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Resumen

La mastitis bovina es la enfermedad mas importante desde el punto de vista econémico en el ganado
productor de leche. En este documento se exponen los hallazgos experimentales relacionados al efecto
de esta afeccidn en el comportamiento reproductivo y la eficiencia de las tecnologias de reproduccion
asistida de las vacas lecheras. Se presenta el probable mecanismo fisiopatolégico mediante el cual
esta dolencia ocasiona severos trastornos y se citan algunas de las estrategias disponibles para
disminuir su prevalencia, asi como mejorar la fertilidad de las vacas afectadas y la eficacia de las
biotecnologias reproductivas y la fertilidad de la descendencia.

Palabras clave: mastitis, inflamacion, endocrino, transicion, ovocito, fertilizacion, maduracion,
suplementacion, biotecnologia.

Abstract

Bovine mastitis is the most important disease amongst dairy cattle from the economic point of view. This
paper discusses experimental findings regarding the effect of this disease on reproductive performance
and on the efficiency of assisted reproduction technologies for dairy cows. The likely pathophysiological
mechanism by which this disease causes severe disorders is presented, with citation of some of the
strategies available both to reduce its prevalence and to improve the fertility of affected cows, the
effectiveness of the reproductive biotechnologies and the fertility of offspring.

Key words: mastitis, inflammation, endocrine, transition, oocyte, fertilization, maturation,
supplementation, biotechnology
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Introduccion

La mastitis es una enfermedad global que aqueja
entre el 10% y 80% de las vacas lecheras (Hert,
et al., 2010). Este trastorno afecta la cantidad y
calidad de la leche, generando grandes pérdidas
econdmicas (Bar etal., 2008; Moussavi, Mesgaran
& Gilbert, 2012; Fodor, Dunnay & Ozsvari, 2013).
También ejerce un efecto negativo en la fertilidad
(Gunay & Gunay, 2008; Nava—Truijillo, Soto-
Belloso & Hoet, 2010; Hudson, Bradley, Breen
& Green, 2012) y la eficiencia de las tecnologias
de reproduccién asistida (Scenna, 2006; Roth
et al., 2013), todo ello asociado a los cambios
sistémicos, endocrinos (Schrick et al., 2001;
Hansen, 2007; Fabian et al., 2010) celulares
y moleculares se que producen en el animal
(Rahman et al. 2012; Bromfield & Sheldon, 2013).

La mayoria de estos estudios fueron realizados
en la ganaderia de cria intensiva y en ganado de
alta produccion, bajo las condiciones de climas
templados, en ausencia de estrés nutricional,
caldérico y en condiciones diferentes de control
y estado de salud de los rebarios. Por ello, esta
revision de la literatura muestra los resultados
mas notables de las investigaciones dirigidas
a establecer la interaccion de la mastitis en la
vaca lechera, el comportamiento reproductivo y
la eficiencia de las tecnologias de reproduccion
asistida, con el fin de servir de base para el
desarrollo de investigaciones en las condiciones
de la ganaderia mestiza de doble propdsito y
razas sintéticas criadas en pastoreo, bajo las
condiciones climaticas del tropico.

Para el andlisis de la informacién se emplearon
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las bases de datos Electronicas PubMed,
Scopus, Web of Science y Web Animal Science
como fuentes principales para obtener los
articulos relacionados con los biomarcadores,
el estrés oxidativo, los micronutrientes y su
impacto en la salud, reproduccion y eficiencia
de las tecnologias de reproduccion asistida.
Las palabras clave utilizadas en la busqueda
fueron: mastitis, inflamacion, endocrino,
transiciéon, ovocito, fertilizaciéon, maduracién,
suplementacion, biotecnologia.

Desarrollo

Efecto de la mastitis en el comportamiento de
los parametros reproductivos

Durante los ultimos 10 afos se realizaron diversos
estudios con el objetivo de valorar el efecto de
la mastitis en el comportamiento reproductivo de
las vacas lecheras (Schrick et al., 2001; Hudson
et al., 2012; Yang et al., 2012). Se encontré que
en las vacas que manifiestan mastitis durante los
primeros 90 dias del posparto y, previa la época
de servicio (McDougall, Rhodes & Verkerk,
2005), se produce un aumento significativo de los
intervalos interpartales (Gunay & Gunay, 2008;
Gomez—-Cifuentes, Molinet, Signorini, Scandelo,
& Calvinlio 2014) y se incrementa el nudmero
de servicios por gestacion (Ahmadzadeh et al.,
2009). Ademas, tienen 2,40 veces mas riesgo de
pérdida de la prefiez (Huszenicza et al., 2005;
Moore, Overton, Chebel, Truscott & BonDurant,
2005; Perrin, Bostelman & Sheldon, 2007) y una
menor posibilidad de concepcién (Hansen, 2007;
Cha et al.,, 2013), independientemente de los
microorganismos que la provocan (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de la mastitis clinica y subclinica sobre algunos parametros reproductivos en vacas diagnosticadas
con mastitis entre el primer servicio y la concepcion (Adaptado de Schrick et al., 2001).

