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l. Resumen

BAZALDUA VITAL REYNALDO. Evaluacién del efecto de la jalea real de abeja (Apis
mellifera), impregnada en esponjas de poliuretano, sobre las poblaciones celulares
y la microbiota vaginal de cabras domésticas (Capra hircus). Bajo la direccién del
MPA. José Luis Cerbon Gutiérrez, de la Dra. Lucia Rangel Porta y de la Dra. Laura

Cobos Marin.

Numerosos trabajos han demostrado que el tratamiento con esponjas intravaginales
(EIV), comunmente utilizadas para la inducciéon o sincronizacion del estro en
pequefios rumiantes, incrementa las concentraciones bacterianas en la vagina al
final del tratamiento. Por otro lado, se ha reportado que la Jalea Real (JR) posee
propiedades antimicrobianas y antiinflamatorias, ademas, en un estudio reciente se
demostré la capacidad de la JR para sincronizar el ciclo estral en cabras cuando se
aplica en EIV. El presente estudio fue realizado con el fin de evaluar las propiedades
antimicrobiana y antiinflamatoria de la JR, impregnada en EIV colocadas durante 9
dias en cabras de 4 a 7 afos, en anestro. Para lo anterior, se utilizaron 3 grupos
con 6 individuos cada uno. Para comprobar el incremento en la carga bacteriana de
la vagina por el uso de las esponjas se incluyeron 2 grupos: Grupo cronolona (grupo
Cr), y grupo de esponjas de poliuretano de alta densidad sin principio activo (grupo
PUAD). En un tercer grupo se emplearon esponjas de poliuretano impregnadas con
12 g de JR (grupo JR). La actividad antimicrobiana de la JR fue evaluada mediante
la identificacion de bacterias aerobias y el conteo de Unidades Formadoras de

Colonias (UFC), a partir de cultivos de hisopados vaginales. El grado de inflamacién



fue evaluado mediante Citologias Vaginales Exfoliativas, asi como con la presencia
de hemorragia en el exudado vaginal postratamiento. Las UFC se incrementaron en
todos los grupos al término del tratamiento. No se encontraron diferencias en el
numero de UFC entre grupos (P > 0.05), ni en los aislamientos bacterianos al final
del tratamiento (P > 0.05). Tampoco hubo diferencias en la presencia de hemorragia
en el exudado (P > 0.05), ni en el grado de inflamacion (P > 0.05). Se concluye que
la JR aplicada en EIV no disminuye la proliferacion bacteriana, ni la inflamacién

observadas al final del tratamiento.



Il. Introduccion

i.  Manejo reproductivo de la cabra

La actividad reproductiva de las cabras (Capra hircus) muestra un patron de
estacionalidad relacionado con las variaciones anuales del fotoperiodo,
presentandose principalmente en los meses de menor luminosidad. Sin embargo,
el inicio y la duracion del periodo reproductivo también dependen de otros factores,
tanto fisiolégicos como ambientales (como clima, disponibilidad de alimento, raza y
sistema de produccion). La estacionalidad reproductiva, caracterizada por épocas
sucesivas de reproduccion y anestro alternadas, se acentua conforme mas alejadas
del ecuador se encuentren las cabras (Fatet ef al., 2011; Simbes, 2015). Es asi que,
en paises templados, la época de apareamiento ocurre durante el otofio e invierno
(Chemineau et al., 2004), y la mayoria de los partos (o el inicio del anestro) se
presentan en la primavera (Chemineau et al., 2004; Rivera et al., 2006).

Ademas de la estacionalidad, las demandas del mercado de carne y leche a lo largo
del afio, dictan los manejos reproductivos y productivos de los hatos caprinos, que
pueden implicar distintos enfoques entre regiones de diferentes latitudes, e incluso
entre razas (Simodes, 2015). Para ampliar los periodos de produccion o mantenerlos
durante todo el afo, es necesario recurrir a manejos para manipular el ciclo estral,
entre los cuales se encuentran las administraciones hormonales para la induccion
del estro en la época de anestro, o para sincronizarlo en las hembras que se
encuentran en la época reproductiva.

