen. De los 5 oviductos que se diagnosticaron como
ocluidos, dos resultaron morfolégicamente intactos en el estudio postmortem realizado al dia
siguiente de la evaluacion ecografica, mientras que dos presentaban hidrosalpinx y uno estaba
inflamado. Esta técnica presenta varios inconvenientes, como su alto coste, la dificultad para
estudiar los dos oviductos y el posible sangrado rectal asociado.

1.2.4 Inmunizacion frente al semen

La inmunoinfertilidad se refiere a la condicién en la cual el sistema inmune reconoce
los gametos (espermatozoides y 6vulos) como ajenos, desencadenando una respuesta inmune
contra ellos y dificultando la concepcion (Archana et al., 2019; Gupta et al., 2023).

La infertilidad sin sintomas evidentes (inexplicada) es un problema importante tanto
en humanos como en animales y se ha propuesto, entre las posibles causas, que pueda deberse
a los anticuerpos antiespermatozoides (AAE) presentes en el plasma seminal, el moco
cervical, el fluido uterino, el liquido folicular o el suero (Lazarevi¢ et al., 2003), causando
subfertilidad e infertilidad (Ahuja et al., 2016) mediante la alteracion de la migracion, la
penetracion y la capacitacion espermatica, asi como de la reaccion acrosomal, ademas de
afectar al desarrollo de los blastocistos y a la implantacidon embrionaria, provocando muertes
embrionarias tempranas (Zraly et al., 2003; Sarma et al., 2009).

Esta condicion puede ocurrir ya sea por autoinmunidad, tanto en machos como
hembras, como por isoinmunidad en las hembras (Brazdova et al., 2016). La isoinmunizacién
de las hembras contra los antigenos del esperma se produce especialmente en relacion con
lesiones patoldgicas de los organos reproductivos y después de la IA. Las membranas

41



SOFIA LARA VILLAR FERNANDEZ

mucosas del tracto reproductivo producen isotipos de inmunoglobulinas, siendo la
inmunoglobulina G (IgG) la principal (Zraly et al., 2003). El estimulo antigénico en el tracto
genital femenino puede proceder del esperma, el plasma seminal, los componentes del
diluyente del semen, microorganismos y restos celulares procedentes del macho (Hunter,
1989). La infertilidad sin sintomas evidentes (inexplicada) es un problema importante tanto
en humanos como en animales y puede deberse a los AAE presentes en el plasma seminal, el
moco cervical, el fluido uterino, el liquido folicular o el suero (Lazarevi¢ et al., 2003). Estos
anticuerpos pueden causar subfertilidad e infertilidad (Ahuja et al., 2016) mediante la
alteracion de la migracion, la penetracion y la capacitacion espermatica, asi como de la
reaccion acrosomal, ademds de afectar al desarrollo de los blastocistos y a la implantacién
embrionaria, provocando muertes embrionarias tempranas (Zraly et al., 2003; Sarma et al.,
2009).

Tanto el plasma seminal como las secreciones cervicales y uterinas contienen
sustancias inmunosupresoras (Hunter, 1989; Milovanovi¢ et al., 2005). Sin embargo, cuando
se utiliza la IA, la estructura antigénica del semen cambia debido a la adicién de diferentes
diluyentes, a los procedimientos de congelacion y descongelacion y a la reduccion del
volumen del plasma seminal. Ademas, la actividad inmunosupresora del plasma seminal se
reduce significativamente durante la preparacion del semen para IA (Milovanovi¢ et al.,
2005).

El moco cervical actuia como guia para que los espermatozoides entren al tUtero y
puede actuar también como un filtro para evitar el paso de aquellas células anormales a la
parte alta del tracto genital. La alteracion de la penetracion del moco cervical es un parte
importante del efecto sobre la fertilidad de los AAE (Jarora et al., 2014) y su presencia reduce
la motilidad espermatica (Lazarevi¢ et al., 2013).

Los estudios acerca de la influencia de los AAE presentes en el moco cervical sobre la
fertilidad son escasos. Se ha demostrado un aumento de los titulos de anticuerpos aglutinantes
de esperma en el moco cervical y el suero de vacas asociado al nimero de inseminaciones
realizadas (Lazarevi¢ et al., 2003). Sarma et al. (2009) observaron la presencia de anticuerpos
en vacas sin problemas reproductivos, pero con titulos menores que en vacas repetidoras, en
las que ademas se reportdé un aumento del titulo de anticuerpos a medida que aumentaba el
nimero de inseminaciones realizadas. Cheema et al. (2016) observaron un aumento
significativo de los AAE en el suero y el moco cervical con el aumento del nimero de
inseminaciones, pero no observaron diferencias significativas en relacion a la edad y el
numero de parto de los animales. Sarma et al. (2022) no observaron una asociacion entre el
numero de lactacion y el titulo de anticuerpos en vacas lecheras cruzadas. En 2003, Zraly et
al. detectaron la presencia de AAE (y mayores titulos de anticuerpos) en un numero
significativamente mayor de vacas pluriparas que de primiparas. Ademas, reportaron una
mayor presencia de AAE en vacas que resultaron gestantes tras 2 o mas inseminaciones y
observaron una penetracion significativamente menor de los espermatozoides en el moco
cervical de novillas serologicamente positivas a AAE. Por otro lado, se ha reportado un
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aumento significativo en los dias abiertos de vacas con titulos elevados de AEE en suero y
moco cervical (Milovanovi¢ et al., 2005). Un estudio empled estudios de inmunoperoxidasa,
de aglutinacion de espermatozoides y de inmovilizacion de espermatozoides para determinar
la presencia de AAE en el suero de novillas, vacas no repetidoras y vacas con SRC
(Srivastava et al., 2017). En dicho estudio se obtuvieron titulos de anticuerpos
significativamente mayores en el caso de las vacas repetidoras en comparacion con los demas
grupos, lo que sugiere un efecto negativo de los AAE sobre la fertilidad que podria deberse a
la reduccion de la motilidad de los espermatozoides.

1.2.5 Ambiente y manejo
1.2.5.1 Manejo de la IA

La eficiencia de la IA depende, entre otros factores, de la capacidad del
inseminador para depositar el semen, de calidad adecuada, en el lugar adecuado, dentro del
tracto genital de la hembra, en el momento adecuado del estro (Roelofs et al., 2010). Se ha
reportado una prevalencia mayor de SRC con el empleo de la IA en comparacién con la
monta natural que podria estar relacionada con practicas inadecuadas en la IA o una deteccion
de celos deficiente (Eshete et al., 2023).

1.2.5.1.1 Calidad del semen

Las deficiencias en las caracteristicas del esperma, como la viabilidad, la
morfologia y los rasgos funcionales y moleculares, pueden impedir el éxito de la fecundacion
(Walsh et al, 2011). El empleo de semen de buena calidad y el empleo de toros de fertilidad
probada es fundamental para asegurar el éxito reproductivo, ya sea con el uso de la IA como
en la monta natural (Pérez-Marin et al., 2012). Cuando se emplea semen congelado, el
manejo de las pajuelas debe ser apropiado, lo que incluye un almacenamiento y
descongelacion Optimas, asi como el mantenimiento de condiciones higiénicas (Pérez-Marin
y Quintela, 2023). Para asegurar la correcta conservacion de las dosis de semen congelado es
importante realizar un mantenimiento adecuado del tanque en el que se almacenan,
reponiendo el nitrogeno liquido periddicamente, evitando golpes y corrosion, y teniendo en
cuenta que los contenedores se deterioran con el paso del tiempo, lo que puede reducir su
capacidad de aislamiento. Bas et al. (2011) observaron un aumento de las TC mediante el
empleo de camisas sanitarias en el momento de la IA (42,7% frente al 36,1%), asi como una
reduccion en la contaminacion bacteriana del catéter.
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1.2.5.1.2 Lugar de deposicion del semen

Otro de los factores que pueden influir en el resultado de la TA es el lugar de
deposicion del semen (Crowe et al., 2018). La formacioén de personal para detectar el celo y
realizar la TA ha permitido el uso generalizado de esta técnica en las explotaciones de vacuno
lechero (Sturman et al., 2000). Sin embargo, hay que tener en cuenta el efecto que puede
tener la habilidad del inseminador sobre la fertilidad (Lopez-Gatius, 2012). En muchos casos,
estos técnicos no tienen la formacién suficiente en la exploracion del utero y los ovarios, lo
que puede limitar el éxito de la IA (Lopez-Gatius, 2000).

Tras la IA o la monta natural, los espermatozoides deben alcanzar los oviductos,
donde se produce la fecundacion, actuando la unidn utero-tubarica como reservorio funcional
para los espermatozoides (Hunter, 2003). La IA profunda a nivel de cuernos uterinos podria
favorecer la fertilidad al permitir la deposicion del semen mas cerca de la union utero-
tubarica (Lopez-Gatius, 2000). Sin embargo, diversos estudios han comparado la IA
convencional a nivel de cuerpo uterino con la IA en los cuernos uterinos, con resultados
variables (Dalton, 2014).

En un estudio realizado en nuliparas, se compardé el éxito de la IA tras la deposicion
del semen en 3 puntos diferentes (cerca de la union utero-tubdrica, en mitad del cuerno
uterino y en el cuerpo uterino), no reportando diferencias significativas en las tasas de prefiez
obtenidas (Kurykin et al., 2007). Seidel y Schenk (2008) tampoco notaron diferencias al
comparar inseminaciones en el cuerpo y los cuernos uterinos de novillas y vacas Angus. En
ese mismo sentido, Verberckmoes et al. (2005) evaluaron el uso de un dispositivo que
permitia la IA a nivel de la unidn utero-tubdrica, no obteniendo diferencias significativas en
las tasas de prefiez en comparacion con la IA en el cuerpo uterino. En contraste con lo
anterior, Meirelles et al. (2012) obtuvieron una tasa de prefiez mayor mediante la IA profunda
en los cuernos uterinos (67,4%) frente a la IA tradicional (48,8%) en vacas de raza Nelore. A
la vista de estos resultados, no parece haber diferencias en la efectividad de la IA entre la
deposicidn del semen en el cuerpo y en los cuernos uterinos.

1.2.5.1.3 Momento de deposicion del semen

El momento en que se realiza la [A es un factor importante a tener en cuenta para
el éxito reproductivo, ya que la eleccion de un momento incorrecto reduce las tasas de
gestacion (Roelofs, 2008). La monta y su aceptacion indican el inicio del estro y la ovulacion
se produce 28 * 5 horas después (Walker et al., 1996). Si transcurren demasiadas horas entre
el comienzo del estro y la IA, se producird la fecundacion de ovocitos envejecidos y esto daré
lugar a la formacion de embriones de peor calidad (Dalton et al., 2014). Por el contrario, si la
IA se realiza demasiado pronto, los espermatozoides pueden morir antes de que el ovocito
llegue a la ampolla, lo que reduce el éxito de la fecundacion (Hawk, 1987; Saacke et al.,
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2000). El momento 6ptimo para la IA se sitiia 7-18 horas antes de la ovulacion, es decir, 4-18
horas tras el inicio del estro o 6-8 horas tras el final del mismo (De Rensis et al., 2024).

En las explotaciones de vacuno lechero se emplea generalmente la regla “AM/PM”
(Pérez-Marin, 2012), por la que se realiza la IA 12 horas tras la deteccion del celo, lo que
supone un compromiso entre una baja tasa de fecundacion en inseminaciones muy tempranas
y una reducida calidad de los embriones en las muy tardias (Dalton et al., 2014). Cuando la
deteccion de celos es adecuada, este sistema permite realizar inseminaciones exitosas (De
Rensis et al., 2024). Singh et al. (2005) observaron un intervalo mayor desde el comienzo del
celo a la ovulacion en novillas con SRC en comparacion con los animales control, lo que
podria reducir la eficacia de esta practica.

1.2.5.1.4 Deteccion del celo

Como hemos visto, el momento en el que se realiza la IA es muy relevante para
obtener una buena fertilidad y, para determinar con exactitud este momento, es necesaria una
buena deteccion del celo. Una deficiente deteccion de celos empeora el rendimiento
reproductivo de los rebafios y es una de las causas del SRC (Heuwieser et al., 1997; Pérez-
Marin y Espafia, 2007). La ineficiencia en la detecciéon tiene efectos economicos
perjudiciales, ya que resulta en una reduccion de la produccion lactea, el incremento de dias
abiertos y un aumento de la eliminacion de animales por causas reproductivas (Walker et al.,
1996). La deteccion inadecuada puede provocar errores en el momento de la IA o llevar a la
inseminacion de vacas que no estan en celo (Sturman et al., 2000; Yusuf et al., 2010).
Ademas, la manifestacion de celos durante la gestacion ha sido reportada extensamente
(Thomas y Dobson, 1989; Lopez-Gatius, 2012) y la inseminacion de vacas gestantes puede
provocar muertes embrionarias y abortos (Roelofs et al., 2010). La correcta identificacion de
las vacas en celo tiene como objetivo la determinacion precisa del momento de la ovulacion
(Stevenson et al., 2014) y supone un reto en las explotaciones de vacuno lechero (Senger,
1994; Denis-Robichaud et al, 2018).

Los enfoques tradicionales para la gestion reproductiva y el empleo de la IA han
incluido la observacion visual del comportamiento de celo, asi como el empleo de protocolos
de IA a tiempo fijo (IATF) (Crowe et al., 2018). Los protocolos de IATF son tratamientos
hormonales que se desarrollaron en los afios 90 del siglo pasado (Pursley, 1995) y tienen
como objetivo controlar el crecimiento folicular, la luteolisis y la ovulacion (Chebel, 2011),
permitiendo la sincronizacidén de los celos. Se emplean habitualmente en las granjas ya que
evitan la necesidad de la deteccion de celos y facilitan el manejo de la IA (Kim et al., 2005;
Lamb et al., 2010; Bo y Baruselli, 2014), y actualmente existen numerosos protocolos
basados en diferentes combinaciones hormonales (Rodrigues et al, 2011). Por otro lado, es
posible llevar a cabo la deteccion visual del celo, cuya eficiencia es muy variable entre
granjas, pudiendo ir del 30% al 70% (Diskin y Sreenan, 2000), aunque esta limitada porque
requiere mucho tiempo y habilidad por parte del personal encargado (Denis-Robichaud,
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2016). Aunque puede llegar a permitir tasas de deteccion del 90% cuando se realiza de forma
optima en periodos de 20 minutos, 5 veces al dia (Diskin y Sreenan, 2000), estas tasas
disminuyen cuando los tiempos de observacion son menores, reduciéndose a un 74% cuando
la observacion se limita a 2 periodos de 30 minutos al dia (Van Eerdenburg et al., 1996). Para
mejorar la deteccion de celos se han desarrollado tecnologias que permiten el monitoreo y un
registro de datos continuo. Estos sistemas incluyen dispositivos sensibles a la presion,
dispositivos de control de la actividad, como poddémetros, acelerometros y camaras de video,
y sistemas automaticos de monitoreo de la temperatura corporal y de medida de la
concentracion de P4 en leche (Silper et al., 2015; Reith y Hoy, 2018).

Por otro lado, las variaciones en la expresion de celo pueden afectar a la efectividad en
su deteccion. Los comportamientos relacionados con el celo incluyen monta y aceptacion de
la monta, inquietud, apoyo de la barbilla en el lomo de otra vaca, reflejo de flehmen, olfateo
de la vulva de otras vacas, etc. (Roelofs et al, 2010; Holman et al., 2011). Sin embargo, la
expresion de estos comportamientos se ha modificado en las ultimas décadas y la monta y su
aceptacion, considerado el comportamiento mas caracteristico del celo, se ha reducido tanto
en el porcentaje de animales que lo presentan como en el tiempo que dura esta conducta
(Dobson et al., 2008). En las vacas de alta produccion se ha reducido también la duracion del
celo (Dolecheck et al., 2015; Holman et al., 2011), lo que puede dificultar ain mas su
deteccion. Existen ademds muchos factores que afectan a la manifestacion del
comportamiento de celo, algunos de ellos estan relacionados con los animales, incluyendo la
alta produccién de leche, el nimero de parto, la genética, las cojeras o el periodo de
postparto. Hay también factores ambientales que pueden modificar la expresion de celos,
como la presencia de un toro en la explotacion, la estacion de afio, el tipo de estabulacion, la
nutricion o el tamafio del rebafio (Roelofs et al., 2010; Walsh et al., 2011; Reith y Hoy, 2018).
Todos estos factores influyen en la variabilidad en la expresion del celo que, a su vez, puede
dar lugar a una deteccion ineficiente del mismo y aumentar el riesgo de aparicion de SRC. En
este sentido, en un estudio realizado con vacas repetidoras, Pérez-Marin y Espaia (2007)
reportaron que el 50% de los animales mostraban estro silencioso o retrasado.

1.2.5.2 Estrés

El estrés se produce cuando los animales perciben una amenaza a su homeostasis
de forma consciente o inconsciente (Goldstein y Kopin, 2007) y genera un gran nimero de
respuestas bioldgicas adaptativas (Duval et al., 2010). Existe un amplio rango de factores
estresantes que afectan a los animales de produccion, incluyendo aspectos climaticos y
nutricionales, asi como las enfermedades, las manipulaciones, el transporte y la presion social
(Lee, 1993; Grandin, 1997; Bova et al.,, 2014). Los cambios inducidos por el estrés se
originan a nivel del sistema nervioso central y desde aqui se activa el sistema nervioso
autonomo y el sistema neuroendocrino, en donde interviene el eje hipotalamo-hipofisis-
adrenal (Brown y Vooslo, 2017). Durante una situacion de estrés, el eje hipotalamico-
hipofisario-adrenal tiene efectos inhibitorios sobre el eje reproductivo (Chrousos y Gold,
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1992; Dobson et al., 2003), ya que se produce un aumento la liberacion de hormona
liberadora de corticotropina (CRH), lo que a su vez estimula la produccion de péptidos
opioides y hormona adenocorticotropica (ACTH) y, como consecuencia, la sintesis de
glucocorticoides, principalmente cortisol, en las glandulas adrenales. La CRH inhibe la
liberacion de GnRH y los glucocorticoides inhiben la secrecion de GnRH, LH y FSH, y
reducen la sensibilidad de los tejidos frente a las hormonas sexuales (Chrousos, 1998; Hughes
et al., 2014). Debido a esto, cualquier situacion de estrés que se produzca en el postparto
puede afectar al reinicio de la actividad ovarica como consecuencia del bloqueo en la sintesis
y liberacion de gonadotropinas (Mastorakos e Ilias, 2003). Por otro lado, los glucocorticoides
tienen efecto inmunodepresor y alteran la funcion de los leucocitos (Burton y Kehrli, 1995;
Chrousos y Kino, 2007; Waldron y Revelo, 2008), lo que puede dar lugar a la instauracion de
infecciones uterinas. Se han detectado niveles elevados de cortisol en vacas repetidoras (Da
Costa Freitas et al.,, 2017; Perumal et al., 2021; Rajamanickam et al., 2022) y se ha
demostrado una mayor produccion de cortisol en novillas con SRC sometidas a estrés
inducido, asi como un aumento en la produccion de P4 adrenal, que podria dar lugar a niveles
suprabasales (Bage et al., 2000; Bage, 2002), alterando la ovulacién.

El estrés calorico ocurre cuando los animales no son capaces de disipar una cantidad
adecuada de calor sin modificar su temperatura corporal (Samal, 2013; Giannone et al.,
2023). El efecto combinado de elevada humedad y temperatura determina, en ultima
instancia, el nivel de estrés calérico (De Rensis et al., 2017; Naranjo-Gomez et al., 2021). El
estrés calorico tiene efectos negativos en la salud, la productividad y la eficiencia
reproductiva de las vacas (Habeeb et al., 2018; Kasimanickam y Kasimanickam, 2021; Roth,
2008), lo que genera grandes pérdidas econdmicas en el sector de la produccion lactea (Penev
et al., 2021; Skliarov et al., 2022; Rhoads, 2023). Estos efectos pueden acentuarse en el
futuro, ya que el cambio climatico continuara exacerbando las ya graves consecuencias del
estrés térmico estacional (Rhoads, 2023).

Las vacas lecheras son particularmente sensibles a los efectos del estrés por calor
durante los meses célidos debido a la intensa seleccion genética a la que se han sometido para
conseguir una elevada produccion lactea (Roth, 2008; Berling et al., 2022; Kawano, 2023).
Los efectos perjudiciales del estrés por calor en la fertilidad se deben a su efecto sobre la
funcién ovérica, el desarrollo folicular, la manifestacion de celos y el desarrollo embrionario
temprano (Pérez-Marin et al., 2012; Wolfenson y Roth, 2019; Penev et al., 2021).