Tipo de mastitis Numero de animales IPPS IPC S/C

Clinica 81 77,3x2.72 110,0+6,92 2,1+ 0,2
Subclinica 229 74,8+2.72 107,7+6,92 2,1+ 0,2
No mastitis 326 67,8+2.2b 85,4+5,8b 1,6+ 0,2

Leyenda: letras diferentes por columnas difieren entre si p< 0,05.
IPPS= Intervalo parto primer celo; IPC = Intervalo parto concepcioén; S/C= Numero de servicio por gestacion.
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También, un conjunto de pesquisas fue dirigido
a comprobar el efecto de la intensidad de la
respuesta inmunoldgica del organismo en
vacas con mastitis, empleando como variable
dependiente el numero de células somaticas de la
leche en el comportamiento reproductivo (Konig
et al., 2006; Morris et al., 2009). Los primeros
trabajos sobre este aspecto fueron desarrollados
en Lituania por Juozaitiene y Juozaitis (2005).
Estos investigadores estimaron la relacion entre
el numero de células somaticas en la leche con
el nivel de produccion vy la fertilidad en vacas de
la raza Negra Blanca. Segun sus resultados, el
aumento del nimero de células somaticas de
100 000 a 800 000 células/ml en la leche, guardd
una correlacion positiva en un rango del r= 0,36
al r= 0,44 entre el nimero de células somaticas
y el IPC, IPP, el periodo seco y el indice de
inseminacion (Tabla 2).

Més tarde, en Inglaterra, Hudson et al. (2012)
comunicaron resultados similares. En los
rebafios de bovinos estudiados se encontrd
una prevalencia de mastitis del 50% al 70%.
Mostraron que cuando la mastitis se produjo
31 dias después del servicio de inseminacion
artificial (1A), ocurrid6 una disminucién del 18%
de la tasa de prefiez en las vacas que tuvieron
células somaticas en la leche, entre 200 000 a
399 000 células/ml, y del 26%, si el nimero de
células somaticas fue superior a 399 000 / ml.

Estos datos respaldan la idea de que la intensidad
de la respuesta inmunitaria del organismo, ante el
proceso inflamatorio que acompana a la mastitis,
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puede aumentar su efecto negativo en los eventos
reproductivos. Aunque la fertilidad individual y del
rebafio estd condicionada por multiples factores,
en muchos estudios no se ha encontrado una
estrecha relacién entre mastitis y comportamiento
reproductivo (Vacek, Stadnik & Stripkova, 2007),
pero es muy probable que este inconveniente se
asocie a los modelos matematicos empleados
para hacer el analisis y el momento de ocurrencia
de las mastitis, puesto que en la mayoria de
las investigaciones unicamente se compard la
eficiencia reproductiva entre animales afectados
y no afectados, sin considerar la interaccién con
otros factores como el rebafo, el nimero de
inseminaciones, la paridad, época de partos, el
nivel de produccion de la vaca y el momento de
la lactancia.

Al respecto, en estudios efectuados por Hertl et
al. (2010) en los cuales fueron discriminados los
efectos anteriores y algunos otros eventos de la
salud reproductiva no asociados a la ocurrencia
de mastitis, se comprobdé que cuando la mastitis
clinica se produce alrededor del tiempo de
la inseminacion artificial (IA), disminuye la
probabilidad de concepcion, efecto que es mas
severo si el microorganismo que la ocasiona es
gram negativo. Ademas, se observé un aumento
del numero de servicios cuando la |A fue realizada
durante la estacién de mayor calor, y en vacas
afectadas por retencion de placenta.

Uno de los trabajos de mayor relevancia sobre
el tema en las condiciones climaticas del tropico
humedo fue el efectuado por Nava-Trujillo et

Tabla 2. Correlacion entre el nimero de células somaticas y el comportamiento reproductivo de vacas Negras
—Blancas en Lituania (Adaptado de Jouzaitiene & Jouzaitis, 2005)

indices del comportamiento reproductivo Numero de células somaticas P

indice de inseminacion 0,44 <0,01
IPC (dias) 0,26 <0,01
IPP(dias) 0,38 <0,01
Duracién del periodo seco (dias) 0,40 <0,01
Produccion de leche (kg) 0,07 <0,01
Produccién de leche (kg) -0,35 <0,01

Leyenda: IPC= intervalo parto-concepcion; IPP= intervalo parto-parto
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al. (2010) en Venezuela. En vacas mestizas
Bos indicus de doble propdsito comprobaron
que la mastitis clinica ocurrida entre el periodo
que media del parto al primer celo, provoca una
prolongacién del IPPS (136 vs 98 dias) y PC
(187 vs 143 dias), cuando fueron comparadas
con las vacas que no exhibieron la enfermedad
(p<0,05). Este efecto es mas severo en las vacas
primiparas y solo afecta el comportamiento
reproductivo cuando ocurre durante los primeros
62 dias de inicio de la lactancia. Sin embargo,
no se encontré diferencias significativas en el
numero de servicios por concepcién entre ambos
grupos.

Recientemente Torres et al. (2016) mostraron
la tasa de prevalencia y la relacién con los
trastornos reproductivos de esta enfermedad
en vacas lecheras criadas en pastoreo, bajo las
condiciones del tropico humedo. En un rebafio
de vacas Jersey y Siboney con deficiencias de
cobre, durante los primero 60 dias posteriores al
parto, encontraron una prevalencia de la mastitis
subclinica del 68,5%. En estas vacas, la mastitis
tuvo una relacion significativa (r= 0,56 p<0,05)
con las repeticiones del servicio y el anestro
posterior al parto.

En la actualidad existe poca informacién sobre
el efecto de la mastitis en los parametros
reproductivos de los paises de climas calidos,
especialmente en el ganado cruzado y las razas
sintéticas producto del cruzamiento entre el Bos
indicus x Bos taurus, criado en pastoreo (Torres et
al., 2016). Por ello, resulta novedoso caracterizar
la relaciéon que existe entre la ocurrencia de
mastitis y el comportamiento reproductivo de
estos genotipos criados en pastoreo, en el trépico.

Respuesta sistémica y perfil endécrino de
vacas afectadas de mastitis

Diversas investigaciones tienen como objetivo
conocer si los procesos inflamatorios fuera del
aparato reproductor pueden ejercer un efecto
negativo en la calidad y desarrollo del embrién
preimplantado. Estos estudios constituyen la
base para explicar los mecanismos mediante los
cuales la ocurrencia de mastitis puede afectar la
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fertilidad de las vacas (Chebel, 2007; Fabian et
al., 2010).