La induccion del estro tiene como finalidad la presentacién de actividad reproductiva

de la hembra durante la época de anestro. Esto puede lograrse mediante la



administracion de progesterona (P4) o de sus analogos, partiendo del principio de
que estas hormonas reducen la sensibilidad del hipotalamo a la retroalimentacion
negativa de los estrégenos, ocasionada entre otros factores, por el fotoperiodo. Esto
permite que, al retirarse los progestagenos, se establezca un patron de secrecion
pulsatil de LH que favorece la maduracién folicular, con lo que se produce una
cantidad suficiente de estrogenos para retroalimentar positivamente la secrecion de
LH, hasta provocar su pico preovulatorio, que ocasiona la ovulacion (Valencia, 2018;
Zarco, 2018). Otros métodos de induccion del estro consisten en la administracion
de melatonina, el fotoperiodo artificial, el efecto macho, o la administracidén de otros
tratamientos hormonales, como GnRH, y gonadotropinas (Pietroski et al., 2013;
Zarco, 2018).

Por su parte, la sincronizacion del estro tiene la finalidad de que un conjunto de
hembras sea receptivo a la monta en un tiempo predeterminado, minimizando tanto
los costos de produccion como los errores en la deteccion de calores, para lo cual
puede manipularse la fase lutea o la fase folicular del ciclo estral. La fase lutea
puede extenderse al administrar una fuente exégena de P4 o de sus analogos, los
cuales impiden la maduracién final de los foliculos del ovario y la ovulacion, pues
retroalimentan negativamente la secrecion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) y de la hormona luteinizante (LH) (Wildeus, 2000; Islam,
2011), mientras que no interfieren con la formacion y mantenimiento del cuerpo
luteo, ni con la lutedlisis endogena. Por otra parte, la fase lutea puede acortarse
mediante la administracion de prostaglandinas que provocan la regresion del cuerpo

luteo (CL), una fuente enddgena de progesterona (Wildeus, 2000; Islam, 2011).



ii. Esponjas intravaginales y vaginitis
En los pequefios rumiantes los métodos mas empleados para la administracion de
P4 o progestagenos son los dispositivos de aplicacion intravaginal conocidos como
CIDR (Controlled Internal Drug Release) o las esponjas (EIV) hechas de poliuretano
de alta densidad (PUAD) (Manes y Ungerfeld, 2015). Estas ultimas se impregnan
de acetato de medroxiprogesterona (MPA), o de acetato de fluorogestona (FGA o
cronolona) (Whitley y Jackson, 2003; Barrera y Porras, 2013; Gonzalez, 2014). Sin
embargo, diversos autores informan que las EIV causan vaginitis en las cabras y las
borregas, a partir de los cinco dias después de haber sido colocadas. Esto se
observa al momento de retirar la esponja, como un flujo de color blanquecino a
verdoso, en ocasiones hemorragico, de olor putrefacto. La vaginitis puede ser
ocasionada por cambios en el ambiente vaginal, atribuidos no solo a la accién fisica
del dispositivo (esponja), sino también a la constante absorcion y retencion de las
secreciones vaginales en el mismo (Cortés et al., 2013; Penna et al., 2013; Manes
y Ungerfeld, 2015). Se considera que esta infeccidn es generada por la proliferacion
de la microbiota vaginal (Penna et al., 2013), la cual esta conformada por
organismos saprofitos, que pueden llegar a ser patdgenos al proliferar bajo las
condiciones que genera la esponja en la vagina (daiio mecanico en la mucosa e
inflamacion, y el consecuente estrés oxidativo) (Chvapil et al.,1979; Sonmez et al.,
2009; Penna et al., 2013; Mittal et al., 2014; Simbes, 2015). Asimismo, la vaginitis
podria ser favorecida por el efecto inmunosupresor de la P4 o de sus analogos
(Lewis, 2003; Gatti et al., 2011), aunque algunos autores indican que estos no

afectan el desarrollo bacteriano (Cortés et al., 2013).