El estrés calorico en las vacas lecheras afecta al eje hipotalamico-hipofisario-ovarico,
alterando los patrones de secrecion hormonal y generando efectos negativos en el desarrollo
folicular (De Rensis et al., 2017; Roth, 2021). Se producira una reduccion en la amplitud y
frecuencia de los pulsos de LH, comprometiendo la maduracion de los foliculos dominantes
(Wilson et al., 1998; Wolfenson et al., 2000). En cuanto a la viabilidad de las células de la
teca y la granulosa, se vera comprometida, lo que conduce a una reduccion de la produccion
de estradiol y androstenediona (Wolfenson y Roth, 2019; Berling, 2022). Los potenciales
efectos negativos de la baja produccion de estradiol incluyen una reduccion de la intensidad y
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duracion del celo (Khan et al., 2016; Wolfenson y Roth, 2019), produciéndose fenémenos de
anestro y ovulaciones silentes (Garcia-Ispierto y Lopez-Gatius, 2013). El estrés calorico
también reduce la expresion del celo asociada a una reduccion de las montas y de la actividad
motora como un modo de limitar la produccion de calor endoégeno (Samal, 2013), lo que
dificulta la deteccion de celos. Cuando las vacas estdn sometidas a un estrés calorico cronico,
como ocurre durante los meses de verano, los niveles de P4 plasmatica se ven reducidos
(Howell et al., 1994; Wolfenson et al., 2000), debido a la alteracion en la formacion y funcion
del CL (Kasimanickam y Kasimanickam, 2021; Lopez-Gatius y Garcia-Ispierto, 2022). Por
otro lado, hay una pronunciada reduccion de los niveles de inhibina, que a su vez provoca un
aumento de la concentracion de FSH (Roth et al., 2000), alterando el mecanismo de
dominancia folicular, incrementando el porcentaje de ovulaciones dobles (Wolfenson et al.,
1995).

Diversos estudios in vivo e in vitro apoyan la idea de que los ovocitos bovinos son
sensibles al estrés térmico durante varios estadios del desarrollo folicular (Roth, 2008). Los
ovocitos pueden ser dafiados por el estrés calorico durante las primeras etapas de la
foliculogénesis y contintian siendo sensibles hasta el periodo periovulatorio (Hansen, 2019).
Estos ovocitos dafiados presentan una competencia reducida para la fecundacion y para su
desarrollo posterior (Roth, 2008; Rhoads, 2023). Gendelman y Roth (2012) reportaron que la
exposicion del conjunto de ovocitos ovaricos al estrés ambiental parece afectar el
almacenamiento del ARNm materno y/o el mecanismo de renovacion de la transcripcion, lo
que a su vez afecta la expresion genética en el embrion en desarrollo. A esto hay que anadir el
efecto del calor sobre la acumulacion de ROS, que provoca estrés oxidativo (Roth, 2017) en
los ovocitos (Nabenishi et al., 2012; Sakatani, 2017) y en los embriones preimplantacionales
(Sakatani et al., 2004). Se sabe que la calidad de los ovocitos es una de las principales causas
de infertilidad en las vacas repetidoras (Ferreira et al., 2016). Ferreira et al. (2011) observaron
que la tasa de fragmentacion de los blastocistos de vacas repetidoras estaba aumentada
durante el verano en comparacion con el invierno y otros grupos, lo que sugiere que la
asociacion de los problemas de fertilidad de estas vacas y el estrés térmico del verano podria
reducir la calidad de los ovocitos. Se ha observado que los ovocitos de vacas SRC
recolectados durante el verano presentan una posible disfuncion mitocondrial y son mas
propensos a sufrir apoptosis, lo que podria estar asociado con su menor potencial de
desarrollo (Ferreira et al., 2016).

Aunque gran parte del efecto del estrés caldrico implica alteraciones en el foliculo y el
ovocito que contiene (Wolfenson y Roth, 2019), se ha observado un efecto directo en la
supervivencia de los embriones durante la gestacion temprana (De Rensis et al., 2017). Los
embriones son sensibles a los efectos del estrés térmico, principalmente durante el periodo
peri-implantacion (Garcia-Ispierto et al., 2006). En el estadio de 2 células, los embriones son
mas sensibles al estrés caldrico, pero a medida que se desarrollan, su resistencia sera mayor
(Hansen, 2007). En las vacas expuestas a estrés calorico se produce ademas una
redistribucion sanguinea hacia la piel como mecanismo de termorregulacion (Ferreira et al.,
2011), lo que genera una reduccion del flujo sanguineo en el Utero y un aumento de la
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temperatura uterina (Gwazdauskas et al., 1975; Roman-Ponce et al., 1978). Esto da lugar a
una alteracion del ambiente intrauterino, que inhibe el desarrollo embrionario y provoca
muertes embrionarias tempranas (Rivera y Hansen, 2001). Bosque et al. (2023) observaron
también un efecto perjudicial del estrés por calor durante el parto sobre la salud de las vacas
Holstein de alta produccion. Las vacas sometidas a estrés por calor al parto tuvieron mas
probabilidades de presentar retencion placentaria, metritis puerperal y cetosis.

1.2.5.3 Nutricion

Los desequilibrios nutricionales pueden afectar al rendimiento reproductivo y estar
relacionados con el desarrollo del SRC. El BEN que se produce en el periparto debido a la
elevada demanda energética y a la reduccion de la ingestion de materia seca (Butler, 2003) da
lugar a una disminuciéon de los niveles séricos de glucosa y de insulina, junto con una
movilizacion de las reservas lipidicas que provoca un aumento de los NEFA y de los cuerpos
cetonicos, principalmente B-hidroxibutirato (BHB) (LeBlanc, 2010). Los niveles elevados de
NEFA y BHB afectan a la funcion de los PMN (Hammon et al., 2006; Grinberg et al., 2008)
y pueden inducir la produccion de citoquinas proinflamatorias (Zhang et al., 2018),
aumentando el riesgo de enfermedades en el postparto. El BEN puede afectar ademés a la
maduracion de los ovocitos y al desarrollo de los blastocistos (Leroy et al., 2008), asi como
provocar una disminucion de la produccion de IGF-1, que esta asociada a alteraciones en la
foliculogénesis y la esteroidogénesis (Lucy et al, 1992; Butler et al., 2004). Un deficiente
estatus nutricional se ha asociado a las alteraciones metabolicas en el postparto y una peor
fertilidad, con retrasos en la ovulacion, mayores pérdidas de gestacion y peores tasas de
gestacion (Bisinotto et al., 2012).

Por otro lado, hay que tener en cuenta el efecto sobre la reproduccion de posibles
deficiencias de vitamina A y su precursor, el B-caroteno. Su funcidén principal, de la que
derivan la mayoria de sus efectos, es su accion antioxidante (Kleczkowski et al., 2004;
Quintela et al., 2008), que protege al organismo de los radicales libres producidos en el
metabolismo oxidativo. A nivel reproductivo, estos antioxidantes tienen numerosos efectos.
Intervienen en el crecimiento folicular (Schweigert y Zucker, 1988) y la esteroidogénesis
(Graves-Hoagland et al., 1988), asi como en la maduracion y la competencia de los ovocitos
(Shaw et al., 1995; Ikeda et al., 2005). Se ha reportado una correlacion entre los niveles de
vitamina A intrafoliculares y la concentracion de B-estradiol (Schweigert y Zucker, 1988), por
lo que ésta puede favorecer la expresion de celo y reducir el riesgo de alteraciones en la
ovulacion. Por otro lado, el B -caroteno puede tener efectos sobre la funcion lutea, ya que se
encuentra en concentraciones mucho mayores en el cuerpo lateo que en otros tejidos (Chew
et al., 1984; Graves-Hoaglad et al., 1988; Arikan y Rodway, 2001) y se ha observado una
correlacion entre los niveles del éste y de la P4 plasmatica (Rapoport et al., 1998). La
vitamina A favorece el desarrollo embrionario y placentario (Liu et al., 1993; Clagett-Dame y
Knutson, 2011), y mejora el ambiente oviductal y uterino (Liu et al., 1990; Mackenzie et al.,
1997), lo que reduce la mortalidad embrionaria. Se ha descrito también un efecto estimulador
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en el sistema inmune del B-caroteno (Chew, 1993; Michal et al., 1994; Jin et al., 2014) y la
deficiencia de B-caroteno y vitamina A, junto con la de vitamina E, también con efecto
antioxidante, se ha relacionado con un mayor riesgo de desarrollo de patologias postparto
(LeBlanc et al., 2004). Ademas, estos antioxidantes ejercen un efecto protector frente al estrés
térmico (Arechiga et al.,, 1998), cuyos efectos negativos sobre la reproduccion se han
comentado previamente. Por todo ello, se ha propuesto la suplementacion con estos
compuestos con el objetivo de mejorar el rendimiento reproductivo en vacas con SRC. Se ha
observado una mejora en la tasa de gestacion en estas vacas, asi como un aumento de los
niveles séricos de estradiol y P4 mediante la administracién de vitamina A junto a la primera
GnRH del protocolo Ovsynch (Manokaran et al., 2019). Se ha descrito una mejora
significativa de la tasa de gestacion mediante la suplementacién con B-caroteno en vacas con
SRC sometidas a estrés calorico, posiblemente debido a su efecto reductor del estrés
oxidativo (Khemarach et al., 2021). Se ha reportado un aumento de los niveles de P4 y
estradiol con la administracion de B-caroteno en el mismo momento de la sincronizacion
(Celik et al., 2009) vy, tras la administracion a vacas con SRC de dos dosis 10 mL de palmitato
de retinol (100.000 Ul/mL) via intramuscular con una diferencia de 30 dias, se ha observado
un aumento significativo del nimero de foliculos mayores de 10 mm. en las vacas tratadas en
comparacion con el grupo control (Dehkordi y Amanlou, 2023). Aunque en ambos estudios
se reportd una mejora de la TC en las vacas tratadas, esta no fue estadisticamente
significativa. Asimismo, se ha obtenido un aumento de la TC en vacas suplementadas con
vitamina A, D3 y E + &cidos grasos Omega 3 durante 20 dias (Gocher et al., 2020),
comenzando la suplementacion el primer dia del protocolo de sincronizacion de celos.

La suplementacion con acidos grasos poliinsaturados n3 (n-3 PUFA), presentes en el
aceite de pescado, se ha propuesto para reducir la incidencia del SRC por su efecto sobre la
funcion utero-ovarica y la supervivencia embrionaria (Teeli et al., 2019). La administracion
de n-3 PUFA desde 2 semanas antes hasta 2 semanas después de la IA se ha asociado a un
tamafio mayor del foliculo preovulatorio, niveles mas altos de P4 y a un aumento de la
transcripcion de ARNm de genes estimulados por IFNT.

La leptina es una hormona proteica secretada por el tejido adiposo que tiene una
funcién central en la regulacion del consumo de alimentos y la homeostasis energética
(Ninpetch et al., 2022). Ademas, la leptina tiene diversos efectos sobre la reproduccion,
describiéndose un papel estimulante sobre la secrecion de GnRH desde el hipotalamo (Caprio
et al., 2001) y sobre el desarrollo embrionario (Madeja et al., 2009). Se ha relacionado la
reduccion de los niveles de leptina durante el postparto en vacas de alta produccién con
alteraciones en el reinicio de la ciclicidad ovarica (Kadokawa et al., 2000; Mann et al., 2005).
Guzel y Tanriverdi (2014) observaron niveles reducidos de leptina en vacas SRC en
comparacion con vacas fértiles. Sin embargo, otro estudio no encontrd esas diferencias entre
los grupos comparados (Ninpetch et al., 2022), lo que podria deberse a variaciones respecto al
momento de la lactacion de las vacas incluidas en ambos estudios.
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Se han analizado los perfiles metabolicos de las vacas con SRC en busca de
marcadores que caractericen este sindrome, con resultados variables. Se han reportado niveles
mas bajos de glucosa (Guzel y Tanriverdi, 2014; Ahmed et al., 2017a; Widayati et al., 2018;
Barson et al., 2019; Sultana et al., 2022; Thangamuthu et al., 2024), de proteinas totales (PT)
y colesterol (CT) (Mondal y Paul, 2012; Amle et al., 2014; Widayati et al., 2018) en vacas
con SRC en comparacion con vacas fértiles. Se han observado también niveles
significativamente menores de albumina en vacas con SRC (Pandey et al., 2009; Amle et al.,
2014; Thangamuthu et al., 2024). Sin embargo, algunos estudios no han observado
diferencias significativas en el CT (Guzel y Tanriverdi, 2014) o en las PT (Guzel y
Tanrivedi., 2014; Barson et al., 2019; Rahman et al., 2020). Asimismo, se han observado
niveles mas bajos de insulina en estas vacas (Mimoune et al., 2017). Por otro lado, en vacas
con SRC se han detectado niveles de urea mas elevados (Pandey et al., 2009; Ahmed et al.,
2017a; Mimoune et al., 2017; Widayati et al., 2018; Barson et al., 2019; Thangamuthu et al.,
2024). En este sentido, Kurykin et al. (2011) relacionaron niveles elevados de urea en vacas
SRC con un mayor porcentaje de ovocitos anormales. Jung et al. (2021) observaron niveles
mas elevados de gamma-glutamil transferasa, indicador de alteraciones hepaticas; pero, a
diferencia de otros estudios, no encontraron variaciones significativas en otros parametros,
incluyendo, glucosa, creatinina, albumina, bilirrubina, urea, NEFA, PT, CT, triglicéridos,
calcio, magnesio, lactado deshidrogenasa, fosfatasa alcalina y creatina quinasa.

Por otra parte, las deficiencias minerales tienen un impacto negativo en la fertilidad
(Talukdar et al., 2016) y varios estudios han reportado niveles mas bajos de ciertos minerales
en vacas con SRC: zinc (Barui et al., 2015; Ahmed et al., 2017a), calcio y fésforo (Pandey et
al., 2009; Amle et al., 2014; Rahman et al., 2020), manganeso y hierro (Ahmed et al., 2017a)
y magnesio (Rahman et al., 2020).

1.2.6 Muerte embrionaria temprana

Una de las principales causas de SRC es la muerte embrionaria temprana (De Kruif,
1976; Levine, 1999). Existen multiples factores que afectan al desarrollo y reducen la
supervivencia embrionaria, como las alteraciones hormonales, ambiente uterino inadecuado
que impida o dificulte la implantacion del embridn, o ciertos factores ambientales, como el
estrés térmico. Ademds de estas condiciones, desarrolladas previamente, la mortalidad
embrionaria puede deberse a alteraciones genéticas. Por un lado, se sabe que la
consanguinidad tiene efectos negativos sobre el éxito reproductivo (Diskin y Morris, 2008;
Pérez et al., 2017). En vacas de raza Guernsey se observo que cada incremento del 1% en la
consanguinidad supone un aumento de 0,7 inseminaciones por gestacion, una reduccion de la
tasa de gestacion del 3,3% y un incremento de 2 dias en los dias abiertos (Hermas et al.,
1987). Se ha reportado que la consanguinidad materna esta asociada a reducciones en las
tasas de no retorno, con una disminucion del 1% a los 56 dias (Wall et al., 2003) y del 2% a
los 70 dias (Cassel et al., 2003) por cada aumento del 10% de consanguinidad. Del mismo
modo, se ha reportado que la consanguinidad de los embriones tiene un impacto negativo en
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la tasa de no retorno a los 70 dias, con una reduccion del 1% por cada aumento del 10% en la
consanguinidad (VanRaden y Miller, 2006). Ademas, se ha descrito un peor desarrollo
embrionario durante las dos semanas posteriores a la fecundacion en embriones de raza pura
y con alta consanguinidad, en comparacion con embriones procedentes de cruces (Lazzari et
al., 2011), lo que puede reducir la fertilidad.

Por otro lado, las anomalias cromosémicas pueden provocar muertes embrionarias y
se estima que éstas pueden ser la causa de aproximadamente el 20% de las pérdidas
embrionarias y fetales (King, 1990). En los embriones, los cambios cromosémicos se asocian
habitualmente con una reduccién del potencial de desarrollo o una menor viabilidad
(Kawarsky et al.,, 1996; King et al., 2006). Mediante el estudio cromosomico de los
embriones obtenidos tras la superovulacion de novillas Holstein, se observé que el 13% de los
embriones de 2-4 dias que pudieron ser estudiados presentaban alteraciones cromosomicas
(King et al., 1995). El mismo estudio sefial6 que probablemente estas anomalias se producian
durante o poco después de la fecundacidon, como consecuencia de que la fecundacion era
realizada también por un segundo espermatozoide o por fallo en la extrusion del corpusculo
polar. Las anomalias cromosdmicas pueden estar presentes en el genoma de la madre o del
padre y provocar infertilidad. Estas anomalias pueden presentarse como errores en el proceso
de formacion de gametos, en la fertilizacion o en el desarrollo temprano (Bilodeau-Goeseels y
Kastelic, 2003). El cambio cromosémico estructural mas cominmente detectado en bovinos
es la denominada translocacion robertsoniana o fusion céntrica, donde dos cromosomas se
fusionan en la region del centromero (Larkin y Farré, 2015). La translocacion 1/29, la mas
extendida de las translocaciones robertsonianas detectadas en el ganado vacuno, fue descrita
por primera vez en 1964 (Gustavsson y Rockborn, 1964) y posteriormente observada en
diversas razas de varios paises (Ducos et al., 2008). Los animales que la sufren presentan una
reducida fertilidad debido a que producen gametos y zigotos anormales, lo que da lugar a
muertes embrionarias tempranas (Gustafsson, 1979; Schmutz et al, 1991; Lonergan et al.,
1994). Un estudio en vacas con SRC reportd que el 14.3% de los animales presentaban
aberraciones cromosomicas, incluyendo la translocacion 1/29 asi como anomalias de los
cromosomas sexuales (Maurer y Echternkamp, 1985). Se ha descrito también la deficiencia
de uridina monofosfato sintasa (DUMPS), una condicidén genética recesiva (Robinson et al.,
1984) que provoca muertes embrionarias alrededor del dia 40 de gestacion (Shanks y
Robinson, 1989). En el caso de este defecto, las pruebas en toros empleados en A para
detectar DUMPS han reducido significativamente la frecuencia de toros heterocigotos y de
embriones homocigotos recesivos (VanRaden y Miller, 2006). Ademds, en los ultimos afios
se han identificado varios haplotipos recesivos que no se presentan en homocigosis en la
poblacién, por lo que se considera que albergan alelos letales (VanRaden et al, 2011b). Estos
haplotipos afectan a la fertilidad y provocan mortalidad pre y postnatal en varias razas (Fritz
et al., 2013; McClure et al., 2014), y se ha reportado que varios de ellos dan lugar a muertes
embrionarias (VanRaden et al., 2011a; Cooper et al., 2014; McClure et al., 2014; Fritz et al.,
2018; Hoz¢é et al., 2020). Actualmente, es posible detectar a los animales portadores de estos
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haplotipos mediante técnicas gendmicas para evitar su empleo en reproduccion (Cole et al.,
2022; Wiggans y Carrillo, 2022).

1.2.7 Influencia de otras patologias
1.2.7.1 Mastitis

La mastitis es una infeccion muy frecuente en las vacas lecheras (Schrick et al.,
2001) que genera grandes pérdidas economicas y afecta negativamente a la produccion y la
reproduccion (Soto et al., 2003; Hansen et al., 2004; Halasa et al., 2007). Se ha demostrado
que la mastitis reduce la fertilidad (Hertl et al., 2010), provocando el aumento del IPIF
(Schrick et al., 2001; Santos et al., 2004a; Wilson et al., 2008), un mayor riesgo de pérdida de
gestacion (Chebel et al., 2004; Santos et al., 2004a) y reduciendo la TC (Santos et al., 2004a;
Hertl et al., 2014) un 23% en el caso de la mastitis clinicas y un 14% en las mastitis
subclinicas (Lavon et al., 2011a). El recuento de cé¢lulas somaticas (RCS) estd ligado a la
actividad inmunolégica celular y su aumento en leche es un indicador de inflamacion
intramamaria. Altos RCS se han asociado a una reduccion en la TC, mayor riesgo de pérdida
de gestacion y un aumento del intervalo parto-1* IA (Schrick et al., 2001; Lavon et al., 201 1a;
Lomander et al., 2013; Bijker et al., 2015). Se ha reportado una correlacion positiva entre el
SRC y una elevada incidencia de mastitis clinicas en el rebafio (Gustafsson y Emanuelson,
2002) y un riesgo 2,63 veces mayor de desarrollo de SRC en vacas que habian sufrido
mastitis (Befekadu et al., 2023).