La mastitis y el proceso inflamatorio especifico
y comun que la acompana, provocan una serie
de cambios sistémicos tales como disminucién
de la motilidad del rumen, depresion general,
taquicardia, disminucién de los niveles de hierro
y zinc, y aumento de la temperatura corporal
(Ballou, 2012). Estos sintomas son la respuesta
del organismo a la ocurrencia de mastitis clinica
o subclinica. Al respecto, se ha comprobado que
bajo el efecto del incremento de la temperatura
corporal, a causa de la mastitis, disminuye el
crecimiento y desarrollo del foliculo ovarico y
la manifestacion del celo. Ademas se retrasa el
periodo estro-ovulacién, se reduce la capacidad
de fertilizacion del ovocito maduro y se deprime
el desarrollo del embrién in-vivo o cultivado in-
vitro (Hansen, 2007; Hansen, 2009).

Otrastransformacionesimportanteslo constituyen
el estrés oxidativo que se origina en respuesta al
proceso infeccioso, caracterizado por un aumento
notable de los nitratos y nitritos, la disminucion
del acido ascorbico en el suero sanguineo y la
actividad de la enzima Mielo-peroxidasa, con
capacidad de desintegraciéon de las proteinas.
También se produce un incremento de la sintesis
y secrecion de citoquinas mediadoras del proceso
inflamatorio (interlukin, 1l-1a, IL1B, IL6, IL8, 1110,
12, TNF-a, IFN- B), y PGF20, cuya accion puede
inducir la regresion del cuerpo Iuteo y la pérdida
de la prefiez (Stakheeva & Plemyashov, 2007;
Walusimbi & Pate, 2013).

Uno de los aspectos de mayor importancia
dentro de los cambios sistémicos que ocurren
durante el desarrollo de mastitis es la reaccion y
transferencia de las células polimorfas nucleares
de la sangre, al sitio de inflamacion en la ubre.
Este fendmeno es el que produce el exceso de los
neutréfilos, macréfagos, linfocitos y eosindfilos
en la leche (Sordillo, 2009; Jézwik et al., 2012).
En este sentido, estudios recientes enfatizan que
existe una relacion negativa y significativa entre
el numero de células somaticas en la leche y la
fertilidad de las vacas (Morek- Kope¢, Zarneki &
Jagusiak, 2009; Olechnowicz & Jakowski, 2013).
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En rebanos donde el conteo de células somaticas
de la leche muestre valores superiores a 200
000/ml, es comun la ocurrencia de retraso en
la aparicion e intensidad del celo después del
parto (Morris et al., 2013), especialmente en los
climas calidos.

En relacion con el perfil endocrino, las variaciones
mas significativas asociadas a la ocurrencia
de mastitis, inducida o natural, se caracterizan
por el aumento del nivel de cortisol y la PGF2a
(Sugino, 2006). Ademas, ocurre una disminucion
de los niveles plasmaticos de la hormona del
crecimiento y el factor de crecimiento IGF-I, los
valores de T3y T4y se produce un aumento de la
insulina, la hormona TSH y la Leptina (Rahman,
2010). También manifiesta cambios en el perfil de
las hormonas del eje hipotalamo hipdfisis-ovario
que se expresa en la disminucién en los patrones
de secrecion del factor de liberacion hormonal
GnRH, las gonadotropinas foliculo estimulante
(FSH) vy la foliculo luteinizante LH (Schrick et
al., 2001), asi como los valores del estradiol.
Estas transformaciones fisiopatoldgicas que
acompafnan a la mastitis son el origen de las
modificaciones en la funcién ovarica, el utero,
la fertilizacion, el crecimiento y desarrollo del
embrion.

Efecto de la mastitis en las funciones ovaricas
y respuesta a los tratamiento de induccién y
sincronizacion del estro

Existen evidencias experimentales que sustentan
que la mastitis y los cambios sistémicos y
endocrinos que la acompafan afectan las
funciones ovaricas. En estudios efectuados
por Lavon et al. (2008) en un grupo de vacas
Holstein, bajo un programa inseminacion artificial
mediante la sincronizacion del celo con CIDR +
PGF20, fue inducida la ocurrencia de mastitis
mediante la infusidn infra-mamaria o venosa de
endotoxinas (LPS) de la Echerichia coli en el
momento de manifestacion del estro. De acuerdo
con los resultados del experimento, el tratamiento
provocé un aumento de los niveles de cortisol,
disminucion y retraso de los pulsos de la LH, lo
que genero un retardo de la ovulacion en el 30%
de las vacas tratadas. Aunque en ese estudio
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no fueron identificados los factores individuales
que condicionan este comportamiento, es
factible creer que los cambios producidos estén
relacionados con la magnitud de la respuesta
inflamatoria individual (Lavon, Leitner, Voet &
Wolfenson, 2010; Wolfenson, Leitner & Lavon,
2015).

En la practica, estos hallazgos significan que
las vacas afectadas de mastitis, asociada 0 no
con otro proceso inflamatorio localizado fuera
del tracto genital, tienen una menor probabilidad
de ser fertilizadas posterior al celo natural o
los tratamientos de sincronizacion del estro e
inseminacion artificial a tiempo fijo, debido a la
falta de sincronizacion entre la aparicion del estro
y la ocurrencia o no de la ovulacién.