Se han llevado a cabo varios experimentos que informan sobre los cambios en la
microbiota vaginal al inicio y al final del tratamiento sincronizador del estro con
progestagenos locales. Manes et al. (2010, 2013) y Majeed et al. (2012) senalan
que la proporcion entre bacterias Gram positivas y Gram negativas se altera al
utilizar dispositivos intravaginales impregnados con P4 o sus analogos durante 7 o
14 dias, y que el incremento en la proporcion de las bacterias Gram negativas puede
tener un efecto negativo en la fertilidad (Gatti ef al., 2011). Ademas, se han aislado
bacterias patdgenas como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus
vulgaris, Enterococcus faecalis, Trueperella pyogenes, Enterobacter, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella, Pseudomonas aeruginosa, Shigella sp., Bacillus sp.,
Citrobacter sp., Acinetobacter sp., Streptococcus sp. y Staphylococcus spp. a partir
de los hisopados vaginales tomados después de 14 dias de tratamiento con FGA o
MPA (Majeed et al., 2012; Cortés et al., 2013; Penna et al., 2013). También se ha
informado que las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de la microbiota vaginal
aumentan en numero al término del tratamiento (G. Martins et al., 2009; Gatti et al.,
2011; Gatti y Ungerfeld, 2012; Cortés-Lopez et al., 2013 ).

El uso de esponjas parece no solo favorecer la proliferacion de la microbiota vaginal,
sino también causar alteraciones en la mucosa, enrojecimiento, irritacion y ulceras
(Gonzalez, 2014), e incrementar la infiltracion de células epiteliales, de eritrocitos,
de neutrofilos y de linfocitos; asi como, hiperplasia e hipertrofia epitelial (Manes y
Ungerfeld, 2015). Tanto el dafio a las mucosas, como la proliferacion microbiana,
favorecen la presencia de patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs
por sus siglas en inglés) y asociados a dafio (DAMPs por sus siglas en inglés), que

promueven la liberacion de citocinas pro-inflamatorias, tales como la IL-1, IL-6, IL-



18 y el TNF, que permiten el reclutamiento de los leucocitos a la zona afectada

(Mogensen, 2009; Roh y Sohn, 2018).

ii. Jalea Real

La jalea real de la abeja Apis mellifera (JR) es una secrecion viscosa de color
amarillo-blanquecina con olor caracteristico a fenol y sabor pungente (Melliou y
Chinou, 2014; Fratini et al., 2016). Es producida por las glandulas hipofaringeas y
mandibulares de las abejas obreras jévenes y es utilizada para alimentar a las larvas
durante sus primeros tres dias de vida, y a la reina durante toda su vida (Mishima
et al., 2005; Melliou y Chinou, 2014; Fratini et al., 2016). La JR es un coloide acido
(3.6-4.2 pH), compuesto principalmente por agua (60-70%), carbohidratos (11-
23%), proteinas (9-18%), acidos grasos y lipidos (4-8%), junto con pequefias
porciones de sales, vitaminas y otras sustancias desconocidas, presentes en trazas,
que en conjunto componen del 0.8% al 3% de la mezcla (Fratini et al., 2016).

Debido a sus efectos farmacologicos (antioxidantes, neurotroficos,
hipoglucemiantes, hipocolesterolemiantes, hepatoprotectores, hipotensores,
inmunomoduladores, antialérgicos, antiinflamatorios y antimicrobianos), la JR es
utilizada en la medicina tradicional de diversas culturas. Con relacion a su posible
efecto antimicrobiano cuando la JR es ingerida oralmente, no existen experimentos
controlados que lo evidencien (Pavel et al., 2011). Las investigaciones realizadas in
vitro muestran sin embargo un claro efecto antibidtico, que se atribuye a los
siguientes péptidos antimicrobianos (AMPs por sus siglas en inglés) y a un acido

graso:



e Royalisina: es un AMP de la JR de Apis mellifera que corresponde a una
defensina. Pesa 5523 Daltones (Da) y cuenta con tres puentes disulfuro, los
cuales le dan una estructura compacta y le otorgan alta estabilidad a bajo pH
y a altas temperaturas, conservando incluso sus efectos antibioticos tras ser
sometida a una temperatura de 100 °C durante 15 min (Fujiwara et al., 1990;
Ratanavalachai, et. al, 2002; Fratini et al., 2016). Actua principalmente en
bacterias Gram positivas aunque también puede funcionar contra Gram
negativas (Ratanavalachai et al., 2002; Fontana et al., 2004; Eshraghi, 2005;
Melliou y Chinou, 2014; Bilikova et al., 2015).