Los efectos de la mastitis sobre la reproduccion se deben a varios mecanismos. Por un
lado, durante la infeccion se estimula la sintesis de citoquinas proinflamatorias,
particularmente TNFa, IL-1, IL-6 e IL-8 (Rambeaud et al., 2003; Soto et al., 2003; Herath et
al., 2009). Estas citoquinas alteran la funcidén ovdrica asi como la actividad endocrina del
hipotalamo y la hipéfisis (Sheldon et al., 2014), aumentan la mortalidad embrionaria (Hansen
et al., 2004) e inducen la produccion de PGF2a (Skarzynski et al., 2000), que afecta a la
maduracion de los ovocitos y provoca luteolisis (Huszenicza et al., 2005); y 6xido nitrico, que
perjudica el desarrollo embrionario (Risco y Dahl, 2018). Por otro lado, las endotoxinas
producidas por las bacterias, como el LPS, fomentan la produccion factores proinflamatorios
y actuan sobre el eje hipotalamico-hipofisario-ovarico inhibiendo de la produccion de GnRH
(Battaglia et al., 2000), reduciendo o impidiendo el pico de LH y alterando asi la ovulacion.
Se ha demostrado también que la mastitis provoca una disminuciéon de los niveles de
estrogenos, que a su vez disminuyen o suprimen el pico de LH (Hockett et al., 2005; Lavon et
al., 2010). En vacas con mastitis subclinica, se ha reportado una reduccion a nivel folicular de
las enzimas esteroidogénicas, lo que da lugar a una baja concentracion folicular de hormonas
esteroideas (androstenediona y estradiol) y de estradiol plasmatico alrededor del estro (Lavon
et al., 2011b). Ademas, el LPS tiene efectos perjudiciales sobre el desarrollo embrionario,
reduciendo su calidad y viabilidad (Soto et al., 2003). Por otra parte, durante estos procesos se
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produce un aumento de los niveles de cortisol, que reduce la secrecion de GnRH vy la
produccion de LH (Dobson et al., 2003; Wolfenson et al., 2015).

1.2.7.2 Cojeras

La cojera influye negativamente en el rendimiento reproductivo de las vacas
lecheras (Collick et al., 1989; Melendez et al., 2003; Garbarino et al., 2004; Walsh et al.,
2007; Alawneh et al., 2011; Dogra et al., 2020). Kara et al. (2011) observaron un aumento de
la incidencia del SRC en vacas que presentaban cojera. Varios estudios han observado un
intervalo parto-1* IA mayor (Barkema et al., 1994; Kilic et al., 2007; Charfeddine y Pérez-
Cabal, 2017; Mellado et al., 2018), un IPIF mas prolongado (Bakerma et al., 1994; Hernadndez
et al., 2001; Kilic et al., 2007; Mellado et al., 2018) y un mayor nimero de servicios por
concepcion (Hernandez et al., 2001; Melendez et al., 2003) en vacas que presentaban cojera
que en vacas sanas. Se ha observado también que las vacas que presentan cojeras en los
primeros 30 dias postparto tienen una mayor probabilidad (2,6 veces) de desarrollar quistes
ovaricos (Melendez et al., 2003).

Ademas de la influencia de los procesos inflamatorios e infecciosos, comentada
previamente, el efecto perjudicial de las cojeras sobre la reproduccion puede deberse también
a que generan dolor y estrés (Whay et al., 1997; Melendez et al., 2003). Esto produce un
aumento plasmatico de glucocorticoides y catecolaminas, que alteran la regulaciéon hormonal
del desarrollo folicular y la ovulacion. Walker et al. (2008) estudiaron el efecto como estresor
cronico de la cojera sobre el celo y concluyeron que esta no afectaba a la frecuencia de
presentacion del estro, pero observaron una reduccion de su intensidad que atribuyeron a una
concentracion de P4 menor en los dias previos al estro en las vacas cojas. La reduccion de la
actividad motora de las vacas cojas puede llevar a que permanezcan tumbadas durante
periodos més prolongados y alteren sus patrones de alimentacion (Olechnowicz y Jaskowski,
2011). Esto puede conducir hacia una pérdida de peso y presentacion de BEN, que tiene
efectos perjudiciales sobre el desarrollo folicular (Butler, 2003). Morris et al. (2011)
estudiaron el efecto de las cojeras sobre la respuesta reproductiva de vacas entre 30 y 80 dias
postparto sincronizadas con GnRH y seguida de PGF2a 7 dias después. En ese estudio, el
21% de las vacas cojas no expreso celo o no ovuld y el 29% no produjo un foliculo funcional
en respuesta a la estimulacion hormonal exdgena, debido a una frecuencia reducida de los
pulsos de LH, concentraciones bajas de estradiol o a la ausencia del pico de LH.

1.3 DIAGNOSTICO

La variedad de causas implicadas en el desarrollo del SRC requiere el empleo de
numerosas técnicas para su correcto diagndstico (la mayoria descritas en los apartados
correspondientes). En primer lugar, seria necesario contar con la historia clinica detallada de
los animales y llevar a cabo una exploracion fisica completa. Diversas técnicas permiten
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evidenciar alteraciones de las estructuras del tracto reproductivo y la presencia de infecciones
clinicas o secreciones anormales, asi como evaluar la actividad ovarica, y algunas de ellas se
emplean de forma rutinaria en las explotaciones de ganado vacuno. Estas técnicas incluyen la
inspeccion visual de los genitales, el empleo de la mano enguantada, un vaginoscopio y/o
metricheck (McDougall et al., 2007; Pleticha et al., 2009; Ryan et al., 2020), la palpacién
rectal de las estructuras reproductivas (Lewis, 1997; Hanzen et al., 2000) y su estudio
ecografico (Edmondson et al., 1986; Jones y Beal, 2003). Sin embargo, el diagndstico del
SRC requeriria, en muchos casos, la inclusion de técnicas adicionales. La realizacion de
cultivos bacterianos permite el diagnostico de infecciones del tracto reproductivo (Studer y
Morrow, 1978; Lewis, 1997; Bondurant, 1999). La citologia es una técnica tutil para el
diagnostico de ES (Kasimanickam et al., 2004; Barlund et al., 2008; Madoz et al., 2013), asi
como la biopsia uterina, que permite evidenciar de forma precisa las alteraciones
endometriales y evaluar el grado de infiltracion celular y/o los cambios morfologicos
celulares (Gilbert et al., 2005; Fuentes et al., 2018; Parikh et al., 2022). Asimismo, se pueden
evaluar las alteraciones hormonales y la funcion ovarica mediante la realizacion de perfiles
hormonales y la determinacion de los niveles de P4 en leche, para lo que existen tests de
ELISA (Claycomb et al., 1998; Waldmann et al., 2001; Samsonova et al., 2018). Por otro
lado, la evaluacion de la permeabilidad oviductal permitiria detectar animales con
obstrucciones tubaricas (Kauffold et al., 2009; Garrido et al., 2019). Sin embargo, ya sea por
su complejidad técnica o por el tiempo y/o recursos que requieren, el uso de estas técnicas a
nivel de granja resulta inviable en muchas ocasiones. Ademas del estudio individual de los
animales, es fundamental evaluar el manejo reproductivo y nutricional de la explotacion,
asi como los factores ambientales que pudieran estar implicados en el desarrollo del
sindrome.

1.4. FACTORES DE RIESGO
1.4.1 Edad

La edad avanzada afecta negativamente la fertilidad y se ha asociado a un mayor
riesgo de aparicion del SRC (Moss et al., 2002; Asaduzzaman et al., 2016; Hasib et al. 2020;
Eshete et al, 2023). Una de las causas de este efecto puede ser la reduccion en la calidad de
los ovocitos que se ha observado en vacas de mas edad (Alvarez et al., 2018). La edad
avanzada también se ha relacionado con anormalidades ovaricas y fallos en la ovulacion, que
pueden estar debidos a alteraciones en la produccion de hormonas hipotaldmicas o
hipofisarias, o a la incapacidad de los ovarios para responder adecuadamente (Bulman y
Lamming, 1978). El efecto de la edad sobre la incidencia del SRC puede deberse también a
una mayor incidencia de patologias como la hipocalcemia, distocia y retencion de placenta en
vacas mas viejas (Moss et al, 2002), que afectan negativamente a la fertilidad posterior.
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1.4.2 Nimero de parto

Diversos estudios han relacionado el nimero de parto con la incidencia del SRC, que
aumenta en vacas con 3 o mas partos (Moss et al., 2002; Nishi et al., 2018; Bonneville-Hébert
et al., 2011; Asaduzzaman et al., 2016; Balasundaram et al., 2016; Eshete et al, 2023).
Posiblemente, este efecto sea debido al riesgo de desarrollo de patologias reproductivas
durante el parto (distocia, cesarea, retencion de placenta) y el postparto (involucion uterina
inadecuada, inflamacion) (Pérez-Marin y Quintela, 2023), que pueden producirse en los
sucesivos partos. Por otro lado, en algunos estudios se ha observado una mayor incidencia de
SRC en el primer parto (Gustafsson y Emanuelson, 2002; Yusuf et al., 2010; Asaduzzaman et
al.,, 2016; Crivei et al., 2019), que podria deberse a una mayor dificultad de las vacas
primiparas para adaptarse a las demandas metabodlicas de la lactacion. Sin embargo, en
algunos estudios no se ha observado una asociacién entre este factor y un aumento en la
incidencia del SRC (Matubber et al., 2018; Malik et al., 2019; Hasib et al, 2020; Jeong y Kim,
2022).

1.4.3. Patologias periparto

Las alteraciones reproductivas, como la distocia, la retencion placentaria, la metritis
y la endometritis aumentan el riesgo de aparicion del SRC (Bonneville-Hébert et al., 2011;
Nath el al., 2014; Matubber et al., 2018; Crivei et al., 2019; Hasib et al., 2020; Jeong y Kim,
2022; Eshete et al, 2023), probablemente debido a una alteracion del ambiente uterino. El
periparto es un periodo de alto riesgo para el desarrollo de enfermedades, debido que se
producen una serie de adaptaciones metabdlicas y hormonales que dan lugar a una
inmunodepresion que abarca aproximadamente desde 2 semanas preparto hasta 3 semanas
postparto (Leblanc et al., 2011). Ademas, las infecciones retrasan la involucién uterina y
estdn asociadas a alteraciones en la concentracion de P4 y al retraso en el reinicio de la
actividad ovarica (Mateus et al., 2002). Patologias como la hipocalcemia puerperal (Crivei et
al., 2019) y otras alteraciones metabolicas (Jeong y Kim, 2022) han sido asociadas al SRC.
En otros estudios se ha observado el efecto negativo sobre la fertilidad de las alteraciones
metabolicas, incluyendo la hipocalcemia y el desplazamiento de abomaso (Loeffler et al.,
1999; Brodzki et al., 2015). Estas patologias afectan a la activacion del sistema inmune y a la
funcién de los neutrofilos (Hammon et al., 2006; LeBlanc, 2014), por lo que favorecen el
desarrollo de enfermedades uterinas (Dubuc et al., 2010b; Cheong et al., 2011; Williams,
2013). Asimismo, la reanudacion anormal de la ciclicidad ovarica en el postparto se ha
asociado con un aumento de la incidencia del SRC (Bulman y Lamming, 1978; Yusuf et al.,
2010). Estas alteraciones pueden estar relacionadas con el BEN que ocurre en el periparto y
que puede dar lugar a desequilibrios hormonales que, a su vez, provocan alteraciones en la
ovulacion, fallos en la fertilizacion y muertes embrionarias tempranas (Bulman y Lamming,
1978; Bége et al., 2002; Diskin y Morris, 2008). Ademas, se ha observado un riesgo mayor de
desarrollo de SRC en las vacas que habian sido repetidoras en la lactacion anterior
(Gustafsson y Emanuelson, 2002; Moss et al., 2002).
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1.4.4 Produccion lactea

La alta produccion lactea se ha relacionado con un mayor riesgo de SRC (Gustafsson
y Emanuelson., 2002; Nath et al., 2014; Asaduzzaman et al., 2016; Malik et al., 2019;
Befekadu et al., 2023). Las vacas de mayor produccion estan sometidas a un mayor estrés y a
elevadas demandas nutricionales, lo que puede dar lugar a una mayor incidencia de
alteraciones metabolicas (Gustafsson y Emanuelson, 2002). El estatus metabolico afecta a la
funcion reproductiva a nivel sistémico, modulando la producciéon de GnRH y/o de
gonadotropinas hipofisarias, y a nivel ovarico, alterando el crecimiento folicular y la
esteroidogénesis (Garcia-Garcia, 2012). Ademas, las vacas de alta produccidon presentan un
elevado aclaramiento hepatico de las hormonas esteroideas, lo que provoca alteraciones en la
manifestacion de celo y en el establecimiento de la gestacion (Sangsritavong et al., 2002;
Wiltbank et al., 2014). Sin embargo, otros estudios no han encontrado asociacién entre la
produccion lactea y la incidencia de SRC (Jeong y Kim, 2022). En este sentido, otros autores
no han observado asociacién entre una reducida fertilidad y la elevada producciéon lactea,
reportando de hecho mejores parametros reproductivos en los animales mas productores y
concluyendo que los efectos negativos en el desempefio reproductivo pueden deberse a un
manejo inadecuado de este tipo de vacas (Santos et al., 2004b; Lopez-Gatius et al., 2006;
LeBlanc, 2010).

1.4.5 Raza

Algunos estudios han asociado ciertas razas con una mayor incidencia del SRC.
Particularmente, se ha observado que en paises con climas célidos las vacas cruzadas con raza
Holstein sufren una mayor incidencia de SRC en comparacion con las razas locales (Nishi et
al, 2018; Mandefro y Negash, 2014; Asaduzzaman et al., 2016; Malik et al., 2019). Este
efecto posiblemente se debe a una peor adaptacion a las condiciones climaticas de las vacas
de raza Holstein, asi como a su menor rusticidad.

1.4.6 Tamafio del rebafio y tipo de sistema productivo

En rebafios extensivos y semi-intensivos, asi como en los de mediano y gran tamafio
se ha observado una mayor incidencia de SRC (Eshete et al., 2023), lo que podria deberse a
aspectos de manejo, como una mejor deteccion de celos en los rebafios pequeiios
(Asaduzzaman et al., 2016) o una mayor capacidad de los ganaderos para atender a los
animales en el momento del parto, asi como para detectar animales enfermos. Otros estudios
observaron una reduccion de la incidencia del SRC a medida que aumentaba el tamano del
rebano (Gustafsson y Emanuelson, 2002; Befekadu et al., 2023) y lo atribuyeron a una
posible dedicacion a tiempo parcial de los ganaderos en los rebafios mas pequefios. Por otro

57



SOFIA LARA VILLAR FERNANDEZ

lado, Jeong y Kim (2022) no observaron relacion entre el tamafio del rebafio y la incidencia
de SRC.

1.4.7 Intervalo parto-1* IA

Un intervalo corto entre el parto y la primera IA se ha asociado con una mayor
incidencia de SRC (Gustafsson y Emanuelson, 2002; Yusuf et al., 2010) y se ha reportado un
riesgo significativamente menor de sufrir el SRC en aquellas vacas inseminadas después de
los 80 dias postparto en comparacion con las inseminadas < 80 dias después del parto (Jeong
y Kim, 2022). Esto puede deberse a que periodos de espera mas largos permiten el
establecimiento de una mejor salud uterina, la reduccion de la inflamacion sistémica y el
restablecimiento de la ciclicidad ovarica (Stangaferro et al., 2018). Ademas, los intervalos
parto-IA cortos se han asociado con una mayor posibilidad de diagnostico de ES (Diaz-
Lundahl et al., 2021), que se reduce significativamente a partir de los 123 DEL (Pascottini et
al., 2017).

1.4.8 Condicion corporal (CC)

Se ha reportado una incidencia mayor de SRC en vacas con una CC pobre que en
aquellas con una CC media o buena (Asaduzzaman et al., 2016; Malik et al., 2019; Eshete et
al., 2023; Befekadu et al., 2023; Datrianto et al., 2024). La pérdida de CC en el postparto se
ha relacionado con una reduccion de la fertilidad (Gillund et al., 2001; Pryce et al., 2001).
Una CC baja en el momento de la primera 1A (<2.50) y una pérdida de CC en las tres
primeras semanas postparto se han relacionado con una reduccion de la TC, asi como con una
reduccion de la calidad de los embriones (Carvalho et al., 2014). La baja CC esta relacionada
con el BEN que sufren las vacas lecheras al inicio de la lactacion y que tiene efectos
negativos sobre la fertilidad (Butler, 2003). Sin embargo, en varios estudios no se ha
observado asociacion de la CC con la incidencia de SRC (Yusuf et al., 2010; Jeong y Kim,
2022) o su influencia no era significativa (Nishi et al., 2018).

1.5 ENFOQUES TERAPEUTICOS
1.5.1 Tratamientos hormonales
1.5.1.1 Hormona liberadora de gonadotropina (GnRH)
a. En el momento de la IA o en el ciclo anterior

La reducida fertilidad de las vacas SRC se debe, en algunos casos, a defectos

en la ovulacién, que tienen su origen en alteraciones hormonales (Duchens et al., 1996;
Gustafsson y Emanuelson, 2002; Parmar, 2015). Se han observado efectos positivos de la
administracion de GnRH en el momento de la IA a vacas con SRC, debido a que estimula la
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produccion de LH y FSH, asegurando la ovulacién y evitando asincronias hormonales. Se ha
reportado que la administracion de buserelina en el momento de la [A incrementa las tasas de
gestacion (Sharma et al., 2006; Murugavel et al., 2020) asi como la concentraciéon de P4 en
los dias 6 y 22 (Selvaraj et al., 2001; Murugavel et al., 2020), y este efecto también se ha
observado cuando es administrada el dia 12 del ciclo previo a la IA (Selvaraj et al., 2001),
presentando un efecto dosis-dependiente (Kharche y Srivastava, 2007). Asimismo, se ha
demostrado un aumento significativo de la TC mediante el tratamiento con lecirelina en el
momento de la IA (Anjum et al, 2010). Aunque el efecto positivo sobre la fertilidad se
obtiene con una sola IA combinada con el tratamiento hormonal, se ha descrito también el
uso de GnRH en combinacion con una doble IA (Stevenson et al., 1990; Sharma et al., 2006).

b. Después de la 1A

Debido a que una de las causas de SRC puede ser una deficiencia de P4, en
ocasiones debida a su aclaramiento hepatico aumentado (Sangsritavong et al., 2002; Wiltbank
et al., 2014), la formacién de un cuerpo liteo accesorio puede favorecer el mantenimiento de
la gestacion. Asimismo, el mantenimiento de los niveles de P4 en los dias previos al
reconocimiento materno de la gestacion es importante para la supervivencia embrionaria
(Mann y Lamming, 2001). En base a ello, diversos estudios han evaluado el efecto del
empleo de GnRH después de llevar a cabo la IA sobre la fertilidad en vacas SRC. Se ha
observado que la administracion de gonadorelina en los dias 7-14 posteriores a la 1A
estimula el desarrollo de un segundo cuerpo luteo, favoreciendo el desarrollo embrionario y
mejorando las tasas de gestacion (Bors et al., 2023). Se han obtenido también resultados
positivos con su administracion el dia del estro y la repeticion del tratamiento 12 dias después
(Hasan et al, 2021). Del mismo modo, se ha evaluado el efecto sobre la fertilidad de
depherelina en dosis normal (100 pg) y doble dosis (250 pg) durante la fase latea temprana
(5-7 dias tras la TA) (Lopez-Gatius y Garcia-Ispierto, 2020). El tratamiento con dosis elevadas
resultd en una mejora de la tasa de gestacion y ambas dosis aumentaron la probabilidad de
desarrollo de cuerpos ltuteos accesorios, lo que puede favorecer la supervivencia embrionaria.
Por otro lado, el empleo de buserelina ha demostrado mejorar significativamente las tasas de
gestacion cuando es administrada 5 o 12 dias tras la IA (Birhanu et al., 2014; Pirokad et al.,
2022), asi como con el empleo de dos dosis: en el dia del estro y 10-14 dias después
(Dodamani et al., 2010), asi como 6 horas antes de la A y 12 dias después (Dadarwal et al.,
2007). Sin embargo, otros estudios describen que la administracion de GnRH a los 5-6 dias
(Khoramian et al., 2011) o a los 12 dias después de la IA (Ergene, 2012) no mejora la tasa de
gestacion en comparacion con las vacas no tratadas.
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1.5.1.2 Gonadotropina corionica humana (hCG)

La hCG es una glicoproteina producida por el embriéon humano durante los
primeros dias tras la fecundacion y posteriormente por las células del sincitiotrofoblasto
placentario (Stenman et al., 2006; de Medeiros y Norman, 2009). Es un potente agonista de la
LH e induce la ovulacion (Rizos et al., 2012), ejerciendo su accion mediante la union directa
a los receptores de LH de las células luteales (Stevenson et al., 2007). Se ha empleado como
tratamiento en vacas SRC, obteniéndose mejoras en la TC mediante su administracion en el
momento de la IA (Patel et al., 2005; Parmar et al., 2013; Senthil Kumar et al., 2014), asi
como entre 4 y 6 dias tras la IA (Khoramian et al., 2011; Alnimer et al., 2015; Pandey et al.,
2016; Kunde et al., 2018; Singh et al., 2020). Ademas, la administraciéon de hCG se ha
asociado a la formacion de un cuerpo luteo accesorio (Pandey et al., 2016; Singh et al.,
2020a), asi como a concentraciones plasmaticas de P4 mas elevadas (Patel et al., 2005;
Alnimer et al., 2015; Kunde et al., 2018; Singh et al., 2020a), incrementando la fertilidad y
favoreciendo la supervivencia embrionaria (Thatcher et al., 2003). Sin embargo, Walton et al.
(1990) no obtuvieron una mejora de la tasa de gestacion tras la administracion de hCG 5 dias
post-IA a vacas con SRC, a pesar de observar un aumento significativo de los niveles de P4
sérica.