Posteriormente Rahman (2010) evalud la
correlacion existente entre la fertilidad y los
cambios morfométricos y moleculares en
el ovario de vacas afectadas de mastitis
crénica. Mostrd que la mastitis crénica provoco
cambios significativos en el estroma ovarico,
caracterizados estos por una disminucién de la
vascularizacion y el aumento de tejido fibroso,
sin embargo, la enfermedad no afecté el nimero
de foliculos primordiales y primarios, aunque
fue evidente una disminucién significativa de la
cifra de foliculos secundarios. Este fendmeno fue
atribuido al hallazgo de una reduccion significativa
(p<0,05) en la expresion de la proteina GDF-9
dentro de los ovocitos preantrales y los foliculos
de diferentes tallas. Esta proteina estimula el
reclutamiento, la proliferacién y la diferenciacion
de las células de la teca, especialmente durante el
transito de foliculo primario a foliculo secundario.
El hecho de que en las vacas con mastitis cronica
exista una carencia de esta proteina explica la
inhibicién del movimiento del foliculo primario a
foliculo secundario (Rahman et al., 2012).

Recientemente Morris et al. (2013) establecieron
la relacion entre el numero de células somaticas
en la leche y la respuesta al tratamiento de
sincronizacion del celo con GnRH y PGF2a. De
acuerdo con los resultados de la investigacion,
no encontraron cambios significativos en la tasa
de crecimiento y desarrollo del foliculo ovarico,
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asi como modificaciones en el perfil de estradiol
y progesterona después del tratamiento de
sincronizacion; no obstante, observaron un
mayor intervalo entre el final del tratamiento y
la aparicion del celo, el cual mostré una menor
intensidad al ser comparado con vacas con <
200 000 células/ml. Uno de los aspectos de
mayor relevancia de este estudio fue que en el
18% de las vacas tratadas con > de 200 000
células /ml), no produjo la ovulacion.

Efecto de la mastitis en la competencia de los
ovocitos para la maduracion fertilizacion y
desarrollo del embrién cultivado invitro

El mecanismo fisiopatolégico mediante el cual
la mastitis de origen infeccioso perturba las
funciones ovaricas o la calidad de los ovocitos aun
no esta plenamente aclarado, pero, de acuerdo
con los estudios de Soto, Natzke y Hansen (2003)
y Scenna (2006), la respuesta inmunitaria a la
accion de los microorganismos participantes se
acompana del aumento de la sintesis y secrecion
de citoquinas (TNF-a, IFN-B, IL6, IL8, IL12),
PGF2a, el Factor de la Necrosis Tumoral (TNF.a)
y el éxido nitrico por las células del endometrio,
la glandula mamaria y las células del cumulo en
el foliculo ovarico. Estos compuestos, liberados
durante el proceso inflamatorio que sucede
posterior a la infestacion bacteriana, asociada
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a la mastitis, disminuye significativamente el
porcentaje de ovocitos madurados, fertilizados
y desarrollados a blastocitos, asi como la
competencia de estos para la crio-conservacion
in vitro (Roth et al. 2013; Santos & Ribeiro, 2014)
y es considerada una de las principales causas
de mortalidad embrionaria.

Debido a que el mecanismo mediante el cual
la PGF20 afecta el crecimiento y desarrollo
embrionario no estaba aclarado, investigadores de
la Universidad de Tennessee, en EEUU, bajo la
direcciondel Dr.Neal Schrick, realizaron unconjunto
de estudios para identificar el periodo del desarrollo
embrionario en que se hace presente el receptor
de PGF20, determinar la fase mas susceptible
al efecto nocivo de este compuesto y probar la
contribucién que pudiera hacer la inhibiciéon del
efecto negativo de PGF2a al desarrollo embrionario
durante el proceso de produccion in vitro o in vivo
de los embriones transferidos, después de ser
tratados con un inhibidor de PGF2a (Figuras 1, 2
y 3). En estos experimentos se identificd que la
fase de mérula es la mas susceptible a la accién
de las PGF2a (Scenna, 2006). La adiccion de un
inhibidor de las PGF2a a los medios de fertilizacion
in vitro contribuy6 a mejorar la eficiencia de este
proceso biotecnoldgico y la tasa de prefiez con
los embriones transferidos (Scenna, Edwards &
Schrick, 2008).
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Figura 1. Desarrollo embrionario comparativo después de 48 horas en un medio conteniendo 1 ng /ml de PGF2a.
(PGF) y un medio control (CON) (Adaptado de: Scenna,2006).
Leyenda: letras diferente por columna difieren entre si p<0.05
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Figura 2. Desarrollo embrionario invitro de ovocitos obtenidos en un procesos de FIV en medios suplementados
con un antagonista de PGF2-alfa y medios no suplementa: (Adaptado de .; Scenna, 2006).Leyenda: Al =Al-8810,
PGF=PGF2-alfa; CON= control. Leyenda letras diferentes difieren entre si p<0.05
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Figura 3. Tasa de prefiez comparativa de embriones transferidos obtenidos durante
elprocesos de FIV en medio suplementado con un antagonista de PGF2-alfa ( AL-8810) y un medio no suplementado
(control). Leyenda: letras diferentes por columna difieren entre si p<0.05. Adaptado de : Scenna,2006)

En esta direccion, Glister Hatzirodos,
Hummitzsch, Knight y Rodgers (2014)
confirmaron que en el ovocito obtenido de
vacas con mastitis, la accién de TNFa produce
la inhibicién de la producciéon de estradiol por
las células de la granulosa y el bloqueo del
proceso de maduracion folicular. Desde el punto
de vista molecular, observaron una reduccion
significativa de la expresién del Gen GDF-9,
envuelto en el fendmeno de la diferenciacion
celular y el transcriptor 4CUCT-4 relacionado
con la maduracion (Roth et al., 2013).