e Jaleinas I-IV: son AMPs que se obtienen tras la lisis de la proteina principal
de la Jalea Real (MRJP1 por sus siglas en inglés) y que actuan tanto en
bacterias Gram positivas como en Gram negativas (Fontana et al., 2004,
Fratini et al., 2016).

e Acido 10-Hidroxi-2-decensico (10-HDA): es un &cido graso insaturado de
cadena corta (Ramadan y Al-Ghamdi, 2012; Melliou y Chinou, 2014; Fratini
et al., 2016), que inhibe a algunas bacterias Gram, positivas y negativas
(Eshraghi, 2005; Fratini et al., 2016). A este acido también se le han atribuido
propiedades inmunomoduladoras, como la disminucion de la produccion de
la citocina IL-6 inducida por los lipopolisacaridos (LPS) en macrofagos
(Sugiyama et al., 2012).

La JR tiene también propiedades estrogénicas, por lo que puede utilizarse en las

EIV para sincronizar el estro en cabras exitosamente (Castro, 2019)



El propdsito de este trabajo fue evaluar el efecto antimicrobiano y antiinflamatorio
de la JR impregnada en esponjas de poliuretano, que se colocaron
intravaginalmente a cabras, durante nueve dias, en la época de anestro. La
poblacion bacteriana (UFC) se determind a partir de hisopados vaginales, mientras

que el proceso inflamatorio se evaluo a partir de citologias vaginales.

[ll.  Hipdtesis

La JR de Apis mellifera impregnada en esponjas de PUAD, utilizadas para la
induccion del estro en animales anéstricos, disminuye la carga bacteriana y la
inflamacion que se observa en la vagina de la cabra doméstica (Capra hircus)

después del tratamiento.

IV. Objetivos

Evaluar el efecto antibidtico de la JR impregnada en esponjas de poliuretano sobre
la carga bacteriana de la vagina, mediante un conteo de las unidades formadores
de colonias y la identificacion de bacterias, a partir de cultivos de hisopados
vaginales tomados antes y después de un tratamiento de nueve dias.

Describir y evaluar las diferencias en las poblaciones de las células inflamatorias
presentes en la mucosa vaginal después de un tratamiento de nueve dias con

esponjas de PUAD.



V. Materiales y Métodos

i.  Lugar de realizacion

El estudio fue realizado en el hato caprino del Centro de Ensefianza, Produccion e
Investigacion en Produccion y Sanidad Animal (CEPIPSA) de la FMVZ-UNAM,
localizado en Av. Cruz Blanca, San Miguel Topilejo, alcaldia Tlalpan, 14500, Ciudad
de México.

Los cultivos microbioldgicos e identificacion de patdégenos se llevaron a cabo en el

Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ-UNAM.

ii. Animales y tratamientos

Se emplearon 18 hembras caprinas, clinicamente sanas, de la raza Toggenburg y
sus cruzas, con edades entre los cuatro y los siete afos, todas en anestro
estacional. Para formar los grupos experimentales se hizo una seleccion aleatoria.
Seis de las hembras se trataron con esponjas comerciales de Cronogest ® (grupo
Cr), seis con EIV de PUAD impregnadas con JR (grupo JR), y seis con EIV de PUAD

sin principio activo (grupo PUAD).

ii. Preparacion de las esponjas
Preparacion de las esponjas impregnadas con JR:
La Jalea Real se obtuvo del apiario “El ave fénix”, localizado en el pueblo de San
Bartolo, ubicado en la alcaldia Milpa Alta de la Ciudad de México, manteniéndose

en congelacion hasta su aplicacion a las esponjas.
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Las esponjas de poliuretano se esterilizaron en autoclave (121 °C/15 libras/in?/15
min) y posteriormente se impregnaron con la jalea real (12 g) en condiciones de
esterilidad. Finalmente, se sometieron a un proceso de deshidratacion en una
incubadora a 37°C durante 48 h, condiciones que no afectaron las propiedades de
los péptidos o acidos grasos contenidos en la JR, pero que aseguraron que la JR
permaneciera impregnada en la esponja, evitando las pérdidas que pudieran ocurrir
con la JR fluida al comprimir la esponja para su colocacion en la vagina. Las
esponjas se almacenaron finalmente en bolsas estériles de polipapel a temperatura

ambiente hasta su uso.