1.5.1.3 Progesterona (P4)

Debido a la influencia de la P4 en el desarrollo folicular y en el mantenimiento de
la gestacion, su deficiencia puede causar el SRC. En base a ello, varios estudios han evaluado
los efectos del tratamiento con P4 sobre la fertilidad de vacas con SRC.

a. Antes de la 14

Se han observado mejores TC en vacas con SRC con su uso previo a la
administracion de PGF2a y de la IA (Rajkumar et al., 2018; Sarath et al., 2019), asi como con
su inclusion en el protocolo Ovsynch (Jayaganthan et al., 2016a), lo que evita asincronias
hormonales en el momento del estro.

b. Después de la 1A

Se han obtenido mejoras en la TC con el uso de dispositivos intravaginales de P4
colocados tras la IA, manteniéndolos entre los dias 5 y 9 (Ghasemzadeh et al., 2007), 5 y 13
(Reshma et al., 2020), 5 y 18 (Chaudhari et al., 2015) 0 5 y 19 post-IA (Villarroel et al., 2004;
Ghasemzadeh et al., 2007; Izumi et al., 2020). Esta suplementacion adicional asegura
concentraciones suficientes de P4 durante el periodo critico de la gestacion temprana y
fomenta el crecimiento embrionario.
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Sin embargo, en varios estudios no se han observado mejores TC con el empleo de
estos dispositivos en vacas con SRC (Walton et al., 1990; Ergene, 2013; Pandey et al., 2016).

1.5.1.4 PGF2a

La administracion de PGF2a en vacas con un cuerpo luteo sensible provoca
luteolisis e induce el estro, favoreciendo la eliminacion de la contaminacion bacteriana del
utero (Kasimanickam et al., 2005b). Ademas, puede mejorar la respuesta inmune al eliminar
el efecto inmunosupresor de la P4 (Lewis, 2004). Se ha reportado una disminucion del
porcentaje de vacas que desarrollan SRC mediante el tratamiento con PGF2a a partir de 14
dias postparto (Sani et al., 2016), probablemente debido a que favorece la expulsion de
patogenos y residuos de la luz uterina mediante las contracciones miometriales, unido al
restablecimiento de la ovulacién. Asimismo, se ha planteado el empleo de PGF2a para el
tratamiento de vacas con ES que, como se ha mencionado anteriormente, estd muy
relacionado con el SRC. Kasimanickam et al. (2005b) describieron un aumento de la tasa de
gestacion en vacas ES tratadas con cloprostenol en los dias 21-33 postparto comparadas con
las vacas control. Sin embargo, otros estudios no han observado una reduccidon en la
incidencia de ES ni una mejora de la fertilidad tras el tratamiento con PGF2a los dias 21,35 y

49 postparto (Galvao et al., 2009a), ni en los dias 25 * 3 y/o 39 + 3 postparto (Lima et al.,
2013).

1.5.1.5 Protocolos de sincronizacion de la ovulacion

Los protocolos hormonales para la realizacion de IA a tiempo fijo (IATF) permiten
controlar el crecimiento folicular, la luteolisis y la ovulacion (Chebel, 2011), y se usan
habitualmente para mejorar la fertilidad y facilitar el manejo de la IA (Lamb et al., 2010;
Mellado et al., 2012). Debido a que el SRC puede estar causado por ciertas alteraciones
hormonales que dan lugar a fallos en la foliculogénesis, la ovulacion y la actividad lutea, su
empleo permite mejorar el rendimiento reproductivo en estos animales, ademas de eliminar la
necesidad de deteccion de celos (Pursley et al., 1995).

El protocolo Ovsynch consiste en la administracion de una combinacion de
GnRH+PGF20+GnRH (Pursley et al., 1995). Este protocolo y sus modificaciones se emplean
habitualmente en el manejo reproductivo de las vacas lecheras y varios estudios han descrito
la mejora de las tasas de gestacion en vacas con SRC (Barolia et al., 2016; Jayaganthan et al.,
2016b; Manokaran et al., 2016; Cenariu y Jospe, 2017; Karki et al., 2018; Singh et al., 2019;
Rajkumar et al., 2023). Mediante la combinacién del Ovsynch junto al uso de un dispositivo
intravaginal de P4 durante los primeros 7 dias del protocolo, se ha obtenido una TC del 61%
(Ghuman et al., 2012) y con la administracion adicional de GnRH 7 dias después de la IA, se
han observado TC y tasas de pérdidas embrionarias similares a las de vacas sanas (Keskin et
al., 2010). También se ha descrito una mejora de la fertilidad mediante el uso del protocolo
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G6G, administrando PGF2a (dia 0) + GnRH (dia 2) y comenzando un protocolo Ovsynch 6
dias después (Ahmed et al., 2017b). Se ha observado asimismo que la sincronizacion de vacas
repetidoras mediante la administracion de dos dosis de PGF2a con 11 dias de diferencia junto
una GnRH administrada en el momento de la A resulta en una mejora de la TC y un
porcentaje mayor de vacas que manifiestan el celo (Kadagi et al., 2022). Los protocolos que
combinan estradiol con P4, PGF2a, estradiol y/o GnRH han resultado en ondas de desarrollo
folicular y ovulaciones sincrénicas en vacas con SRC (Kim et al., 2007). En un estudio
realizado con vacas con SRC que combind el uso de estradiol, PGF2a y GnRH se obtuvo una
mejor tasa de gestacion, niveles mas elevados de estradiol y P4, asi como una mejora en la
deteccion de celos, cuando se empleaba un dispositivo liberador de P4 durante los 7 primeros
dias del protocolo (Alnimer y Husein, 2007), lo que esta en linea con los resultados de
Mellado et al. (2012). Chaikol et al. (2022) evaluaron un protocolo de 7 dias en novillas con
SRC que combinaba P4-GnRh+PGF2a y concluyeron que la tasa de gestacion y el tamafio del
foliculo preovulatorio eran mayores en los animales que tenian un CL al inicio del protocolo.
Sin embargo, ciertos factores pueden tener una influencia negativa sobre la fertilidad en vacas
sometidas a estos protocolos, como los picos de lactacion altos, una elevada concentracion de
proteina en la leche, el nimero de servicio, el nimero de lactaciéon, un alto indice
temperatura-humedad (ITH) y periodos secos cortos (Mellado et al. 2012).

Por otro lado, se ha propuesto el uso de protocolos de sincronizacién para mejorar la
eficacia de la transferencia de embriones a vacas SRC. Empleando un protocolo que
combinaba GnRH, un implante de P4, estradiol y PGF2a (sin deteccion de celo), Rodrigues et
al. (2010) obtuvieron un porcentaje mayor de vacas transferidas y una tasa de gestacion
mayor que en vacas que habian recibido solo una PGF2a para inducir el estro. Ademas, este
protocolo permitia el empleo como receptoras de vacas sin CL al inicio de la sincronizaciéon y
eliminaba la necesidad de detectar el celo. Son et al. (2007) emplearon un protocolo similar
para la sincronizacion de vacas repetidoras y obtuvieron una tasa de gestacion
significativamente mayor en vacas transferidas en comparacion con las que fueron
inseminadas tras el mismo protocolo y con las vacas control (PGF2a+IA).

1.5.2 Antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)

Los mediadores de la inflamacion, como el TNFa y las IL, ejercen diversos efectos
sobre la reproduccion, alterando la funcidén ovérica, el desarrollo folicular, la competencia de
los ovocitos y la supervivencia embrionaria (Karsch et al., 2002; Baravalle et al., 2015;
Ribeiro y Carvalho, 2018; Risco y Dahl. 2018). Ademas, estimulan la sintesis de PGF2a
(Skarzynski et al., 2000; Tanikawa et al, 2008), otro mediador de la inflamacion que ademas
provoca la luteolisis, dando lugar a pérdidas embrionarias (McCraken et al., 1999; Rathbone
et al., 2001). El acido araquidonico, presente en la membrana celular, es el precursor de las
prostaglandinas, cuya sintesis se produce mediante el efecto de varias enzimas, comenzando
por la ciclooxigenasa (COX) (Brock et al., 1999; Marnett et al., 1999) (Figura 1). Debido a
que los AINEs actian inhibiendo esta via enzimatica, y teniendo en cuenta el efecto negativo

62



1. Introduccion

que ejerce la inflamacion sobre la reproduccion, su empleo se ha propuesto para mejorar el
desempefio reproductivo en vacas (Paksoy y Das, 2013; Jaskowski et al., 2021). Sin embargo,
los estudios acerca del tratamiento del SRC con estos farmacos son escasos.

Fosfolipidos de membrana

Fosfolipasa A2
 J
Acido araquiddnico Lipoxigenasa (LOX)

Ciclooxigenasa (COX)

Leucotrienos

v
Prostaglandina G2
(PGG2)

Peroxidasa

Tromboxano Prostaglandina H2 Prostaciclina

smt‘etasa/ (PGH2) \mtetasa

Tromboxano A2 Prostaglandina Prostaciclina (PGI2)
sintetasas

Prostaglandina F2a (PGF2a)
Prostaglandina E2 (PGE2)
Prostaglandina D2 (PGD2)

Figura 1. Sintesis de las prostaglandinas

Amiridis et al. (2009) obtuvieron TC en vacas con SRC tratadas con una combinacion
de meloxicam + GnRH + P4 significativamente mas altas (35,7%) que las obtenidas en las
tratadas con GnRH y las no tratadas (20% y 17,76%, respectivamente). En un estudio
realizado con 32 vacas repetidoras por Singh et al. (2020c), se obtuvo un aumento del nivel
de P4 sérica y de la tasa de prefiez cuando se administraba una combinacion de acetato de
buserelina en el momento de la IA + P4 4, 5y 6 dias post-l1A + acido tolfenamico 16, 17 y 18
dias post-1A, en comparacion con las vacas control y con las tratadas solo con acetato de
buserelina o acetato de buserelina + P4.

Por otro lado, se ha propuesto el uso de AINEs para el tratamiento de la ES, una de las
causas del SRC, en la que se produce un estado de inflamacion persistente que afecta al
endometrio y al eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario. Priest et al. (2013) estudiaron los efectos del
carprofeno en vacas diagnosticadas con ES a los 14 dias postparto mediante una citologia
endometrial (punto de corte utilizado: >14% PMN). Estos investigadores administraron via
subcutanea 3 dosis a intervalos de 3 dias entre los 21 y los 31 dias postparto y observaron que
el tratamiento no tuvo efecto en el porcentaje de PMN a los 42 dias postparto ni en la
produccién lactea, pero mejoro la tasa de prefiez y la funcionalidad hepética en las vacas
tratadas en comparacion con las vacas control. Sin embargo, en un estudio realizado por
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Meier et al. (2014) en el que se trataron con carprofeno vacas en la primera o tercera semana
postparto, no se obtuvieron mejores resultados en la produccién lactea, los indicadores de
salud metabdlica, ni la eficiencia reproductiva.

Recientemente se ha evaluado el efecto de varios AINEs en la modulacion de la
inflamacion endometrial en un modelo in vitro (Crookenden et al., 2023) mediante la
medicion de marcadores de la inflamacion (SAA y alfa-1-glicoproteina acida) y de la
expresion de genes implicados en vias inflamatorias. En base a los resultados de este estudio,
los autores recomiendan el empleo de flunixin meglumine, meloxicam y acido tolfenamico en
la realizacion investigaciones adicionales in vivo debido a su capacidad para prevenir un
aumento de la inflamacion uterina in vitro.

En varios estudios se ha valorado el efecto de los AINEs para mejorar la
supervivencia embrionaria. Heuwieser et al. (2011) estudiaron el efecto de la administracion
de carprofeno en la IA de vacas lecheras, debido a que esta implica una manipulacién uterina,
lo que puede provocar inflamacion endometrial que se ha asociado a un aumento de la
secrecion de prostaglandinas (Wann y Randel, 1990; Scenna et al., 2005). En el caso de las
vacas tratadas por via subcutanea durante la primera IA, obtuvieron una TC similar a la del
grupo control de vacas no tratadas. Sin embargo, el tratamiento intrauterino con carprofeno
entre 12 y 24 horas tras la 1A tuvo un efecto negativo en la TC. Por otro lado, y teniendo en
cuenta que el embrion produce IFNT, que impide la luteolisis mediante la inhibicion de la
produccion de PGF2a (Mann y Lamming, 1995) y suponiendo que una produccién
insuficiente de IFNT puede dar lugar a la secrecion de PGF2a y a la pérdida de la gestacion,
se estudid el efecto de los AINEs en los dias cercanos al reconocimiento materno de la
gestacion. Von Krueger y Heuwieser (2010) evaluaron el efecto de la administracion de
flunixin meglumine y el carprofeno sobre la TC al primer servicio. Tras administrar dos dosis
de flunixin meglumine a novillas entre los dias 14 y 16 tras la IA, y carprofeno a vacas en el
dia 15 tras la 1A, no observaron una mejora de la TC con ninguno de los dos tratamientos en
comparacion con el grupo control. Guzeloglu et al. (2007) administraron dos dosis de flunixin
meglumine con 12 horas de diferencia a novillas en los dias 15 y 16 tras la IA y obtuvieron
una TC mejor en las novillas tratadas que en las novillas control. Basandose en los resultados
de ese estudio, Erdem y Guzeloglu (2010) administraron meloxicam a novillas el dia 15 tras
la IA, ya que su vida media es mas larga que la del flunixin meglumine, lo que permitié una
Unica administracion. En este caso se reportd un efecto negativo del tratamiento, que result6
en una TC mucho menor en las novillas tratadas frente al grupo control.

Asimismo, se ha estudiado el efecto del tratamiento con AINEs en vacas en el
postparto temprano. Trevisi y Bertoni (2008) estudiaron el efecto de la administracion de
acetilsalicilato de lisina via intramuscular en los primeros dias de lactacion. Las vacas
tratadas durante los primeros 5 dias postparto presentaron mejores parametros reproductivos
que las del grupo control: mayor porcentaje de gestantes a primera IA, menos servicios por
concepcion, menos dias abiertos y un porcentaje menor de vacas repetidoras. Barragan et al.
(2020) evaluaron el efecto del tratamiento con acido acetilsalicilico en vacas lecheras en los
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primeros dias postparto sobre la produccion lactea, la fertilidad y la salud. Observaron que las
vacas tratadas via oral con 4 dosis de &cido acetilsalicilico en intervalos de 12h tuvieron
menos dias abiertos y requirieron menos servicios por concepcion que las vacas tratadas con
un placebo. Pascottini et al. (2020a) estudiaron los efectos del tratamiento con meloxicam
durante 4 dias (10 a 13 dias postparto) en vacas sanas y observaron una atenuacion de la
inflamacidn sistémica y una mejora de los marcadores del metabolismo energético. Aunque el
tratamiento resultdo en una mejora en la funcion de los PMN, esto no se tradujo en una
reduccion de la inflamacion endometrial.

1.5.3 Técnicas de reproduccion asistida

En las Gltimas décadas se han desarrollado y aplicado nuevas biotecnologias en la
industria ganadera para aumentar la eficiencia en los sistemas de produccion de carne y de
leche. Entre estas tecnologias se encuentran las implicadas en la reproduccién asistida
(Veldzquez, 2008), siendo la produccién y transferencia de embriones (TE) una de las
herramientas mas empleadas para acelerar la mejorar genética a nivel mundial (Bo et al.,
2006; Baruselli et al., 2018).

Diversos estudios han constatado que la TE también permite mejorar la fertilidad en
situaciones de estrés caldrico (Rodrigues et al., 2007a, 2007b, 2011; Baruselli et al., 2010) y
en vacas con SRC (Dochi et al., 2008; Ferreira et al., 2011; Rodrigues et al., 2010; Stewart et
al., 2011; Say y Sagirkaya, 2021), ya que evita los problemas asociados a la calidad de los
oocitos y al fracaso de la fecundacion y/o del desarrollo embrionario temprano (Ferreira et al.,
2011; Hansen, 2020; Nowicki et al., 2021; Baruselli et al., 2022). La TE permite mejorar las
tasas de prefiez en vacas repetidoras en comparacién con el uso de IA (Block et al., 2010;
Ferreira et al., 2010). Rodrigues et al. (2007b) observaron TC maés elevadas con el uso del TE
frente a la 1A en vacas repetidoras (41,7% frente al 17,9%). Este efecto se observa durante
todo el afio, pero fue méas marcado durante los meses célidos. Son et al. (2007) reportaron
tasas de prefiez mayores (53,8%) con la TE en vacas repetidoras sincronizadas con un
dispositivo CIDR frente a las que fueron inseminadas tras el mismo método de sincronizacion
(7,7%) y al grupo control de vacas inseminadas tras la induccion del estro con la
administracion de una PGF2a en fase luteal (18.5%).

Otra opcion que se ha planteado es la de mejorar la tasa de prefiez en vacas con SRC
realizando una TE tras la IA. Dochi et al. (2008) transfirieron embriones producidos in vitro a
vacas y novillas repetidoras y obtuvieron mejores resultados cuando la transferencia tuvo
lugar tras la realizacion de una IA que cuando sélo se realizd la transferencia de embriones
(49,2% frente al 29,5% en novillas y 41,5% frente al 20,4% en vacas). Dicho estudio
concluyd que la TE seria un método eficaz para mejorar las tasas de prefiez en vacas holstein
con SRC. Canu et al. (2010) empleando embriones producidos in vivo, obtuvieron mejores
tasas de prefiez en vacas lecheras repetidoras cuando se realizé la TE en combinacion con la
IA en comparacién con la 1A sola (52,6% frente al 30%). En el estudio de Yaginuma et al.
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(2019) se emplearon embriones producidos in vitro transferidos tras una 1A y se obtuvo una
tasa de prefiez del 46,9% en animales con SRC, asi como el aumento de la expresion de
ARNmM de genes estimulados por IFN, por lo que la mejora de la fertilidad podria atribuirse a
la produccion de IFNT procedente del embrion adicional. Esta practica tiene el inconveniente
de que aumenta la tasa de gestaciones gemelares, aunque los diferentes estudios han
reportado tasas variables: 6,25% (Canu et al., 2010), 8% (Dochi et al., 2008) y 18,4%
(Yaginuma et al., 2019). Las gestaciones gemelares tienen consecuencias negativas como el
aumento de la incidencia de abortos, distocias, retencion placentaria y alteraciones
metabdlicas, asi como de la mortalidad de los recién nacidos y de la disminucion de la
produccion lactea (Nowicki et al., 2021) y, por lo tanto, no son deseables.

1.5.4 Tratamientos antibiéticos

Algunos estudios han evaluado la eficacia de los tratamientos antibioticos para el
control de la ES, una de las causas del SRC. Basandose en su efectividad en vacas con
endometritis clinica (LeBlanc et al., 2002) y en la posibilidad de que la infeccion persista tras
la resolucion de los signos clinicos, se ha propuesto el uso de la infusion intrauterina de
cefapirina en vacas diagnosticadas con ES (Kasimanickam et al., 2005b; Denis-Robichaud et
al., 2015: Malik et al., 2024), reportandose un aumento de la TC en la primera IA postparto
tras este tratamiento. Sin embargo, la cefapirina via intrauterina administrada 12 horas post-
IA tras un protocolo Ovsynch no mejor6 la TC en vacas con SRC diagnosticadas con ES
(Glmen et al., 2012). Por otro lado, Galvéo et al. (2009b) no observaron una reduccion de la
prevalencia de ES ni una mejora de la fertilidad en vacas previamente sincronizadas con dos
dosis de PGF2a tras el tratamiento con una infusion intrauterina de ceftiofur.