En similares investigaciones, Bromfield y Sheldon
(2013), durante tres anos, evaluaron la capacidad
de respuesta inmunoldgica de las células de la
granulosa al inicio de un proceso inflamatorio
de origen infeccioso en la glandula mamaria.
También determinaron el efecto subsiguiente en
el desarrollo de los foliculos primordiales in vivo
y del ovocito durante el proceso de maduracion
in vitro. Sus resultados mostraron que las células
de la granulosa, ante un proceso pre-inflamatorio
ocasionado por las endotoxinas de la Echerichia
coli (LPS), aumentaron la sintesis y acumulacion
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de citoquinas IL-6, y quimoquinas IL8 en el licor
folicular y que su magnitud depende de la dosis
de endotoxinas presente. Estas sustancias
inhibieron en la célula del foliculo primordial
la expresién del gen Supresor Tumoral de la
fosfatasa (PTEN) y su transcriptor (FOXO3),
responsables del desarrollo ulterior de los
foliculos primordiales.

Posteriormente, Price, Bronfield y Sheldon
(2013), asi como Magata, Horiuchi, Miyamoto
y Shimizu (2014) confirmaron que el ovocito
recolectado de vacas afectadas con mastitis
inducida por gérmenes gram negativo, mostraron
una interrupcion de la expansion de las células del
complejo cumulo-ovocito, el proceso de meiosis
y la ocurrencia de la divisién en la vesicula
germinal durante la fase de maduracién in vitro.
Ademas, los blastocistos obtenidos tuvieron
un mayor numero de células con apoptosis en
relacion con los blastocistos provenientes de
vacas no afectadas por la enfermedad. También
observaron alteraciones en la expresion de
los genes COX2, POU5SF1 y HSF materno,
asociados a la respuesta anti-inflamatoria (Asaf
etal., 2013). Por consiguiente, ocurre un aumento
de la respuesta inflamatoria caracterizada
por el incremento de la temperatura corporal
y la sintesis y secrecidon de los mediadores
moleculares y celulares de la inflamacion, que
inhiben el proceso de maduracién y desarrollo del
ovulo (Roth, 2015; Das et al., 2016).

Un ejemplo de lo antes expuesto fue informado
en un estudio previo desarrollado por Roth
et al. (2013), quienes evaluaron la relacion
entre el nimero de células somaticas en la
leche de vacas afectadas de mastitis y la
competencia para el desarrollo de ovocitos
fertilizados y cultivados in vitro. Encontraron que,
independientemente del tipo de bacteria que se
vincula al proceso inflamatorio, las vacas en las
que se hallé un nimero medio (311 000) o alto
(813 000) de células somaticas por mililitro en
la leche, después del procesos de maduracion
y fertilizacién in vitro, mostraron un nudmero
menor ovulos que completaron su desarrollo a
blastocisto (Tabla 3).
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Tabla 3. Efecto de la mastitis en la competencia de
los ovocitos para la fertilizacion y desarrollo invitro
(Adaptado de Roth et al., 2013)

Numero de células somaticas
en la leche por mililitro

Blastocisto (%)

148 000 18,1+ 4,6
311 000 5,6+2,3
1813 000 4,1+1,8

Estos hallazgos experimentales demuestran, en
primer lugar, que aunque es posible producir
embriones mediante la técnica de fertilizacion
in vitro con ovocitos provenientes de vacas
altas productoras, desechadas y destinadas al
sacrificio, la tasa de blastocistos obtenida es
baja en aquellas que fueron dadas de baja por
mastitis. En segundo lugar, que los procesos
inflamatorios fuera del tracto reproductor pueden
afectar la fertilidad y eficiencia de las tecnologias
de reproduccion asistida (Santos & Ribeiro, 2014;
Ribeiro et al., 2016), por consiguiente, seria
necesario desarrollar estrategias para modificar
el proceso de fertilizacion y cultivo de embriones
in vitro, con el fin de lograr la expresion adecuada
de muchos genes implicados en la maduracion,
fertilizacion, crecimiento y desarrollo del ovocito.

Efecto de la mastitis en la reserva de los
foliculos ovaricos de la madre y las crias

El desarrollo del foliculo ovarico es objeto de
multiples estudios. Recientemente se realizaron
diversas investigaciones para conocer como
la mastitis y el proceso inflamatorio que le
acompahfa, afectan la reserva de los foliculos
ovaricos de la madre y su descendencia (Ireland
et al., 2008), asi como valorar el impacto en la
competencia para el desarrollo de las nuevas
biotecnologias de la reproduccion. Existen
evidencias experimentales que sefalan, durante
la prefez, el impacto de las enfermedades
inflamatorias sobre el desarrollo ovarico de la
descendencia. Asi, Evans et al. (2012) sefialaron
en un reciente estudio, usando como marcador
bioldgico la hormona Anti-Mulleriana, que cuando
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el numero de células somaticas en la leche
supera el valor de 200 000/ ml durante la prefiez,
se producen hijas con bajo nivel de hormona
Anti-Mulleriana. Esta hormona se produce por las
células de la granulosa en los foliculos en fase
de crecimiento y tiene una alta correlacién con
las reservas de los foliculos ovaricos (Ireland et
al., 2010).