En vacas con SRC y ES, divididas en grupos en base a un antibiograma, se obtuvieron
tasas de gestacion semejantes a las de las vacas control, sin SRC, tras 3 inseminaciones (93%
frente a 80%, respectivamente), mediante el tratamiento intramuscular e intrauterino con
gentamicina durante 5 dias, mientras que el tratamiento a dosis similar y por las mismas vias
con enrofloxacino produjo peores resultados (33%) (Warriach et al., 2008). Otros autores, sin
embargo, observaron mejores tasas de gestacion en vacas con SRC tratadas con una infusion
intrauterina de gentamicina, enrofloxacino o cefalexina en comparacion con vacas control
sanas (Parikh et al., 2017). Al comparar varios protocolos terapéuticos, otros autores
describen mejores tasas de gestacion en vacas con ES tratadas con levofloxacino via
intramuscular durante los 3 dias previos a la IA (Asfar et al., 2020). Ademas, se ha descrito la
reduccion del %PMN y mejores tasas de gestacion mediante la infusion intrauterina de
levofloxacino, metronidazol o cefalexina en vacas SRC con ES, en comparacion con vacas
control (Kumar et al., 2023).
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1.5.5 Otros tratamientos
1.5.5.1 Lavado uterino

Los lavados uterinos se han empleado con éxito en el tratamiento de la inflamacion
uterina en yeguas (Hurtgen, 2006; Lui y Troedsson, 2008), gracias al efecto positivo que
ejerce mediante barrido mecanico, que favorece la eliminacion de los PMN no funcionales
del dtero, asi como de otros productos de la inflamacion (Brinsko et al., 1990; Mattos et al.,
1997). Ademas, induce contracciones miometriales que facilitan el vaciado del utero (Brinsko
et al., 2011). Dini et al. (2015) determinaron el %PMN mediante citologia en vacas postparto
antes y 10 dias después de la realizacion de un lavado uterino con solucion salina fisioldgica
y demostraron una reduccion significativa del %PMN en las vacas tratadas, lo que sugiere la
posibilidad de emplear esta técnica en vacas con ES. Sin embargo, no se obtuvieron datos
sobre la fertilidad posterior en los animales tratados.

Alagar et al. (2017) comprobaron una reduccion del %PMN en vacas con SRC tras el
lavado con solucion salina tanto el dia del celo como 4, 8 y 12 dias después, y Reddy (2010)
observé una mejora en la tasa de gestacion de vacas con SRC tras la aplicacion de un lavado
uterino en combinacién con antibiotico. Otros autores propusieron afiadir a estos tratamientos
una PGF2a (Ahmadi y Dehghan, 2007; Singh et al., 2021). En este sentido, la combinacion
del lavado uterino con levamisol y PGF2a mejoro la tasa de gestacion en bdfalas con ES
(Singh et al., 2021).

1.5.5.2 Ozono

El ozono se ha empleado en la reproduccion bovina por su efecto bactericida,
antiinflamatorio e inmunoestimulante (Zobel, 2013; Polat et al., 2016). La administracién de
ozono intrauterino ha demostrado ser eficaz en la mejora de la fertilidad de vacas lecheras con
metritis y endometritis, reduciendo los dias abiertos y el intervalo parto-12 IA (Purici¢ et al.,
2014), asi como en el tratamiento de la retencion de placenta y la mejora de la salud puerperal
y la fertilidad, solo o en combinacion con terapia antibiotica (Zobel y Tkalcic, 2012). Se ha
observado también que la aplicacion de ozono intrauterino en el puerperio temprano mejora el
desempefio reproductivo (Djuricic et al., 2012) y reduce la incidencia posterior de ES, una de
las causas del SRC, en vacas lecheras (Escandon et al., 2020). Se ha demostrado que su
empleo intrauterino, en forma de spray, es eficaz para el tratamiento de vacas con infecciones
uterinas (Durrani et al., 2017), endometritis (Zobel, 2013) y ES (Polat et al., 2016).

Mali et al. (2020) observaron una reduccién del %PMN (7.4+0.68 a 2.5+0.34) en
vacas repetidoras con ES tratadas con ozono intrauterino (55 mcg/ml, 60 ml) y obtuvieron
una mayor TC (50%) que con el empleo de cefalexina intrauterina (40%). Romero-Aguilar et
al. (2022) administraron ozono intrauterino (45 pug/ml en 60ml de agua destilada) a vacas
repetidoras con ES y obtuvieron reducciones del porcentaje de PMN mayores que con el uso
de la cefapirina intrauterina (del 11,5% al 4% en el grupo tratado con ozono y del 12,50 % al
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6,55 % en el grupo tratado con cefapirina), obteniendo también porcentajes mayores de
prefiez en el grupo tratado con ozono, aunque sin diferencias estadisticamente significativas.
En el estudio de Da Luz (2013) administraron 6vulos intrauterinos de ozono 10 horas antes de
la IA y obtuvieron mejores TC en los animales tratados en comparacion con el grupo control
(43% frente a 26%), pero sin diferencias estadisticamente significativas, posiblemente debido
al reducido tamafio muestral. Otros estudios (Aitalwad et al., 2021; Ganpatrao y Markandeya,
2023) han valorado la administracion de ozono intrauterino (55ug/ml en 60ml de agua
destilada) para el tratamiento de vacas con SRC y concluyeron que fue eficaz en base a las
tasas de curacion y TC obtenidas. El ozono supone una alternativa interesante para contribuir
a evitar las resistencias antimicrobianas, ademas de presentar ventajas como su bajo coste y la
ausencia de periodo de supresion (Durrani et al, 2017; Appiah et al., 2020).

1.5.5.3 Escopolamina

Los defectos en la contractilidad uterina pueden reducir la fertilidad y dar lugar al
SRC. En base a ello, se ha propuesto el empleo de escopolamina, un farmaco
parasimpaticolitico, para modular la contractilidad de la pared uterina y mejorar las TC en
vacas repetidoras con alteraciones hormonales o déficits bioquimicos. Mediante la
administracion de escopolamina 12 horas antes de la IA a vacas con SRC, Rizzo et al. (2023)
observaron un aumento significativo de la TC en comparacion con las vacas SRC no tratadas
(80% frente a 25%, respectivamente).

1.5.5.4 Osteopontina (OPN)

La OPN es una fosfoproteina implicada en la inflamacion, la inmunidad, la
reparacion tisular, la formacion 6sea y sefalizacion celular (Clemente et al., 2016). Un
estudio ha descrito el uso de la OPN de la leche mediante infusién intravaginal para
normalizar el perfil de EGF en vacas con SRC (Kyaw et al., 2022). En dicho estudio se
seleccionaron vacas que no presentaban defectos ecograficos, patologias uterinas en la
citologia, ni alteraciones de la permeabilidad de los oviductos, y se consiguid mejorar la
fertilidad en comparacion con el grupo control. El efecto de la OPN podria deberse a que
sensibiliza a las células inmunes de la vagina, provocando cambios sistémicos o uterinos
mediante la activacion de las células inmunitarias en los ganglios linfaticos asociados.

1.5.5.5 Insulina

Durante el postparto temprano se produce un BEN en el que los niveles de insulina
e IGF-1 son reducidos (Bisinotto et al., 2012), lo que influye negativamente en la
reproduccion debido a los efectos del IGF-1 sobre la esteroidogénesis y la foliculogénesis
(Lucy et al., 1992; Zulu et al., 2002). Se ha sugerido la administracion de insulina como
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tratamiento para mejorar la fertilidad en vacas con SRC, ya que ésta aumenta los niveles
intrafoliculares y periféricos de IGF-1 (Simpson et al., 1994). En este sentido, Selvaraju et al.
(2002), observaron una ligera mejora de la TC con la administracién subcutanea de insulina
(0.2 1U/kgPV/dia) durante los dias 8, 9 y 10 del ciclo estral, aunque las diferencias con el
grupo control no fueron estadisticamente significativas. En otro estudio en vacas con SRC
tratadas durante 3 dias con insulina subcuténea (0.25 1U/kgPV/dia) se obtuvieron mejores TC
y un aumento significativo de los niveles de P4 sérica en comparacion con las vacas control y
las tratadas con GnRH (Sharma et al., 2011).

1.5.5.6 Plasma seminal

El plasma seminal procede de las secreciones de las glandulas masculinas
accesorias y su funcién es transportar, nutrir y proteger a los espermatozoides tras la
eyaculacion (Bromfield, 2016). Estudios en varias especies han indicado que el plasma
seminal podria mejorar la fertilidad mediante la modulacion de la funcion y el ambiente
uterinos, favoreciendo el desarrollo y la supervivencia embrionaria (Alghamdi et al., 2004;
O’Leary et al., 2004; Bromfield et al., 2014; Crawford et al., 2015). Debido a que se ha
observado una alteracion del perfil de EGF en vacas con SRC, lo que puede tener efectos
negativos en la reproduccion (Katagiri y Takahashi, 2006), se ha propuesto el empleo de
plasma seminal para contribuir a mejorar la funcion uterina y la fertilidad en estos animales.
En este sentido, se ha demostrado la normalizacion del perfil de EGF mediante la infusion
intravaginal de plasma seminal en vacas con SRC (Badrakh et al., 2020; Ninpetch et al,
2022), asi como una mejora de la tasa de gestacion en comparacion con las vacas control
(Badrakh et al., 2020). Ninpetch et al. (2022) sefialaron la posibilidad de una asociacién con
la expresion de receptores de leptina, que se redujo simultdneamente a la normalizacién del
perfil de EGF tras el tratamiento. Sin embargo, no se han reportado efectos beneficiosos tras
la infusion intrauterina de plasma seminal tras la IA en vacas al primer servicio (Ortiz et al.,
2019).

Por otro lado, en un modelo in vitro que estudio el efecto del plasma seminal bovino
sobre la ES se demostrd su capacidad para blogquear la migracion de PMN estimulada por IL-
8 y reducir la produccion de ROS (Aloé et al., 2012).

1.5.5.7 Plasma rico en plaquetas (PRP)

El PRP contiene factores de crecimiento y citoquinas que pueden tener un efecto
positivo en la reparacion tisular y la receptividad endometrial (Farimani et al., 2017). Por ello,
se ha propuesto su uso terapéutico a nivel reproductivo en base a su potencial para mejorar el
ambiente endometrial (Gongalves et al, 2019). En un modelo in vitro, Marini et al. (2016)
demostraron que el PRP aumenta la expresion de varios genes implicados en el ciclo estral y
la interaccion materno-fetal, y que reduce la expresion de factores proinflamatorios (IL-1,
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IL-8, COX2, 6xido nitrico sintetasa) tras la estimulacién con LPS en células endometriales.
Por otro lado, se han obtenido resultados positivos en la produccion in vitro de embriones
bovinos mediante el cultivo suplementado con PRP, ya que estimula la maduracion de los
ovocitos y el desarrollo embrionario (Lange-Consiglio et al., 2015; Hassaneen et al., 2023).
Se ha observado también una mejora de la tasa de gestacion con la administracion intrauterina
de PRP a vacas con SRC 24 horas tras la IA (Hassaneen et al, 2023) y 48 horas tras la IA
(Lange-Consiglio et al., 2015).

1.5.5.8 Bacterias acido lacticas

Los lactobacilos Gram-positivos tienen la capacidad de producir &cido acético y
lactico, perdxido de hidrogeno y bacteriocinas, que se consideran utiles en el control de las
bacterias patogenas (Aroutcheva et al. 2001). Se ha demostrado que las bacterias &cido
lacticas modulan la infeccion por E.coli y la inflamacion endometrial, reduciendo la secrecién
de marcadores de la inflamacién (Genis et al., 2017). Varios autores han propuesto la
administracion intravaginal de bacterias acido lacticas a vacas en el preparto y periparto como
medida preventiva contra el desarrollo de patologias uterinas y han observado una reduccion
de la incidencia de metritis y otras patologias, asi como un efecto modulador de la
inflamacion sistémica postparto (Deng et al., 2015; Genis et al., 2018). En relacion con esto,
Peter et al., en 2018, observaron, tras la infusion intrauterina de Lactobacillus buchneri entre
los dias 24 y 30 postparto, una mejora de la fertilidad en vacas sanas y con ES asi como, la
reduccion de la expresion endometrial de ARNm de varios factores proinflamatorios tres
semanas después de la infusion. Debido a que el desarrollo de patologias uterinas postparto
puede dar lugar al SRC, el empleo de estas bacterias podria resultar interesante para su
prevencion. Sin embargo, no existen estudios acerca de su efectividad en vacas repetidoras.

1.5.5.9 Enzimas proteoliticas

El uso de las enzimas proteoliticas (tripsina, quimiotripsina y papaina) se ha
propuesto como tratamiento intrauterino para el control de la endometritis en vacas lecheras.
Estas enzimas no solo tienen actividad fibrinolitica y proteolitica, sino que también apoyan
los mecanismos de defensa celular e inhiben el crecimiento de microorganismos (Drillich et
al., 2005). Sin embargo, los estudios acerca de su efectividad son escasos y con resultados
variables. En vacas con endometritis clinica, las tasas de gestacion en vacas tratadas con
enzimas proteoliticas fueron significativamente menores que con el uso de cloprostenol
(Drillich et al., 2005). Por otra parte, se ha obtenido una reduccion del %PMN y de la carga
bacteriana tras el tratamiento con enzimas proteoliticas de vacas con ES, asi como una mejor
TC al primer servicio en comparacion con las vacas control (Singh et al., 2017). Por altimo,
se ha reportado una disminucion de la inflamacién endometrial mediante su empleo en
bufalas con ES (Singh et al., 2020b).
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1.5.5.10 Fitoterapia

Diversos estudios han evaluado el efecto de la fitoterapia en el tratamiento de
enfermedades reproductivas en el ganado vacuno (Mandhwani et al., 2017; Sharma et al.,
2018). El ajo tiene propiedades antibacterianas (Sharma et al., 2018) y se ha observado su
eficacia en el tratamiento intrauterino de vacas con endometritis y la reduccion de la carga
bacteriana del moco cervico-vaginal (Sarkar et al., 2016). Tras la infusion intrauterina de
extracto de ajo se ha observado un efecto reductor de la inflamacion endometrial y una
mejora de la TC en vacas con ES (Yildiz, 2016) y en vacas con SRC diagnosticadas con ES
(Bhardwaz et al, 2018; Lawange et al, 2019). El neem (Azadircta indica) tiene propiedades
inmunomoduladoras, antiinflamatorias, antifingicas, antibacterianas y antioxidantes
(Mandhwani et al., 2017). Se ha empleado con éxito en el tratamiento de vacas con
endometritis (Sarkar et al., 2016). Brahmanand et al. (2019) concluyeron que el tratamiento
intrauterino con aceite de neem es eficaz para la curacion y la mejora de la TC en vacas
repetidoras con ES. El carvacrol es un fenol presente en diversas plantas al que diversos
estudios le han atribuido efecto antiséptico, antiinflamatorio y antioxidante (Alagawany et al.,
2015). Lehimcioglu et al. (2019) realizaron una infusion intrauterina de carvacrol al 0,1% tras
la IA en vacas con SRC sincronizadas con P4 y observaron una mejora de la TC en
comparacion con el grupo control (67,3% y 45,2%, respectivamente). Se han empleado
también preparaciones con extractos de varias plantas para el tratamiento de patologias
reproductivas (Khillare et al., 2010) y de la ES en vacas repetidoras (Kumar et al., 2023) con
resultados positivos, pero tanto el nimero de estudios como de animales incluidos en ellos
son reducidos.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis doctoral es el estudio del sindrome de repeticion de
celos en el ganado bovino lechero, incluyendo la caracterizacion de sus causas y de los
factores de riesgo implicados en su desarrollo, asi como las opciones disponibles para su
tratamiento.

Para ello se han establecido una serie de objetivos especificos que han sido tratados en los
diferentes experimentos que forman parte de esta tesis y que se especifican a continuacion:

1. Evaluar la concentracion de inmunoglobulinas en el moco cervical de vacas
repetidoras de celos y su influencia en la motilidad espermatica.

2. Determinar la prevalencia y los factores de riesgo para la endometritis subclinica y la
oclusion oviductal en vacas Holstein con sindrome de repeticion de celos.

3. Realizar una aproximacion al tratamiento de la endometritis subclinica y de la
oclusion oviductal en vacas repetidoras de celos.

4. Determinar la prevalencia del sindrome de repeticion de celos en vacas lecheras del
norte de Espafia.

5. Identificar los factores de riesgo del sindrome de repeticion de celos en vacas
lecheras del norte de Espafia.
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31 EXPERIMENTO 1: EVALUACION DEL CONTENIDO DE
INMUNOGLOBULINAS EN EL MOCO CERVICAL DE VACAS LECHERAS
REPETIDORAS DE CELOS Y SU INFLUENCIA EN LA MOTILIDAD
ESPERMATICA

3.1.1 Animales

Para este estudio, se incluyeron 47 vacas Holstein: 15 vacas sanas (gestantes tras la
primera o0 segunda IA) y 32 vacas repetidoras de celos (animales que habian parido al menos
una vez, sin alteraciones apreciables en su tracto genital, y que necesitaron 3 0 mas
inseminaciones para resultar gestantes). Todos los animales pertenecian a la misma granja,
que contaba con 380 vacas en ordefio. EI nimero de partos medio era de 2,19 (1,73 para las
vacas sanas y 2,4 para las vacas repetidoras).

Las muestras fueron tomadas entre marzo y julio de 2019, en jueves y viernes, cuando
se realizaba una IATF tras un protocolo Ovsynch. Tras la toma de muestras, las vacas fueron
monitorizadlas empleando un software de reproduccion presente en la granja, incluyéndolas
en el grupo correspondiente en funcion del nimero de 1A necesarias para quedar gestantes.
Tras el diagnostico de gestacion, las vacas fueron clasificadas como Gestantes (n=14) y No-
gestantes (n=33).

3.1.2 Toma de muestras

El experimento se llevd a cabo de acuerdo con los Reglamentos Europeos y
Espafioles para la proteccion de los animales empleados con fines cientificos (Directiva
2010/63/EU, RD 53/2013). Las muestras de moco cervical fueron tomadas en el dia de la 1A,
tras el ordefio de la mafiana y justo antes de realizar la IA. En primer lugar, se limpiaron el
perineo y la vulva con un papel seco. Seguidamente, se introdujo una mano enguantada en la
vagina y se obtuvo el moco cervical, que se coloco en un tubo de 50 mL y se transporto al
laboratorio bajo refrigeracion en un periodo inferior a 1 hora. Posteriormente, se trituré con
un Polytron (PT2000, Kinematica, Malters, Suiza) y se diluyé al 1:2 con solucion salina
fisiologica. Finalmente, se congelo en alicuotas hasta su anélisis.
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3.1.3 Andlisis de muestras

Se determind la concentracion de 1gG e IgA en el moco cervical por ensayo de
inmunodifusién radial (Kit de Test de 1gG Bovino y Kit de Test de IgA Bovino, Eurovet
Veterinaria S.L., Madrid, Espafa), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las vacas
fueron divididas en dos grupos en funcion de la concentracion de Ig (mg/dL) en el moco
cervical:

a) lgG: <180 (n=45) y >180 (n=2) segun la concentracion de la solucion control
maés baja suministrada por el fabricante (180 mg/dL);

b) IgA: <53 (n=27) y >53 (n=10) segun la concentracion de la solucién control
mas baja suministrada por el fabricante (53 mg/dL).

Ademas, se determing el porcentaje de neutrofilos (%PMN) para cada vaca. Una gota
de moco cervical se colocé en un portaobjetos y se tifié con Diff Quick (Kit Quick Panoptic,
Quimica Clinica Aplicada, S.A., Tarragona, Spain). Posteriormente, se observo bajo el
microscopio optico (CHT, Olympus lberia, S.A.U., Barcelona, Espafia) a un aumento de 100x
y se contaron un total de 150-200 células nucleadas para calcular el %PMN. EI %PMN se
consider6 como una variable continua y categoérica (ausencia (0) o presencia (1) de PMN).

La evaluacion de la motilidad espermatica se realiz6 mediante el sistema CASA
(Sperm Class Analyzer 6.1.0; Microptic, Barcelona, Espafia). En primer lugar, se
homogeneizaron las muestras de moco cervical empleando un agitador mecanico y las
muestras de semen se descongelaron en un bafio de agua a 37°C durante 30 segundos.
Seguidamente, se introdujeron 90 uL de moco cervical y 10 uL de semen en un tubo de
reaccion de 1,5 mL. Adicionalmente, se realiz6 una prueba control para cada muestra de
semen (75 pL de solucion salina 'y 25 uLL de semen). Un total de 5 pL del tubo de reaccion se
colocaron en una camara Makler (Israel Electrooptical Industry, Rehovot, Israel) y se
analizaron cinco campos microscépicos por muestra usando un microscopio (Eclipse E200,
Nikon, Tokyo, Japon) provisto con una platina precalentada a 37°C y un objetivo de contraste
de fase negativo con un aumento de 100x. Este procedimiento se realiz6 a los 0, 30, 60 y 90
minutos tras la descongelacion. Los objetos incorrectamente identificados como
espermatozoides fueron minimizados en el monitor empleando la funcion playback. Los
espermatozoides fueron clasificados como maoviles, progresivos, rapidos y medios.