Al respecto, en una investigacion efectuada por
Ireland et al. (2008), se tomaron dos grupos
de novillas provenientes de vacas Holstein con
> 200 000 o0 <200 000 células somaticas por
mililitro en la leche durante toda la gestacion.
En esta pesquisa se comprobd que las novillas
provenientes de vacas afectadas de mastitis
subclinica, tuvieron un nivel de hormona Anti-
Mulleriana, un 50% inferior que las novillas
engendradas por vacas sanas. Este resultado
implica que las infecciones cronicas durante
la prefiez de las vacas lecheras, disminuyen
las reservas potenciales de foliculos ovaricos.
En este sentido, se ha demostrado en varios
estudios que las novillas con menor reserva de
foliculos ovaricos tuvieron una tasa inferior de
prefiez (Cushman et al., 2009), mayor porcentaje
de mortalidad embrionaria (Jimenez-Krassel
et al., 2009), menor capacidad de respuesta al
tratamiento de superovulacion (Sing, Dominguez,
Jaiswal & Adams, 2004; Ireland et al., 2008) y
afectaciones en el proceso de diferenciaciéon y
maduracion del ovocito (Beker—van Woudenberg
et al., 2004; Ireland et al., 2009) en comparacion
con las novillas que mostraron una mayor reserva
de foliculos ovaricos.

Uno de los hallazgos experimentales de mayor
significacion sobre este tema fue expuesto por
Sominsky et al. (2013), quienes demostraron
en rata hembra que la exposicién neonatal a un
desafio inmune mediante la administraciéon de
LPS, se tradujo en un desarrollo reproductivo
alterado. En concreto, los animales tratados con
LPS mostraron una reserva de foliculos ovaricos
disminuida y vida reproductiva alterada. En ese
estudio se examinaron los mecanismos celulares
que conducen a la ovulacion y la reserva de
foliculos primordiales del ovario. Las ratas a las
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que que se administré por via intra-peritoneal LPS
(Salmonella enteritidis ), mostraron un incremento
significativo en la expresién del receptor de tipo
TLR4 y una disminucion significativa de las
reservas de foliculos primordiales de los ovarios
en el neonato.

Empleando similar disefio experimental en el
ganadobovino, Ireland etal. (2011) y los trabajos
recientes de Bromfield y Sheldon (2013), en
la Universidad de Missouri, confirmaron que
las crias provenientes de vacas con mastitis
cronica, durante la gestacidon mostraron una
menor talla de los ovarios, ademas de una
disminucién de la reserva de foliculos ovaricos
y un nivel mas bajo de la hormona Anti-
Mulleriana (AMH).

En este contexto, puesto que existen sobradas
evidencias que prueban que la cantidad reserva
de ovocito en el ovario esta asociada con la
fertilidad de las hembras bovinas (Evans et
al., 2012), es posible afirmar que las crias
provenientes de vacas afectadas de mastitis
durante el periodo de la embriogénesis
y desarrollo fetal, tienen bajo potencial
reproductivo y pueden manifestar una menor
eficiencia frente a las nuevas biotecnologias
reproductivas. Estas derivaciones aluden a que
la activacion del sistema inmune en los primeros
dias de vida, puede tener implicaciones
significativas para la programacion del desarrollo
de los ovarios y la fertilidad potencial de las
crias (Gonzalez—Recio, Ugarte & Bach, 2012).
Esto sugiere que las novillas descendientes de
vacas con mastitis cronica pueden contribuir
a disminuir la eficiencia de las técnicas de
reproduccion asistida.

Con base a lo expresado, dado que no existe
informacion sobre el impacto de la concurrencia
de mastitis en la madre durante la embriogénesis
y desarrollo fetal, y el comportamiento
reproductivo de su descendencia, seria
necesario orientar investigaciones en este
sentido especialmente en aquellas regiones
donde coexiste una elevada prevalencia de la
enfermedad de la glandula mamaria.
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Mecanismo fisiopatolégico del efecto de la
mastitis en la fertilidad y eficiencia de las
biotecnologias de reproduccion asistida

En resumen aunque aun no esta plenamente
determinado el mecanismo que provoca la
disminucion de la fertilidad y eficiencia de las
tecnologias de reproduccion asistida en las vacas
afectadas de mastitis, Hertl et al. (2010) afirman
que, cuando ocurre la mastitis 14 dias antes o
35 dias después de la inseminacion artificial,
se reduce significativamente la probabilidad de
concepcion. Lavon et al. (2010) explican que
esta manifestacion de infertilidad se debe a un
alargamiento del intervalo estro-ovulacién, en
tanto que Moore et al. (2005) sugieren que es
el producto fallas en la fertilizacién. Sin embargo,
Perrin et al. (2007) y Ahmadzadeh et al. (2009)
aseguran que la causa radica en las pérdidas
embrionarias.

Existen suficientes evidencias experimentales que
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sustentan que la infusidon de microorganismos
gram positivos 0 gram negativos en el endometrio
u otro organo fuera del aparato genital puede
producir una respuesta inmunoldgica al proceso
inflamatorio en las células de la granulosa, lo que
provoca la inhibicién de la expresiéon de algunos
genes (Asaf et al, 2013; Bromfield & Sheldon,
2013) implicados en la diferenciacion celular,
el crecimiento y desarrollo del foliculo ovarico
(Chebel, 2007; Herath et al., 2007; Rahman et
al., 2012) y la maduracién del ovocito (Bromfield
& Sheldon, 2013. In vivo puede ser la causa de
ciclos anovulatorios (Williams et al., 2008; Lavon
et al., 2010) y la disminucion de la capacidad
de implantacion del embrion. También puede
originar una mortalidad embrionaria (Hansen,
2007; Jackson, Lauren, Har & Wisnat, 2012). In
vitro, constituye una razon para el fracaso de los
procesos de maduracion, fertilizacién, crecimiento
y desarrollo del embridon (Soto et al., 20083;
Scenna, 2006; Roth, 2015). Un resumen de los
antes expuesto es mostrado en la (Figura 4).