3.1.4 Andlisis estadistico

Los datos de analizaron mediante XZ de Pearson y de Modelo Lineal General (GLM)
de medidas repetidas. Para realizar la prueba de 2 de Pearson se utilizaron como variables
dependientes la gestacion y el SRC, y como variables independientes la concentracion de 1gG
e IgA y PMN. Para la prueba GLM, se utilizaron las categorias de motilidad de los
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espermatozoides como variables dependientes y se incluyeron como factores la gestacion, el
SRC y el tiempo.

Todos los andlisis se realizaron en IBM SPSS Statistics version 28.0 para Windows
(IBM Corp., Armonk, NY, EE. UU.). Las diferencias se consideraron significativas cuando p
<0,05.
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3.2 EXPERIMENTO 2: PREVALENCIA, FACTORES DE RIESGO Y
OPCIONES TERAPEUTICAS PARA LA ENDOMETRITIS SUBCLINICA Y
LA OCLUSION OVIDUCTAL EN VACAS HOLSTEIN REPETIDORAS DE
CELOS

3.2.1 Animales

Para este estudio, se utilizaron un total de 99 vacas lecheras Holstein repetidoras
procedentes de 4 explotaciones lecheras en estabulacion libre ubicadas en la Comunidad
Auténoma de Cantabria (norte de Espafia). El tamarfio de las explotaciones oscilaba entre 265
y 370 vacas en ordefio. Tres de las granjas tenian sala de ordefio convencional y las vacas se
ordefiaban 2-3 veces al dia. La otra granja contaba con un sistema de ordefio automatico con
robot, con una media de 3,1 ordefios al dia. En conjunto, la produccién normalizada media era
de 12.128 kg/vaca. Ademas, las vacas se alimentaban con una racion total mezclada
compuesta de ensilado de maiz, ensilado de hierba y alfalfa, y se suplementaba con un
concentrado en funcién de las necesidades energéticas. Un veterinario experimentado
realizaba exploraciones reproductivas semanales y todos los rebafios contaban con un
programa sanitario que incluia el control del estado uterino durante la cuarta semana
postparto. Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con los Reglamentos
Europeos y Espafioles para la proteccion de los animales empleados con fines cientificos
(Directiva 2010/63/EU, RD 53/2013).

3.2.2 Seleccién de los animales

Las vacas repetidoras de celos fueron seleccionadas por el veterinario durante las
exploraciones reproductivas rutinarias. En primer lugar, se seleccionaron las vacas con 3 o
mas IA (3-15, media de 5,15) que no estuviesen gestantes. Posteriormente, se realiz6 una
exploracion fisica para la cual se llevaron a cabo una inspeccion visual externa y una
palpacion, asi como una ecografia transrectal para evaluar el tracto reproductivo (sonda linear
5.0 MHz, ProVetScan SR-2C, New Veterinary Technologies, Ledn, Espafia). Solo aquellos
animales sin signos clinicos (como cojeras, mastitis, endometritis clinicas y quistes ovaricos,
entre otros) fueron incluidos en el estudio. En estas vacas se realizaron citologias
endometriales para evaluar la presencia de ES, y se llevd a cabo la prueba de PSP para
verificar la permeabilidad oviductal. Adicionalmente, se evalud la condicion corporal (CC)
mediante observacion visual, y los animales fueron clasificados en una escala de 1-5
(Edmonson et al., 1989). Cabe sefialar que todos los animales fueron evaluados durante la
fase lutea para evitar la prominencia de crestas y pliegues en la mucosa y la acumulacion de
fluidos debida a altas concentraciones de estradiol, lo que podria dar lugar a diagnosticos
erroneos de oclusion oviductal (OO).
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3.2.3 Diagnostico de ES

Las citologias endometriales fueron realizadas con un cytobrush (longitud 20 mm y
diametro 0,6 mm) situado en el interior de un catéter de IA (Quicklock 2000, Minitube
Ibérica, Barcelona, Espafia). La varilla y el cytobrush se protegieron con una vaina de 1A y se
cubrieron con una camisa sanitaria de plastico (Chemise Sanitaire, IMV Technologies,
L’Aigle, Francia). A continuacion, el catéter era insertado a través de la vagina hasta la
abertura cervical externa. Una vez dentro del cérvix, la camisa sanitaria se perforaba con el
catéter de IA, que era introducida en el cuerpo uterino. En este punto, se presionaba el émbolo
para exteriorizar el cytobrush, que se rodaba contra la pared uterina para obtener una muestra
endometrial. Antes de retirar completamente el catéter, se retraia nuevamente el cytobrush
dentro de ella para evitar contaminaciones con células cervicales o vaginales.

Tras retirar el cytobrush, la muestra se extendia sobre un portaobjetos rodando el
cepillo y se dejaba secar al aire. Los portaobjetos se tifieron empleando Diff Quick (Quick
Panoptic kit, Quimica Clinica Aplicada S.A., Tarragona, Espafia). Cada muestra fue
examinada por la misma persona con un microscopio éptico a un aumento de 400x (B-192,
Optika S.r.l., Ponteranica, Italia). Para realizar una evaluacion cuantitativa de la inflamacion
endometrial, se contaban un minimo de 150 células (excluyendo eritrocitos). Las muestras
que contenian > 5% PMN fueron clasificadas como positivas para ES (Gilbert et al., 2005),
mientras que aquellas con < 5% PMN fueron consideradas sanas.

3.2.4 Evaluacion de la permeabilidad oviductal

Para preparar la solucion de fenolsulfonaftaleina (PSP) a fin de realizar la evaluacién
de la permeabilidad oviductal (Kothari et al., 1978), se disolvieron 0,3 g de rojo fenol y 4,2 g
de CO3sHNa en 100 mL de agua destilada empleando un agitador magnético. El pH se ajusto a
6,8-7,4 y la solucion fue filtrada a través de un filtro estéril de 0,54 um (Millipore UK Ltd.,
Hertfordshire, Reino Unido). Cada dia experimental se prepard una solucion nueva de PSP.

Para realizar la prueba, las vacas fueron inmovilizadas y la cola retirada lateralmente.
La vulva y la region perineal fueron limpiadas minuciosamente. Posteriormente, mediante
palpacion rectal, se sujetd el cérvix y se introdujo un catéter Foley estéril uno de los cuernos
uterinos hasta ~4-5 cm craneal a la bifurcacion uterina. Después, para fijarlo dentro del
cuerno y evitar el reflujo de la solucion, el balon se lleno con aire. Luego se introdujeron
lentamente 80 mL de solucion PSP con una jeringa conectada al catéter. Una vez que la
solucion estaba en el interior, el catéter se cerraba y la jeringa se retiraba. A partir de este
momento, se tomaron hasta 3 muestras de orina mediante la cateterizacion de la vejiga. la
primera muestra se tomaba 15 minutos tras la infusion de PSP; si la orina estaba tefiida de
color rojo, el oviducto se consideraba permeable. En caso de que la orina no estuviese tefiida,
una segunda muestra se obtenia 25 minutos tras la infusion de PSP. Si aun no se observaba
tincion en la orina, una tercera muestra se tomaba 45 minutos tras la infusion de PSP. Si esta
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ultima muestra no estaba tefiida, se consideraba que el oviducto estaba ocluido. Una vez
concluida la toma de muestras de orina, el aire se extraia del balon y el catéter se retiraba.

Las vacas fueron examinadas en dos dias diferentes, uno por oviducto, con al menos
24 horas de diferencia. La permeabilidad del oviducto derecho se evalu6 el primer dia, y la
del oviducto izquierdo se evalu6 durante el segundo dia. Esta técnica fue realizada siempre
durante la fase l0tea del ciclo estral.

3.2.5 Recopilacion de datos

Se recopilaron datos adicionales procedentes del software de las explotaciones, de
DairyPlan C21 (GEA Group AG, Diisseldorf, Alemania) en tres de las granjas y de Lely
Horizon (Lely Industries N.V., Maassluis, Paises Bajos) en una de las granjas. Se recopilé la
informacion sobre numero de parto, fecha de parto, fecha de IA, nimero de IA, y la
presentacion de patologias postparto, incluyendo metabdlicas (cetosis, desplazamiento de
abomaso), reproductivas (distocia, mortinatos, retencion placentaria, metritis, endometritis
clinica) y otras (mastitis clinica y subclinica). Las diferentes patologias se definieron de la
siguiente manera: cetosis: presencia de cuerpos cetonicos en orina, reduccion de la
produccién lactea y de la ingesta de comida; desplazamiento de abomaso: condicion en la que
el abomaso se agranda con acumulacion de fluido y/o gas con posterior migracién a la
izquierda o a la derecha y dorsalmente dentro de la cavidad abdominal; distocia: parto dificil
que requiere intervencién humana; retencion placentaria: presencia de las membranas fetales
en el tracto genital 24 horas tras el parto; metritis: Utero anormalmente agrandado y descarga
fétida, acuosa, de color rojizo-marron, asociada con signos de enfermedad sistémica y fiebre,
durante los primeros 21 dias postparto; endometritis clinicas: proceso inflamatorio del
revestimiento endometrial del Gtero, acompafiado de descarga vaginal mucopurulenta, en
ausencia de signos sistémicos de enfermedad, 21 dias o mas postparto; mastitis clinica:
alteraciones macroscopicas de la leche; mastitis subclinica: recuento de células somaticas
>200.000 cell/mL.

3.2.6 Tratamiento

Las vacas diagnosticadas como positivas a ES fueron asignadas, en el mismo orden
en que eran diagnosticadas, a uno de los siguientes protocolos de tratamiento:

a) Antiinflamatorio no esteroideo (AINE): carprofeno 50 mg/mL (Rimadyl®, 1
mL/35 Kg, administracion subcutanea).

b) Prostaglandina F,, (PGF,,): dinoprost 12,5 mg/mL (Dinolytic®, 2 mL por
vaca, administracion intramuscular).

c) AINE+PGF,,: ambos tratamientos fueron administrados al mismo tiempo.
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Ademas, las vacas con oclusion oviductal fueron asignadas, en el mismo orden en que
eran diagnosticadas, a uno de los siguientes tratamientos:

a) Embrion terapéutico: solo se emplearon embriones congelados con el
crioprotector Etilenglicol (1,5 M). Antes de realizar la transferencia
embrionaria directa, la pajuela se exponia al aire durante 6 segundos y se
introducia en agua a 25°C durante 30 segundos. La transferencia embrionaria
se realiz6 como se describe en otro trabajo (Yafiez et al., 2023).

b) Inseminacion artificial: se siguié el procedimiento rutinario.

3.2.7 Andlisis estadistico

En primer lugar, se realizo estadistica descriptiva y se calculo la prevalencia de ES y
OO. Para evaluar los factores de riesgo de ES en vacas repetidoras, se realiz una regresion
logistica binaria, forzando todas las variables en el modelo e incluyendo la estacion (invierno,
primavera, verano, otofio), nimero de parto (primipara, multipara), cambio de CC entre el
periodo seco Y el postparto (< 0,5, > 0,5) y patologias reproductivas, metabolicas y otras del
postparto (presencia o ausencia) como variables independientes, y la ocurrencia de ES como
variable dependiente. Finalmente, para evaluar el efecto del tratamiento en la TC, se realiz
una prueba x2 de Pearson.

Todos los andlisis se llevaron a cabo en IBM SPSS Statistics version 28.0 para
Windows (IBM Corp., Armonk, NY, EE.UU.). Las diferencias se consideraron significativas
con p<0,05.
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) 3.3 EXPERIMENTO 3: PREVALENCIA Y FACTORES DE RIESGO DEL
SINDROME DE REPETICION DE CELOS EN GANADO VACUNO LECHERO DEL
NORTE DE ESPANA

3.3.1 Animales

Para este estudio fueron utilizadas 2370 vacas procedentes de 4 explotaciones
comerciales ubicadas en Cantabria (Norte de Espafia). ElI tamafio de las explotaciones
oscilaba entre 265 y 370 vacas en ordefio, con una produccion media normalizada a 305 dias
de 12.128 I. Las raciones utilizadas en todas las granjas se basaban en silo de maiz, silo de
hierba, alfalfa y suplementadas con pienso. En todos los casos, los animales se encontraban
en estabulacion libre con cubiculos individuales. Tres de las granjas contaban con sala de
ordefio convencional y las vacas se ordefiaban 2-3 veces al dia, mientras que la otra granja
disponia de un sistema de ordefio automatico mediante robot, con una media de 3,1 ordefios
diarios. Los rebafios incluidos en el estudio contaban con un programa sanitario establecido,
que incluia el chequeo del estado uterino durante la cuarta semana posparto y controles
reproductivos semanales.

3.3.2 Recogida de datos

A todas las vacas paridas entre marzo de 2020 y mayo de 2022 en las 4
explotaciones se les realizé un seguimiento, anotando los datos que se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Listado de la informacion recogida desde el parto a de todos los animales
utilizados en el estudio.

repeticion de celos

DATO RECOGIDO DEFINICION

Fecha de parto Fecha del altimo parto.

NUmero de parto NUmero de partos.

Sindrome de Vacas que han parido al menos una vez, que tras 3 0 mas

inseminaciones no quedan gestantes y sin alteraciones
reproductivas detectables tras una exploracion del aparato
genital mediante ecografia transrectal.

Distocia Parto que presenta dificultades y requiere la intervencion
humana.
Mortinato Nacimiento de un ternero muerto a término.

Parto gemelar

Nacimiento de dos terneros a término.

Retencion de
placenta

Presencia de las membranas fetales en el tracto genital 24 horas
tras el parto.
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Metritis

Inflamacion de la pared uterina, con un Gtero anormalmente
aumentado, descarga fétida de color rojizo-marrén, signos
sistémicos y fiebre, y que se presenta en los primeros 21 dias
tras el parto.

Endometritis

Proceso inflamatorio del endometrio, acompafiado de descarga
vaginal purulenta o mucopurulenta, en ausencia de signos
sistémicos, que ocurre 21 dias 0 mas tras el parto.

Hipocalcemia

Cetosis

Disminucién de la concentracion sérica de calcio.

Concentracion elevada de cuerpos cetonicos en la sangre.

Desplazamiento de abomaso

Distension del abomaso con acumulo de liquido y /o gas, y
desplazamiento hacia derecha o izquierda y dorsalmente en la
cavidad abdominal.

Mamitis clinica

Inflamacion de la glandula mamaria alteracion

macroscopica de la leche.

con

Mamitis subclinica

Recuento de células somaticas >200.000 cél/mL.

Cojera

Deambulacion anormal debida a lesiones en las extremidades.

Infeccion pulmonar

Afeccion del tracto respiratorio con sintomatologia local vy
sistémica.

Condicion  corporal  al
secado y a los 15 dias
postparto

La condicion corporal se evalu6 mediante observacion
utilizando el método descrito por Edmonson et al. (1989) que
otorga una puntuacion de 1 (muy delgada) a 5 (muy gorda) en
funcion de la cantidad de depositos grasos en la zona de la

grupa.

Fecha de la primera
IA postparto

Fecha de la primera A realizada tras el altimo parto.

En el caso de las vacas multiparas, en el momento en el que un animal entraba en el
estudio, se recogian, también, una serie de datos de su historial almacenado en los programas
de gestion de las granjas (Dairy planet en tres de ellas y Lely Horizon en la restante) (Tabla

2).
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Tabla 2. Datos recogidos del historial de las vacas multiparas utilizadas en el estudio.

DATO RECOGIDO DEFINICION

Fecha del parto anterior Fecha del parto anterior.

NGmero de  inseminaciones Inseminaciones artificiales realizadas en el ciclo anterior.

artificiales  necesarias  para
quedar gestante tras el parto
anterior

Produccién normalizada 305 | Produccion (Kg.) de leche estandarizada desde el dia 1 hasta
dias el dia 305 de lactacion.

Periodo que transcurre desde el final de una lactacion y el

Duracion del secado comienzo de la siguiente.

3.3.3 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados con el programa estadistico SPSS (SPSS version
28.0.1.1; IBM Corporation, NY, USA).

Para evaluar los factores de riesgo del SRC (si/no) se utiliz6 una regresién logistica
binaria, utilizando el método atras condicional para seleccionar las variables méas relevantes.
En todos los casos se consideraron significativos los valores de p<0,05. Se realizaron dos
andlisis diferentes, uno para las primiparas y otro para las multiparas. En ambos casos la
variable dependiente fue el SRC (si/no) y las siguientes variables independientes fueron
comunes a los dos analisis: la estacion de parto (invierno/primavera/verano/otofio), el cambio
en la condicién corporal (CC) entre el secado/preparto y el postparto (+0,25 a -0,25/-0,5/-
0,75/-1 a -1,5), el nimero de inseminaciones artificiales necesarias para quedar gestante en el
parto anterior (1/2/3/>3), el intervalo entre el parto actual y la primera 1A (dias), las
patologias postparto (distocia, partos gemelares, mortinatos, retencién de placenta, metritis,
endometritis), metabdlicas (cetosis y desplazamiento de abomaso) y otras patologias (mastitis
clinicas y subclinicas y cojeras). A mayores, en el analisis de multiparas se afiadieron las
siguientes variables independientes: nimero de parto (2/3/>3), produccién normalizada a 305
dias en el parto anterior (Kg) y duracién del secado en el parto anterior (dias). Por Gltimo, se
realizaron tablas de contingencia para determinar la prevalencia del SRC en funcion de las
variables incluidas en los modelos.
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4. RESULTADOS

41 EXPERIMENTO 1: EVALUACION DEL CONTENIDO DE
INMUNOGLOBULINAS EN EL MOCO CERVICAL DE VACAS LECHERAS
REPETIDORAS DE CELOS Y SU INFLUENCIA EN LA MOTILIDAD
ESPERMATICA

4.1.1 Determinacion de la concentracién de inmunoglobulinas en el moco
cervical

Los resultados del analisis de X2 de Pearson se muestran en la Tabla 3. En relacion
con el SRC, la mayoria de las vacas mostraron concentraciones < 180 mg/dL de IgG (93,3%
y 96,9%) y < 53 mg/dL de IgA (71,4% y 73,9%) tanto en el grupo de sanas como de
repetidoras, respectivamente (p > 0,05). Ademas, el %PMN medio fue 29,6133 para el grupo
sano y 58,9250 para el grupo de repetidoras (SD= 41,74189 y SD=34,85435, p=0,015).
Asimismo, el 84,4% de las vacas repetidoras y el 40% de las vacas sanas presentd PMN en el
moco cervical (p < 0.01). En los referente a los grupos de gestantes y no gestantes, se
obtuvieron resultados similares (97,0% y 92,9% para 1gG <180 mg/dL y 69,2% y 81,8% para
IgA <53 mg/dL, respectivamente, p > 0,05). Ademas, el 78,8% de las vacas no gestantes y el
50% de las vacas gestantes presentaron PMN en el moco cervical (p = 0,048). De las 47 vacas
incluidas en el estudio, 14 resultaron gestantes tras la IA del dia de la recoleccion de datos (11
sanas y 3 SRC).

Tabla 3. Proporcion (%) de vacas sanas (S) y repetidoras de celos (SRC), y no gestantes
(NG) y gestantes (G) considerando la concentracién (mg/dL) de inmunoglobulina G (IgG) e
inmunoglobulina A (IgA) y la presencia (1) o ausencia (0) de neutroéfilos polimorfonucleares
(PMN) en el moco cervical.

S SRC NG G
<180 93,3 96,9 97,0 92,9
1gG
>180 6,7 3,1 3,0 7,1
<53 71,4 73,9 69,2 81,8
IgA
>53 28,6 26,1 30,8 18,2
0 60,00** | 15,6** | 21,2* 50,0*
PMN
1 40,00*%* | 84,4** | 78,8* 50,0*
*p<0.05
**p<0.01
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4.1.2 Influencia sobre la motilidad espermatica

4. Resultados

Los resultados de la prueba GLM se muestran en la Tabla 4. Los resultados del
analisis de ensayo de control fueron 58,98% de espermatozoides moviles, 52,43%
progresivos, 39,28% rapidos y 13,15% medios en el tiempo 0. Las diferencias en la media de
espermatozoides progresivos, rapidos, medios y mdviles no fueron estadisticamente
significativas ni entre el grupo de vacas sanas y el de vacas con SRC, ni entre las vacas
gestantes y las no gestantes (p > 0,05). Sin embargo, se observaron diferencias significativas

(p < 0,001) en diferentes tiempos.

Tabla 4. Proporcion media de espermatozoides (%) en vacas sanas (S) y en vacas
repetidoras de celos (SRC), y en los grupos de gestantes (G) y no gestantes (NG), medidos a
tiempos diferentes tras la descongelacién (0, 30, 60 y 90 minutos).

Progresivos Rapidos Medios Moviles
SRC S (n=15) |SRC S (n=15) |SRC S SRC S (n=15) |SRC
(n=32) (n=32) (n=15) | (n=32) (n=32)

Tiempo |[42,0+14,8 | 43,2£15,8 | 34.7+£15.1 | 33,6+12,7 | 7,9+2,9 |9,6%4,3 | 48,1+13,8 | 49,2+15,9
0

Tiempo |28,8+10,0 | 31,1+14,4 | 23,2+10,1 | 24,5+12,6 | 5,7+2,0 | 6,6+3,7 |33,7+8,8 |37,1+15,0
30

Tiempo |22,7+12,3 | 21,1+14,3 | 18,5+11,5 | 15,5+11,3 | 4,243,1 | 5,6+4,9 |27,3+11,6 | 26,6+16,8
60

Tiempo |[19,2+12,1 |12,5+11,9 | 15,4+10,6 | 8,6+9,9 | 3,84+2,7 |3,9+3,5 |23,1+12,7 | 18,5+14,6
90

Sanas NG G (n=14) | NG G (n=14) NG G NG G (n=14)

(n=33) (n=33) (n=33) | (n=14) | (n=33)

Tiempo |[42,4+15,8 | 43,7414,6 | 33,1+12,9 | 35,8+14,8 | 9,3+4,5 |8,6+2,3 | 48,8+15,9 | 49,1+135
0

Tiempo |30,5+12,8 | 30,1+14,3 | 24,4+11,4 | 23,4+13,0 | 6,2£3,4 | 6,7+3,1 |36,1+13,2 | 35,9+14,1
30

Tiempo |[21,9+13,6 | 21,1+14,1 | 16,2+10,9 | 17,0+12,6 | 5,6+4,7 | 4,1+3,5 | 27,8155 | 24,6+14,8
60

Tiempo |[12,9+11,0|18,9+14,3 19,2498 | 14,4+117 |3,7¢3,0 |4,5+3,8 | 19,0+13,1 | 22,1+16,3
90

87




SOFIA LARA VILLAR FERNANDEZ

42 EXPERIMENTO 2: PREVALENCIA, FACTORES DE RIESGO Y
OPCIONES TERAPEUTICAS PARA LA ENDOMETRITIS SUBCLINICA Y LA
OCLUSION OVIDUCTAL EN VACAS HOLSTEIN REPETIDORAS DE CELOS

4.2.1 Prevalencia de ESy OO

De las 99 vacas repetidoras incluidas en el estudio, 22 (22%) fueron positivas a ES.
Asimismo, 3 (3%) mostraron alteraciones de la permeabilidad oviductal, presentando todas
ellas oclusion unilateral.

4.2.2 Factores de riesgo para la ES

Los resultados para la regresion logistica no mostraron ninguna diferencia
estadisticamente significativa para ninguna de las variables evaluadas (Tabla 5). Debido a la
baja prevalencia de la OO, no fue posible realizar el analisis de regresion logistica para esta
patologia.

Tabla 5. Resultados para el andlisis de regresion logistica binaria para determinar los
factores de riesgo para la ES en 99 vacas Holstein con SRC.

% Vacas
VARIABLE positivas a ES OR 95% CI P-value
(n)
Estacion Invierno 20,6% (7/34) L& 0,27-6,54 0,723
Primavera 20,7% (6/29) 1,70 0,34-8,31 0,515
Verano 37,5% (6/16) 3,93 0,70-22,01 0,119
Otofio 15,0% (3/20) - - -
NUmero de parto Primiparas 15,4% (6/39) 0,43 0,14-1,31 0,135

Multiparas | 26,7% (16/60) - - -

Variacion CC <0,5 20,4% (10/49) 1,24 0,41-3,77 0,706

entre periodo seco % 12/

y postparto >0,5 24,0% 12/50) i il -

Patologias No 18,6% (13/70) 0,50 0,17-1,45 0,204

reproductivas .

postparto Si 31,0% (9/29) - - -

Patologias No 21,0% (17/81) 0,65 0,18-2,36 0,512

metabolicas .

postparto Si 27,8% (5/18) - - -

Otras patologias No 23,1% (9/39) 1,19 0,43-3,31 0,741
ostparto

Lo ar Si 21,7% (13/60) - - -
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4.2.3 Efecto del tratamientoen la TC

4. Resultados

En relacidn a la ES, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos, como se muestra en la Tabla 6. Las vacas a las que se administro el AINE, tanto
solo como en combinacién con la PGF,,, presentaron TC mas altas en la siguiente 1A (p <
0,05). De forma similar al caso de los factores de riesgo, el analisis estadistico para el efecto
del tratamiento sobre la TC en la OO no fue posible debido a la reducida prevalencia de esta

patologia.

Tabla 6. Resultados para el anadlisis X2 de Pearson para determinar el efecto de los tres
tratamientos sobre la TC en 22 vacas Holstein repetidoras de celos y positivas a ES.

PATOLOGIA TRATAMIENTO TASA DE C(%NCEPC'ON
ES* (n=22) AINE 14,3% (1/7)°
PGF,, 0% (0/7)?
AINE+ PGF,, 62,5% (5/8)°
00 (n=3) IA 0% (0/1)
Embrion terapéutico 100% (2/2)
*p<0.05
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) 4.3 EXPERIMENTO 3: PREVALENCIA Y FACTORES DE RIESGO DEL
SINDROME DE REPETICION DE CELOS EN GANADO VACUNO LECHERO DEL
NORTE DE ESPANA

4.3.1 Prevalencia del sindrome

La prevalencia del SRC en la poblacion objeto de estudio fue del 21,1% (18,6% en
primiparas y 22,8% en multiparas).

4.3.2 Factores de riesgo en vacas lecheras primiparas

En la tabla 7 se muestran los factores de riesgo del SRC en primiparas. EI modelo
obtenido tras el anélisis de regresion logistica fue significativo y presenté una R® de 0,17. La
endometritis (OR, 12.23; p < 0.01), la pérdida acusada de CC tras el parto (-0,75: OR, 2,2; p
<0.01/-1a-1,5: OR, 8.1; p<0,01), las distocias (OR, 5.2; p < 0.01), las mamitis clinicas (OR,
4.2; p <0.01), las cetosis (OR, 3.5; p <0.01) y las cojeras (OR, 3.4; p < 0.01) fueron factores
de riesgo del SRC en la poblacion estudiada, mientras que los partos de verano y otofio
tuvieron un efecto protector (OR, 0.4; p < 0.01/OR, 0.6; p < 0.05) y la metritis no presento un
efecto estadisticamente significativo (p>0,05). Por otra parte, los partos gemelares, los
mortinatos, la retencion de placenta, el desplazamiento de abomaso y la mamitis subclinica no
fueron incluidos en el modelo.

Tabla 7. Prevalencia del SRC en funcion de las diferentes variables y odds ratios para las
variables incluidas en el modelo de regresidn logistica que analizan el riesgo de SRC en
vacas lecheras primiparas.

SRC/Total
VARIABLE NIVELES (% vacas con OR (IC) P-value
SRC)
Estacién de parto Invierno 55/259 Reference 0,002
P (21,2%)
Primavera 49/217 1,084 0,751
(22,6%) (0,660-1,302)
Verano 27/199 0,400 0,002
(13,6%) (0,223-2,298)
Otofio 41/250 0,592 0,047
(53,6%) (0,352-2,249)
Variacion CC entre el | +0,25a-0,25 17/160 Reference <0,001
partoy 15D PP (10,6%)
-0,5 85/540 1,672 0,099
(15,7%) (0,907-3,080)
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-0,75 57/195 2,919 0,002
(29,2%) (1,500-5,682)
-1a-1,50 13/28 8,094 <0,001
(16,4%) (2,817-23,258)
Distoci No 143/870 Reference
istocia (16.4%)
Si 29/55 5,179 <0,001
(52,7%) (2,665-10,063)
. No 160/905 Reference
Metritis (17,7%)
Si 12/20 2,380 0,098
(60,0%) (0,853-6,645)
.. No 146/887 Reference
Endometritis (16.5%)
Si 26/38 12,234 <0,001
(68,4%) (5,548-26,975)
Coiera No 152/866 Reference
) (17,6%)
Si 20/59 3,362 <0,001
(33,9%) (1,771-6,380)
Cetosis No 157/892 Reference
(17,6%)
Si 15/33 3,497 0,003
(45,5%) (1,546-7,908)
Mamitis clinica No 123/794 Reference
(15,5%)
Si 49/131 4221 <0,001
(37,4%) (2,656-6,709)

4.3.4 Factores de riesgo en vacas lecheras multiparas

En la tabla 8 se muestran los factores de riesgo del SRC en vacas multiparas. El
modelo obtenido en este caso fue, también, significativo y presenté una R? de 0,18. Las
endometritis (OR, 6.2; p < 0.01), las cetosis (OR, 4.3; p < 0.01), las mamitis clinicas (OR,
4.2; p < 0.01), las metritis (OR, 2.6; p < 0.01), las cojeras (OR, 2.5; p < 0.01), la pérdida
acusada de CC tras el parto (-1 a -1,5: OR, 2.0; p<0,05), las distocias (OR, 1.9; p<0.01) y las
mamitis subclinicas (OR, 1.9; p < 0.01) fueron factores de riesgo del SRC en la poblacion
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estudiada, mientras que retrasar la primera 1A mostro un efecto protector (OR, 0.99; p < 0.01)
y el desplazamiento de abomaso no present6 un efecto estadisticamente significativo
(p>0,05). Por otra parte, el numero de parto, los partos gemelares, los mortinatos, la retencién
de placenta, la produccion normalizada y la duracién del secado en el parto anterior no fueron

incluidos en el modelo.

Tabla 8. Prevalencia del SRC en funcion de las diferentes variables y odds ratios para las
variables incluidas en el modelo de regresion logistica que analizan el riesgo de SRC en

vacas lecheras multiparas.

SRC/Total

(%

VARIABLE NIVELES vacas con SRC) OR (IC) P-value
Estacion de parto actual Invierno 101/418 Reference 0,013
(24,2%)
Primavera 79/288 1,304 0,183
(27,4%) (0,882-1,928)
Verano 65/356 0,694 0,078
(18,3%) (0,463-1,042)
Otofo 80/383 0,747 0,139
(20,9%) (0,507-1,099)
Variacion CC entre el| +0,25a-0,25 23/158 Reference 0,022
partoy 15d PP (14,6%)
-0,5 125/666 1,035 (0,609- 0,900
(18,8%) 1,759)
-0,75 112/436 1,378 (0,798- 0,250
(25,7%) 2,381)
-1a-1,50 65/180 1,951 (1,059- 0,032
(36,1%) 3,594)
. No 259/1289 Reference
Distocia (20,1%)
Si 66/156 1,905 (1,250- 0,003
(42,3%) 2,902)
. No 288/1382 Reference
Metritis (20,8%)
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Si 37163 2,586 (1,377- 0,003
(58,7%) 4,854)
. No 263/1343 Reference
Endometritis (19,6%)
Si 62/102 6,176 (3,734- <0,001
(60,8%) 10,215)
) No 275/1303 Reference
Cojera (21,1%)
Si 50/142 2,494 (1,619- <0,001
(35,2%) 3,842)
Desplazamiento de No 293/1374 Reference
abomaso (21,3%)
Si 32/71 1,722 (0,920- 0,089
(45,1%) 3,224)
) No 281/1366 Reference
Cetosis (20,6%)
Si 4479 4,285 (2,417- <0,001
(55,7%) 7,597)
L No 210/1189 Reference
Mamitis clinica (17,7%)
Si 115/256 4,154 (2,986- <0,001
(44,9%) 5,780)
o . No 177/953 Reference
Mamitis subclinica (18,6%)
Si 148/492 1,866 (1,393- <0,001
(30,1%) 2,498)
581/1445 0,992 (0,987- 0,002
Intervalo parto-12 IA 0,997)
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5. DISCUSION

5.1 EXPERIMENTO 1: EVALUACION DEL CONTENIDO DE
INMUNOGLOBULINAS EN EL MOCO CERVICAL DE VACAS LECHERAS
REPETIDORAS DE CELOS Y SU INFLUENCIA EN LA MOTILIDAD
ESPERMATICA

De acuerdo a nuestros resultados, no hay diferencias estadisticamente significativas
entre las vacas sanas y las vacas SRC en relacién a la concentracion de 1gG e IgA en el moco
cervical y la motilidad espermédtica. De forma similar, no se encontraron diferencias
significativas entre las vacas gestantes y no gestantes en relacion a estos dos factores. Por otro
lado, el tiempo tuvo un efecto significativo sobre la motilidad espermaética.

Por el contrario, Lazarevic et al., (2013) observaron que las vacas con altos niveles de
anticuerpos anticuerpos antiespermatozoides (AAE) en el moco cervical mostraban una
motilidad espermaética reducida en comparacion con aquellas que tenian bajos niveles. De
forma similar, Jarora et al. (2016) concluyeron que la presencia de altos titulos de AAE en el
moco cervical podria empeorar o retrasar la fertilidad. Sin embargo, cabe sefialar que existen
diferencias notables en el disefio y la metodologia entre nuestro estudio y los estudios
mencionados previamente.

En primer lugar, nuestro objetivo fue determinar si la concentracion de
inmunoglobulinas en el moco cervical variaba significativamente entre las vacas sanas y las
vacas repetidoras, y si esto podria afectar a la motilidad espermética, mientras que otros
estudios no consideraron el factor SRC. Del mismo modo, los ensayos para determinar la
concentracion de inmunoglobulinas fueron diferentes, lo que puede llevar a diferencias en la
concentracion limite de inmunoglobulinas establecida como punto de corte para separar a las
vacas en grupos. Ademas, nuestros resultados mostraron que muy pocas vacas presentaban
concentraciones altas de inmunoglobulinas en el moco cervical (2/47 para 19gG y 10/37 para
IgA), lo que podria explicar la falta de significacion estadistica.

En términos de celularidad, el recuento de PMN varia significativamente en el grupo
SRC y en el grupo gestante, lo que podria explicarse por el hecho de que un ambiente
endometrial adecuado es fundamental para el establecimiento de la gestacion y la
supervivencia embrionaria. Esto esta en linea con la consideracion de la ES como una posible
causa de SRC, ya que la infiltracion de PMN en el endometrio ha sido descrita previamente
en vacas con SRC (Salasel et al., 2010; Pérez-Marin et al., 2012).
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5.2 EXPERIMENTO 2: PREVALENCIA, FACTORES DE RIESGO Y
OPCIONES TERAPEUTICAS PARA LA ENDOMETRITIS SUBCLINICA Y LA
OCLUSION OVIDUCTAL EN VACAS HOLSTEIN REPETIDORAS DE CELOS

5.2.1 Prevalencia y factores de riesgo para la ES

La prevalencia de ES observada en nuestro estudio fue del 22%. Cabe sefialar que la
prevalencia de esta patologia durante el postparto ha sido ampliamente estudiada, y se han
descrito diferentes resultados en funcion del dia del diagndstico, el punto de corte establecido
para el %PMN, e incluso la técnica empleada para la toma de muestras (cytobrush, lavado
uterino, cytotape). Teniendo esto en cuenta, la prevalencia de ES entre la tercera y la séptima
semana postparto varia entre el 7% y el 53% (Quintela et al., 2018). Sin embargo, en el
momento de la primera IA el nimero de estudios realizados es escaso (Bogado Pascottini et
al., 2017b; Diaz-Lundahl et al., 2021). La prevalencia observada en estos dos estudios,
incluyendo un gran tamafio muestral (1.625 muestras de 1A procedentes de 873 vacas en el
primer caso, y 1648 vacas en el segundo caso) fue muy similar, a pesar de haberse empleado
diferentes puntos de corte. Diaz-Lundahl et al. (2021), con un punto de corte del 3%,
observaron una prevalencia del 28%; por otro lado, Bogado Pascottini et al. (2017b)
reportaron una prevalencia del 27,8% estableciendo un punto de corte del 1%. En ambos
estudios la técnica empleada fue el cytotape. En el caso de las vacas con SRC, la prevalencia
de la ES varia entre 12,7-16,6% (Pothmann et al., 2015; Wagener et al., 2017a; Bedewy y
Rahawy, 2019) y 40,2-52,8% (Salasel et al., 2010; Janowski et al., 2013). Sin embargo, se
utilizaron diferentes puntos de corte y técnicas entre los estudios. Por lo tanto, ain no es
posible alcanzar una conclusién clara acerca de la importancia de la ES en relacion con el
SRC.

En cuanto a los factores de riesgo para la ES en vacas SRC, ninguna de las variables
incluidas en el analisis estadistico mostr6 un efecto significativo, lo que probablemente podria
deberse al reducido nimero de casos de ES. A pesar de no ser significativo, observamos
diferencias numéricas en funcion de la estacion, el nimero de parto y la presencia de
patologias reproductivas postparto. En este sentido, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en otros estudios entre animales que habian sufrido patologias
reproductivas durante el postparto (40% en vacas sanas y 80% en animales que habian sufrido
distocia o inflamacion uterina (Salasel et al., 2010)). En el caso de las vacas postparto, la
aparicion de ES se relaciona con patologias reproductivas previas, alteraciones metabolicas y
otros factores relacionados con las condiciones de las instalaciones y la fisiologia de las vacas
(Priest, 2013). Ademas, se ha reportado que el mes/estacién de la 1A, la ingesta de materia
seca y el nimero de parto afectan también significativamente la aparicion de endometritis
citoldgica en vacas lecheras en primera IA (Bogado Pascottini et al. 2017b; Diaz-Lundahl et
al., 2021). En nuestro estudio, se incluy6 la variable estacion en relacion al momento del
parto, no de la IA. Sin embargo, la diferencia observada podria deberse al estrés térmico
durante el verano, que podria favorecer la inmunosupresion durante el postparto y la
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aparicién de patologias postparto, lo que a su vez también influiria en la aparicién de ES mas
adelante en la lactacion.

5.2.2 Prevalencia y factores de riesgo para la OO

La prevalencia de OO observada en nuestro estudio fue del 3%, unilateral en todos
los casos, lo que sugiere que no es probable que esta patologia sea una causa importante del
SRC, en contraste con lo reportado en estudios previos (Garrido et al.,, 2019). Estos
investigadores encontraron que el 44% de los animales explorados tenian algin grado de
obstruccion oviductal, con un 4% de ellos presentando oclusion bilateral y un 20% oclusion
unilateral. Cabe destacar que la técnica empleada en ambos estudios fue la misma, aunque el
tamafo muestral en el caso de Garrido et al. (2019) fue de 50 vacas, la mitad del tamafio
muestral del presente estudio. Las condiciones del area en las que se realizaron ambos
estudios y los criterios de seleccion fueron muy similares. Por tanto, la diferencia entre la
prevalencia observada entre estudios podria deberse a la persona que realizo el test de PSP o
ser consecuencia de la seleccion aleatoria de animales que cumplian con los criterios de
inclusion. Sin embargo, cabe sefialar que ambos profesionales tenian experiencia y un
entrenamiento adecuado para realizar la prueba del PSP. Otra posibilidad podria ser la
diferencia prevalencia de enfermedades uterinas, incluyendo la precocidad del diagnostico y
la efectividad del tratamiento. Como se menciona mas adelante, las alteraciones oviductales
han sido relacionadas con enfermedades uterinas como la metritis o la endometritis (Azawi,
2009). Sin embargo, debido a que la prevalencia de patologias uterinas no fue reportada en el
estudio llevado a cabo por Garrido et al. (2019), esta opcion es meramente especulativa.

Ademas, debe tenerse en cuenta que la prueba de PSP no es la Unica técnica existente
para el diagnostico de la permeabilidad oviductal. Por ejemplo, Kauffold et al. (2009) e Itoh
et al. (2016) probaron la permeabilidad oviductal en vacas lecheras empleando la sonografia
de contraste, y Arnold y Love (2013) usaron la evaluacion laparoscépica en yeguas. Aunque
el tamafio muestral fue notablemente menor (ocho vacas, cinco vacas y dieciséis yeguas,
respectivamente), se reportaron hallazgos importantes. Debido a que los animales empleados
en el estudio realizado por Kauffold et al. (2009) fueron sacrificados el dia después de la
evaluacion, pudieron confirmar la veracidad de la evaluacion ecografica. Un total de cinco
oviductos permeables fueron diagnosticados correctamente, mientras que dos de los cinco
oviductos diagnosticados como ocluidos estaban morfolégicamente intactos. Ademas, estos
investigadores observaron que dos de los oviductos estaban ocluidos a causa de hidrosalpinx
y uno debido a inflamacién. Sin embargo, Itoh et al. (2016) solo encontraron dos casos de
obstruccion tubarica. Esta técnica diagnostica parece una buena alternativa al test de PSP, a
pesar de que también tiene inconvenientes. Por ejemplo, se requieren ~20-30 minutos por
vaca para realizar el examen ecogréafico, lo que podria dar lugar a sangrado rectal y una pobre
calidad de imagen.