Eje hipotadlamo — hipdfisis- ovario

EFECTO

Gérmenes J
patégenos
l
Disminucion del (C/D)
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ovulacién, anovulacion
@ y celo silencioso,
/ luteolisis precoz
Aumento de ¢ m E2 [ l
la temperatura
corporal \ Inhibicion de la maduracion
fertilizacién del ovocito clivaje y —»|RC, ME
\ desarrollo del embrién Aborto

Liberacion de
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(TNFa, IL6, IL8)
ONvy PGF-2 a

e

l
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Figura 4. Esquema del mecanismo fisiopatologico del efecto de la mastitis en la reproduccion (Adaptado de:

Hansen, Soto & Natzke, 2004; Chebel,2007).
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No obstante, alin es insuficiente el conocimiento
sobre la competencia a la crioconservacion de
los blastocistos obtenidos durante el proceso
de fertilizacién in vitro y la respuesta a los
tratamientos superovulatorios en la clasica
transferencia de embriones, especialmente
en los paises de climas calidos. En este
sentido, puesto que en el trépico existe una
elevada prevalencia de esta enfermedad (Ruiz,
Pena, Gonzalez & Ponce, 2013; Torres et al.,
2016), seria de interés evaluar su efecto en
el comportamiento reproductivo y eficacia de
las tecnologias de reproduccion asistida, con
énfasis en la produccion in vitro de embriones
en el ganado productor de leche, criado en
pastoreo bajo las condiciones climaticas del
trépico.

Estrategias de control, prevenciéon vy
tratamiento para mejorar la fertilidad y la
eficiencia de las biotecnologias reproductivas
en vacas afectadas de mastitis

Tradicionalmente, el control y la prevencion
de la mastitis comprende: la identificacion y
tratamiento de los casos clinicos, la terapéutica
con antibidticos en las vacas secas (Petrovski,
2011; Bogni et al.,, 2011; Branko et al., 2012;
More, Clegg & Grady, 2012), la desinfeccion de
las tetas posterior al ordefio (Kruze, 2008), la
vacunacion (Wilson et al., 2008), la eliminacion
de las vacas con infecciones cronicas (Garmo et
al., 2010) y el mantenimiento rutinario, igual que
desinfeccion de la ubre y las maquinas (Jansen,
Renes & Lam, 2010; Lam, 2010).

El riesgo que tienen las vacas para desarrollar
mastitis estd determinado, en primera, por la
cantidad de patdgenos presentes en el conducto
mamario y la habilidad del animal para prevenir
la infeccion. La nutricién también tiene un efecto
directo en el estado del sistema inmunitario de
la vaca, por lo tanto, representa una influencia
indirecta con la tasa de infeccion y severidad de
la mastitis (O'Rourke,2009).

Una de las técnicas de manejo disponible para
reducir la incidencia de esta enfermedad fue
expuesta en Chile por Risco (2009), quien
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evaluo, al inicio de la lactancia, el efecto de
la duracidon del periodo seco en la tasa de
ocurrencia de mastitis y su asociacion con el
comportamiento reproductivo. Segun los datos
de esta investigacion, cuando se incrementd la
duracién del periodo seco, aumenté la presencia
de mastitis y se observé un peor comportamiento
reproductivo de las vacas lecheras.

En esta direcciéon, aunque tradicionalmente
se considera que 60 dias es el tiempo 6ptimo
de duracion del periodo seco, después de
numerosas investigaciones se comprobd que
acortar esta fase del ciclo reproductivo a 30 o 35
dias es una adecuada estrategia para facilitar el
desarrollo normal del periodo de transicion en
las vacas (Grummer, Wiltbank, Fricke, Watters &
Silva—Rio, 2010), sin que se afecte la incidencia
de mastitis en la siguiente lactacion (Pinedo,
Risco & Melendez, 2011; Collier, Annen-Dawson
& Pezeshki, 2012), con lo cual se logra mejorar
los indicadores reproductivos (Santschi &
Lefebvre, 2014).

De acuerdo con el National Mastitis Council
(2009), los requerimientos nutricionales
necesarios para optimizar la capacidad
funcional del sistema inmunitario de las
vacas durante el periodo de transicion debe
ir orientado a: el mantenimiento del estado de
la condicién corporal al inicio de la lactancia;
prevenir la hipocalcemia posparto y proveer un
adecuado nivel de minerales trazas (Cu, Se,
Zn, Mn y Fe y las vitaminas E y A y el Beta-
caroteno) (Van Ryn, 2009; Ceballos —Marquez,
2010). Estas estrategias, con énfasis en la
suplementacion de micro nutrientes, tiene una
gran importancia en aquellos rebafios donde
se conoce la existencia de carencias de estos
componentes de la dieta (Spears & Weiss, 2008;
Davidov, Rodinovic, Erdelfan, Stoncic & Belic,
2012; Bhanderi Garg & Sheriasa, 2013). Este
procedimiento ha demostrado ser eficiente para
mejorar el mecanismo de defensa inmunoldgico
de las vacas durante el periodo de transicion
y disminuir la prevalencia y severidad de la
mastitis en la etapa posterior al parto (Enjalbert,
Lebreton & Salat, 2006; Torres et al., 2016).
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Con respecto a las técnicas de control
reproductivo mediante métodos biotécnicos,
las investigaciones se han orientado hacia el
control del celo, la ovulacién (Thatcher et al.,
2006; Pedroso, 2011) y el sostenimiento de la
prefiez en la fase posterior a la inseminacion
o0 la transferencia de embriones (Jerome &
Srivastava, 2012). En este sentido, se ha
propuesto el uso de drogas antinflamatorias, no
esteroidal, (Farney et al., 2013); la vacunacion
contra el Lipopolisacarido (LPS) de la Echerichia
coli (Zebeli, Mansmann, Sivaraman, Dunn &
Ametaj, 2013), y la suplementacién de acidos
grasos polisaturados, conjugados con calcio,
con el fin modular y bloquear la biosintesis
de moléculas proinflamatorias (citoquinas y
la prostaglandinas F2-alfa) que acompanan
al proceso inflamatorio provocado por los
gérmenes infecciosos (Greco et al, 2013;
Bertoni, Minute & Trevisi, 2015), asi como
mejorar la respuesta inmunitaria durante el
periodo de transicién (Risco, 2009).

Otras investigaciones estan encaminadas a
mejorar los métodos de fertilizacion in vitro
teniendo en cuenta los cambios que ocurren
a nivel molecular. Por consiguiente, se han
introducido diversas modificaciones a los
medios de maduracion, fertilizacion y desarrollo
embrionario durante el proceso de produccion in
vitro de embriones (Scenna, 2006; Block, Bonilla
& Hansen, 2010; National Mastitis Council, 2012).
Asi, en algunos experimentos se ha evaluado
el efecto de la adiccion de antioxidantes y los
inhibidores de la accién de la PGF2a y el Factor
de la Necrosis Tumoral (Yang & Fortune, 2007;
Scenna et al., 2008) en la eficiacia del proceso
de obtencién in vitro de embriones en el trépico.

Al respecto, Deb et al. (2011) comprobaron que
al adicionar acido 9-cisretinoico a los medios
de maduracién y cultivo in vitro de embriones
bovinos, se inhibe la expresion del gen de TNFa
por las células de la granulosa, alcanzando un
aumento significativo del nimero de blastocistos
desarrollados y un menor niumero de células con
apoptosis. Estos hallazgos experimentales han
permitido desarrollar nuevas estrategias para
inhibir el efecto negativo del TNFa producido
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por las células de la granulosa en los ovocitos
obtenidos de vacas con mastitis.

Méas tarde, Jackson et al. (2012) enfatizan
que el aumento de sintesis y secrecion del
Factor de la Necrosis Tumoral (TNFa), que
ocurre en las vacas afectadas de mastitis,
ejercen un efecto inhibitorio en el crecimiento y
desarrollo embrionario. Ademas comprobaron
que esta accion es mediada por la accién de
la prostaglandina F2-alfa. En experimentos
orientados a probar esta hipétesis, comprobaron
que los ovocitos madurados, fertilizados y
cultivados in vitro, en los que se adiciond a
los medios endometacina un inhibidor de las
prostaglandina F2-alfa, se pudo bloquear la
accién nociva que ejerce la PGF2a en el proceso
de desarrollo embrionario y mejorar la tasa de
maduracion de los embriones cultivados in vitro.
Similares resultados fueron informados por Kim
et al. (2014), quienes adicionaron a los medios
de cultivo (Flunixin-Meglumine) un inhibidor no
esteroidales de las PGF2-alfa.

Temas de investigacion

e Evaluar los factores de riesgo en la prevalencia
de la mastitis bajo diferentes ambientes y
sistemas de manejo en las vacas lecheras y de
doble propdsito en pastoreo, en clima tropical.

* Determinar la relacién entre la ocurrencia
de mastitis, el comportamiento reproductivo
y eficiencia de las técnicas de reproduccion
asistida en las condiciones del trépico

e Desarrollar nuevas alternativas de manejo
reproductivo,  nutricion  suplementaria vy
métodos biotécnicos para mejorar la fertilidad
y la eficiencia de la transferencia y produccién
in vitro de embriones en hembras bovinas
afectadas de mastitis en pastoreo y clima
tropical

e |dentificar mediante técnicas moleculares los
agentes infecciosos que estan vinculados al
desarrollo de mastitis persistente y la resistencia
genética de las vacas a diferentes patdégenos
de la glandula mamaria.
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e Conocer la relacion entre la ocurrencia de
mastitis en la madre durante la gestacion
y la fertilidad de las hijas y su respuesta a la
implementacién de las técnicas de reproduccion
asistida.

e Valorar el costo total de la ocurrencia de
mastitis en todos los sectores de la ganaderia
vacuna; conocer la aptitud y motivacion de los
productores para la prevencion y control de la
mastitis.

Conclusiones

La mastitis es una enfermedad de las glandulas
mamarias que ocasiona grandes pérdidas
econdmicas a la industria lactea; ademas
existen varias evidencias experimentales de su
relacion con el comportamiento reproductivo
del ganado vacuno. La ocurrencia de mastitis
estd asociada al aumento del intervalo entre
partos, numero de servicios por gestacion,
anestro, mortalidad embrionaria y abortos. En la
mayoria de paises subdesarrollados o en vias
de desarrollo, tiene una prevalencia superior
al 50% en los hatos productores de leche,
respecto a la cual existen algunos informes de
las pérdidas ocasionadas por la mastitis en la
produccion y calidad de la leche vacuna.

No hay informacion del impacto que puede
ejercer esta enfermedad en la eficiencia de
las biotecnologias de la reproduccion asistida
y la fertilidad de las hijas provenientes de
madres afectada de mastitis cronica durante
la gestacion en el tropico. Las medidas
preventivas estan encaminadas al control y
prevencion de la mastitis, y se pone especial
énfasis en el aumento de la capacidad de
respuesta del sistema inmunoldgico mediante
la suplementacion de grasa, y micronutrientes,
con atencion en aquellos de accion antioxidante.
Aunque los resultados son inconsistentes,
existen evidencias que en areas carenciales de
micro nutrientes ejercen un efecto beneficioso.
Se reconoce el impacto que esta dolencia
produce en la eficiencia de tecnologias de
reproductivas asistida, por lo tanto, dado el auge
que toma el uso de estas técnicas, seria util
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desarrollar investigaciones sobre esta tematica
en las hembras criadas en pastoreo bajo las
condiciones del tropico.
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