97



SOFIA LARA VILLAR FERNANDEZ

En cuanto a la evaluacién laparoscopica, se reportd una sensibilidad de la prueba del
71,4% y una especificidad del 85,7% (Arnold y Love, 2013). Ademas, la causa principal de
obstruccion u oclusion observada en este estudio fueron los tapones oviductales, ya fuesen de
tamafio moderado (una masa que llenaba el lumen pero no lo distendia) o de pequefio tamafio
(una masa de didmetro menor que el lumen). Sin embargo, esta técnica diagnostica no solo
requiere una intervencion quirdrgica, sino también un lavado uterino 48 horas después. En
consecuencia, el coste del procedimiento podria ser elevado y, por tanto, inasequible para la
mayoria de granjas lecheras.

Los oviductos ocluidos pueden resultar en infertilidad o incluso esterilidad debido a la
alteracion u obstruccion del transporte normal de los gametos. Ademas, el oviductos también
ofrece las condiciones ambientales apropiadas para facilitar la maduracién de los gametos, la
fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano (Killian, 2011). Por lo tanto, cualquier
condicion patolégica que altere la funcion secretora normal del epitelio oviductal podria
perjudicar la fertilizacion o el desarrollo embrionario, incluso sin causar obstruccion tubérica.
En consecuencia, la identificacion de la permeabilidad bilateral oviductal en vacas SRC no
excluye el oviducto como una causa potencial de infertilidad (Garrido et al. 2019).

Debido a la baja prevalencia, no fue posible realizar un analisis estadistico fiable para
evaluar los factores de riesgo para OO. Hasta donde sabemos, no hay ningun articulo de
investigacion en la literatura sobre los factores de riesgo para la OO en vacas lecheras. Sin
embargo, se ha sugerido que la OO podria ser consecuencia de la salpingitis, que puede
asociarse a la metritis o a la endometritis (Azawi, 2009). Por lo tanto, se podria plantear la
hipdtesis de que los factores de riesgo ampliamente descritos para estas dos patologias
reproductivas, como la distocia, el BEN o el nimero de parto (Dubuc et al., 2010b; Yafiez et
al., 2022), podrian también dar lugar al bloqueo oviductal si la patologia no es diagnosticada
o tratada adecuadamente y progresa a condiciones mas graves.

5.2.3 Efecto del tratamiento sobre la TC

Aunque el nimero de animales tratado para la ES es reducido debido a la prevalencia
relativamente baja observada, nuestros resultados sugieren que podria ser posible mejorar las
TC en vacas SRC con la administracién de una combinacion de un AINE y PGF,,. Hay
mucha informacion sobre este tema en relacion con el periodo postparto. Sin embargo, en lo
referente al SRC existe poca informacion disponible en la literatura. Durante el postparto, los
antibidticos y las prostaglandinas, ya sea individualmente o combinados, se han usado para
tratar la ES, aunque los resultados no son concluyentes (Quintela et al., 2018). Ademas, ya
gue en la mayoria de casos de ES no hay una contaminacion bacteriana en el Gtero, pero si
hay evidencia de un estado inflamatorio, el tratamiento con AINEs ha sido probado con
resultados positivos (Priest et al., 2013). En vacas repetidoras, cuando la causa principal de
infertilidad es desconocida, se han administrado maultiples tratamientos, incluyendo
hormonas, lavados uterinos con solucion salina, antisépticos o antibiéticos, AINEs, y técnicas
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de reproduccion asistida (Pérez-Marin et al., 2012). En cuanto a los AINEs, estos pueden
administrarse solos o0 en combinacién con diferentes hormonas. Se ha reportado que la
combinacién de meloxicam, GnRH y P4 mejoro significativamente las TC en vacas con SRC
(37,5%) en comparacion con vacas tratadas solo con GnRH (20%) o vacas no tratadas
(17,8%) (Amiridis et al., 2009). En el mismo estudio, la administracién de meloxicam solo
(TC = 22,6%) no mostrd diferencias significativas con ninguno de los otros grupos
experimentales.

Esto concuerda con los resultados observados en el presente estudio, ya que la
administracion de carprofeno, tanto solo como en combinacion con PGF,, aumentd
significativamente las TC. Se ha descrito que una migracion fuerte y rapida de PMN al lumen
uterino inmediatamente después del parto esta relacionada con una mejor salud uterina
(Gilbert y Santos, 2016). Sin embargo, la cantidad de PMN en el interior del Gtero deberia
disminuir tras finalizar su funcién. En este sentido, el reclutamiento persistente de PMN hacia
el Utero por parte de células inmunes disfuncionales puede provocar dafios en la capa
endometrial y contribuir al desarrollo de la enfermedad (Pascottini et al., 2023). Estos
investigadores afirmaron que la ES refleja una mala adaptacion a un desafio metabdlico y una
desregulacién de la inflamacion, y que el estrés metabdlico y la inflacién no solo preceden a
la enfermedad uterina sino que podrian también desencadenarse en el periodo preparto. Como
consecuencia, la administracion de un AINE podria ayudar a controlar la respuesta inmune
dentro del Gtero y, junto con el empleo de practicas de manejo adecuadas para evitar estrés
adicional y asegurar un balance energético apropiado, permitiria al animal superar esta
enfermedad.

En cuanto a la OO, el efecto del tratamiento en las TC no pudo ser probado debido al
bajo numero de casos identificados. Se ha descrito previamente que la transferencia de
embriones producidos in vivo o in vitro podria ser una buena alternativa para las vacas con
OO bilateral (Garrido et al., 2019). Ademas, cabe sefialar que, si la causa de la oclusion es
reversible, por ejemplo, la salpingitis, la gestacion tras la 1A sigue siendo posible. Sin
embargo, esto requeriria multiples 1As o evaluaciones seriadas para comprobar la
permeabilidad oviductal, lo que acabaria aumentando las pérdidas econdémicas debidas al
SRC.
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) 5.3 EXPERIMENTO 3: PREVALENCIA Y FACTORES DE RIESGO DEL
SINDROME DE REPETICION DE CELOS EN GANADO VACUNO LECHERO DEL
NORTE DE ESPANA

La prevalencia de SRC obtenida en el presente estudio fue del 21,1%,
correspondiendo un 18,6% a las vacas primiparas y algo superior, un 22,8%, en las
multiparas. En este sentido, diversos estudios han relacionado el nimero de parto con un
aumento en la incidencia del SRC (Moss et al., 2002; Nishi et al., 2010; Bonneville-Hébert et
al., 2011; Asaduzzaman et al., 2016; Balasundaram et al., 2016; Khan et al., 2016; Eshete et
al., 2023), lo que podria deberse al desarrollo de patologias reproductivas tras los sucesivos
partos y las alteraciones uterinas que acarrean. Ademas, la edad avanzada podria también
influir negativamente en la fertilidad debido la reduccion de la calidad de los ovocitos
(Alvarez et al., 2018) o a la aparicion de anormalidades ovéricas y fallos en la ovulacion
relacionados con defectos en la produccion de las hormonas hipotalamicas o hipofisarias
(Bulman y Lamming, 1978). Por el contrario, algunos autores han observado una prevalencia
mas elevada de este sindrome en las vacas primiparas (Gustafsson y Emanuelson, 2002;
Yusuf et al., 2010; Asaduzzaman et al., 2016; Crivei et al., 2019), lo que podria achacarse a
una menor capacidad de adaptacion a las demandas metabolicas de la lactacion a esas edades
tempranas, en contra de otras opiniones (Matubber et al., 2018; Malik et al., 2019; Hasib et al,
2020; Jeong y Kim, 2022).

El desarrollo de patologias reproductivas durante el postparto aumento el riesgo de
aparicion de SRC en los animales incluidos en nuestro estudio. La distocia fue un factor de
riesgo importante tanto en primiparas como en multiparas, lo que estd en linea con los
resultados descritos en otros estudios (Lafi y Kaneene, 1992; Gustafsson y Emanuelson,
2002; Bonneville-Hébert et al., 2011; Nath el al., 2014; Matubber et al., 2018; Eshete et al.,
2023). Las distocias se han asociado con una reduccion en las TC y con mayores intervalos
interparto (Stevenson y Call, 1988), debido a que provocan un retraso de la involucién uterina
y aumentan el riesgo de patologias uterinas (FOldi et al., 2006; Bell y Roberts, 2007; Prunner
et al., 2014; Bogado Pascottini y Opsomer, 2017), ademas de retrasar el reinicio de la
actividad ovarica (Opsomer et al., 2000). En este sentido, diversos autores han demostrado la
asociacion entre el SRC y el mencionado reinicio anormal de la actividad ovarica (Bullman y
Lamming, 1978; Yusuf et al., 2010). En el presente estudio, las infecciones uterinas postparto
aumentaron significativamente la probabilidad de padecer el SRC. La endometritis fue un
factor de riesgo tanto en primiparas como en multiparas, lo que concuerda con los resultados
reportados en diversos estudios (Nath el al., 2014; Crivei et al., 2019; Jeong y Kim, 2022;
Eshete et al, 2023). Asimismo, para las vacas multiparas, la metritis favorecid la aparicion de
este sindrome, en linea con lo observado por otros autores (Bonneville-Heébert et al., 2011;
Nath el al., 2014; Crivei et al., 2019; Hasib et al., 2020; Eshete et al, 2023). Se sabe que la
presentacion de patologias uterinas en el postparto afecta a la fertilidad de la vaca (LeBlanc et
al., 2002; Sheldon et al., 2009), ya que alteran el ambiente uterino y la funcidn ovarica,
reduciendo la supervivencia de gametos y embriones (Williams et al., 2001; Mateus et al.,
2002; Hill y Gilbert, 2008; Gilbert et al.,, 2011; Ribeiro et al., 2016). Sin embargo,
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contrariamente a los resultados obtenidos en las vacas del Norte de Espafa analizadas, otros
autores no observaron asociacion de las distocias ni de las metritis con un mayor riesgo de
desarrollo de SRC (Balasundaram et al., 2016; Jeong y Kim, 2022).

Tras el analisis de los registros obtenidos en el presente estudio, la pérdida acusada de
CC entre el periodo de secado y el postparto increment6 significativamente el riesgo de
desarrollo de SRC tanto en primiparas (pérdidas de 0,75 y entre 1-1,5 puntos) como en
multiparas (pérdidas de 1-1,5 puntos). Sin tener en cuenta la pérdida de CC durante el periodo
de transicion, otros autores han descrito una prevalencia mayor de SRC en vacas con pobre
CC en comparacién con aquellas con CC media o buena (Asaduzzaman et al., 2016; Malik et
al., 2019; Befekadu et al., 2023; Eshete et al., 2023; Datrianto et al., 2024). Ademas, estudios
previos han asociado la pérdida de la CC en el postparto con una reduccion de la fertilidad
(Gillund et al., 2001; Pryce et al., 2001), y concretamente la CC baja en el momento de la
primera 1A (<2,50) y una pérdida marcada de CC en las tres primeras semanas postparto
condujeron a una reduccion en la TC, asi como a una peor calidad de los embriones (Carvalho
et al., 2014). Estos efectos perjudiciales pueden deberse al BEN que se produce en el
periparto debido al aumento de las demandas asociadas a la lactacion (Butler, 2003). Este
BEN puede dar lugar a alteraciones en la funcion inmune (Hammon et al., 2006; Grinberg et
al., 2008), lo que a su vez puede incrementar el riesgo de desarrollo de patologias uterinas, asi
como a alteraciones reproductivas y una bajada de la fertilidad (Lucy et al, 1992; Leroy et al.,
2008; Bisinotto et al., 2012). Sin embargo, otros estudios no han observado asociacion entre
la CCy laincidencia de SRC (Yusuf et al., 2010; Nishi et al., 2018; Jeong y Kim, 2022).

Por otro lado, las alteraciones metabdlicas se han estudiado como posible factor de
riesgo del SRC. En el caso de los animales incluidos en nuestro estudio, la cetosis aumentd
significativamente el riesgo de apariciébn de SRC, tanto en vacas primiparas como en
multiparas. En concordancia con estos resultados, Jeong y Kim (2022) reportaron un aumento
significativo de la incidencia de SRC en los animales que habian sufrido alteraciones
metabolicas. Por otro lado, se ha descrito que aquellas vacas con cuadros de hipocalcemia
presentan una probabilidad mas alta de padecer SRC (Lafi y Kaneene, 1992; Crivei et al.,
2019; Islam et al., 2023); en este sentido, dicho desequilibrio en los niveles sanguineos de
calcio puede acarrear un aumento de la incidencia de distocias, lo que también se asocia con
mayor incidencia del SRC. En lo referente al desplazamiento de abomaso, frecuentemente
asociado a la cetosis, en el presente estudio no se observé un efecto estadisticamente
significativo sobre el riesgo de SRC. Por el contrario, estudios previos han sugerido un efecto
perjudicial del desplazamiento de abomaso sobre la fertilidad en vacas lecheras (Loeffler et
al., 1999; Brodzki et al., 2015), asi como una mayor riesgo de padecer SRC (Jeong y Kim,
2022).

En este estudio, las mastitis clinicas fueron un factor de riesgo para el desarrollo de
SRC tanto en vacas primiparas como en multiparas, y para estas ultimas también lo fueron las
mastitis subclinicas. Estos resultados estan de acuerdo con lo reportado por Befekadu et al.
(2023), gque observaron un riesgo 2,63 veces mayor de sufrir SRC en las vacas que habian
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presentado mastitis. Asimismo, Gustafsson y Emanuelson (2002) describieron que habia una
mayor proporcion de vacas con SRC en rebafios con alta incidencia de mastitis clinicas. Los
efectos negativos de la mastitis sobre la fertilidad han sido descritos previamente y se han
asociado a menores TC (Santos et al., 2004; Hertl et al., 2014) asi como a un aumento del
IPIF (Schrick et al., 2001; Santos et al., 2004; Wilson et al., 2008). Resulta interesante
resaltar que los efectos perjudiciales antes descritos sobre la fertilidad han sido asociados
tanto con las mastitis clinicas como subclinicas (Lavon et al., 2011). Se ha sugerido que las
vacas que padecen mamitis presentan un aumento en la sintesis de citoquinas
proinflamatorias durante la infeccion (Rambeaud et al., 2003; Soto et al., 2003; Herath et al.,
2009) que, junto con las endotoxinas bacterianas, provocan desequilibrios hormonales que
afectan a la foliculogénesis y a la ovulacion (Battaglia et al., 2000; Hockett et al., 2005;
Lavon et al., 2010), asi como a la supervivencia embrionaria (Soto et al., 2003).

Las cojeras aumentaron significativamente el riesgo de sufrir SRC en los animales
incluidos en este estudio, al igual que describen Kara et al., (2011). Se ha reportado un
aumento de los servicios por concepcion (Hernandez et al., 2001; Melendez et al., 2003), asi
como un aumento del IPIF (Bakerma et al., 1994; Hernandez et al., 2001; Kilic et al., 2007;
Mellado et al., 2018) en vacas que presentan cojeras en comparacion con vacas sanas. Estos
procesos afectan a la fertilidad a través de los mecanismos proinflamatorios comentados
previamente, pero también generan dolor y estrés, lo que da lugar a un aumento plasmatico de
glucocorticoides y catecolaminas, que alteran el desarrollo folicular y la ovulacion (Whay et
al., 1997; Melendez et al., 2003).

El analisis de los datos correspondientes a vacas primiparas reveld que existia un
riesgo significativamente menor de desarrollo del SRC cuando los partos tenian lugar en
verano u otofio. Mientras que algunos autores no han observado relacion entre la época de
parto y el SRC (Bartlett et al., 1986; Yusuf et al., 2010), otros describen una mayor incidencia
de SRC cuando las vacas paren en invierno (Malik et al., 2019) o en otofio-invierno (Hewett,
1968; Gustafsson y Emanuelson, 2002). Cabe sefialar que el aumento de la incidencia durante
el otofio y el invierno observado en Escandinavia puede deberse a la influencia de la
reduccion del fotoperiodo en esa época del afio sobre la secrecion hormonal, que podria dar
lugar a alteraciones reproductivas (Gustafsson y Emanuelson, 2002). Diversos estudios han
descrito una mayor incidencia de SRC durante la primavera y el verano (Khan et al., 2016;
Verma et al., 2018; Crivei et al., 2019; Islam et al., 2023), lo que podria deberse a los efectos
negativos del estrés calorico sobre la fertilidad. Estos efectos perjudiciales incluyen la
alteracion de la produccién hormonal y el desarrollo folicular (Wilson et al., 1998; Wolfenson
et al., 2000; De Rensis et al., 2017), asi como de la manifestacion de celos (Garcia-Ispierto y
Lopez-Gatius, 2013; Wolfenson y Roth, 2019), y afectan a la supervivencia de ovocitos y
embriones (Garcia-Ispierto et al., 2006; Roth, 2008). La menor incidencia de SRC en los
meses frios podria estar relacionada con la ausencia de estrés térmico durante el periodo de
cubricion, que corresponderia a las vacas que paren en meses mas calidos.
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5. Discusion

El retraso de la primera IA postparto redujo el riesgo de padecer SRC en las vacas
multiparas de este estudio. En este sentido, Jeong y Kim (2022) reportaron un riesgo
significativamente menor de sufrir SRC en aquellas vacas inseminadas después de los 80 dias
postparto en comparacion con las inseminadas < 80 dias después del parto. Ademas, otros
estudios han observado previamente la asociacion entre un intervalo corto entre el parto y la
primera 1A con una mayor incidencia de SRC (Gustafsson y Emanuelson, 2002; Yusuf et al.,
2010). Este efecto puede deberse a que periodos de espera méas largos permiten el
establecimiento de una mejor salud uterina, la reduccion de la inflamacién sistémica y el
restablecimiento de la ciclicidad ovérica (Stangaferro et al., 2018). En cuanto a la ES, una de
las causas del SRC, se ha reportado mayor incidencia cuando se empleaban intervalos parto-
primera IA cortos (Pascottini et al., 2017; Diaz-Lundahl et al., 2021).
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6. CONCLUSIONES

Aunque se ha probado que la concentracién de inmunoglobulinas en el moco cervical
afecta a la motilidad espermaética, en este estudio no se encontraron diferencias en
relacion a este factor entre las vacas con y sin SRC, lo que podria indicar que una
respuesta inmune local mediada por 1gG/IgA contra los espermatozoides no es una de
las posibles causas de este problema. Cabe destacar que nuestros resultados pueden
carecer de significancia debido al reducido nimero de vacas y la consideracion de un
punto de corte bajo entre grupos. Por lo tanto, se requieren mas investigaciones para
arrojar luz en este tema.

En base a los resultados de este trabajo, ni la endometritis subclinica ni la oclusion
oviductal parecen ser la causa principal del SRC en las vacas estudiadas.

En aquellos casos en que la endometritis subclinica es diagnosticada como causa del
SRC, el tratamiento con AINEs parece aumentar las TC. Sin embargo, la falta de
estudios al respecto, la gran discrepancia entre ellos, y el reducido numero de
animales incluidos indican la necesidad de realizar investigaciones adicionales con un
tamafio muestral mayor.

La prevalencia del SRC observada en las vacas incluidas en nuestro estudio
localizadas en el norte de Espafia fue del 21,1% (18,6% en primiparas y 22,8% en
multiparas).

Los factores de riesgo del SRC identificados para las vacas primiparas incluyeron una
pérdida marcada de condicion corporal entre el secado y el postparto, asi como el
desarrollo de cetosis, cojeras, mastitis clinicas y ciertas patologias reproductivas
(distocias y endometritis), mientras que los partos en verano y otofio redujeron la
posibilidad de aparicion del SRC.

En lo referente a las vacas multiparas, los factores de riesgo observados en este
estudio fueron los mismos que en el caso de las primiparas, pero en este grupo se
afiaden las metritis y las mastitis subclinicas. Ademas, para las vacas multiparas se
observo un efecto protector del retraso en la primera IA tras el parto.
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El sindrome de repeticion de celos supone una de las
principales problematicas reproductivas que afectan al ganado
bovino lechero, generando importantes pérdidas econémicas y
aumentando el riesgo de eliminacién de animales. El objetivo
de esta tesis fue determinar su prevalencia, estudiar las causas
y los factores de riesgo implicados en su aparicion, y valorar
posibles alternativas terapéuticas. En base a los resultados
obtenidos, la inmunizacion frente al semen, la endometritis
subclinica y la oclusion oviductal no parecen estar entre las
causas principales de este trastorno. En este estudio se
obtuvieron resultados positivos tras el tratamiento de la
endometritis subclinica con antiinflamatorios no esteroideos y
se identificaron ademads varios factores de riesgo del sindrome
en vacas primiparas y multiparas.
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