Preparacion de las esponjas sin JR (grupos CR y PUAD):

Las esponjas del grupo PUAD se esterilizaron en autoclave con las condiciones
mencionadas anteriormente. Todas se almacenaron en bolsas estériles de polipapel
a temperatura ambiente hasta su uso. Las esponjas de Cronogest CR® no se
sometieron a ningun tratamiento de esterilizacion y se utilizaron directo de su

empaque.

iv. Aplicacidn de las esponjas

Para aplicar la esponja, de la manera mas estéril posible, se desinfecto la region de
la vulva con una solucién de clorhexidina al 5%. Las esponjas fueron sacadas de
sus empaques respectivos y manejadas con guantes nuevos para introducirlas al
aplicador de esponjas. Este ultimo, junto con el émbolo y vastago, fueron

desinfectados en una solucion de clorhexidina al 5% entre cada aplicacion.
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v. Toma de muestras

Para el estudio microbiologico, se realizé un hisopado vaginal a cada cabra, en la
region anterior de la vagina, ejecutado de la misma manera y por la misma persona,
antes de colocar las esponjas intravaginales (dia 0). Al final del tratamiento (dia 9),
se siguio el mismo proceso después de retirar la esponja. Los hisopados se
transportaron al laboratorio (1-2 horas) en 2 ml de solucion de cloruro de sodio al
0.9%, en refrigeracién a 4°C.

Un segundo hisopado vaginal, obtenido de manera similar a la descrita
anteriormente, se utilizé para realizar una citologia vaginal exfoliativa (CVE) por
cabra en cada uno de los momentos de estudio (dia 0 y dia 9). Dichas CVE se
tineron con la técnica Diff-Quick, y se observaron a 400 aumentos, para determinar

y cuantificar los tipos celulares.

vi. Conteo e identificacion de bacterias

Las muestras de los hisopados se sembraron inmediatamente al llegar al
laboratorio, mediante la técnica de estria cruzada -para la identificacién de colonias
puras-; y mediante el método Miles & Misra -para el conteo de UFC-. En ambos
casos se emplearon agares nutritivos enriquecidos con sangre de bovino al 5%, los

cuales se incubaron en microaerobiosis durante 48 h.
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vii. Interpretacion de las CVE

Las citologias del dia O se interpretaron usando como referencia la descripcién de
las poblaciones celulares vaginales durante el anestro de Pretorius (1977).
Brevemente, ésta agrupa a las cabras de la siguiente manera:

Anestro temprano: hay escasa o nula celularidad (0/+). Las células epiteliales, en
Su mayoria escamosas nucleadas, predominan por sobre los leucocitos.

Anestro intermedio: hay de escasa a moderada celularidad (+/++). Las células
epiteliales, conformadas principalmente por células parabasales y escamosas
nucleadas, predominan por sobre los leucocitos.

Anestro tardio: hay moderada celularidad (+++). La proporcion entre leucocitos y
células epiteliales es similar.

No clasificable: se clasifico dentro de este grupo a las CVE de cabras que
presentaban poblaciones celulares no correspondientes a las clasificaciones
anteriores.

Estas citologias también se utilizaron para eliminar del estudio a las cabras que
cursaran, previo al tratamiento, con un proceso inflamatorio en la vagina (neutroéfilos

< +4++),

El grado de inflamacion se evalué en las citologias del dia 9 considerando la
poblacion de leucocitos presentes en 6 campos distintos de las laminillas. Las
categorias fueron las siguientes:
Inflamacion moderada (IM): +/++

Inflamacion severa (IS): 2+++
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Asimismo, se realizé6 una descripcion de las poblaciones celulares en la CVE,
presentes al momento del retiro contemplando, ademas de los leucocitos,

eritrocitos, y células epiteliales.

viii.  Analisis estadistico

La presencia de hemorragia en el exudado, la incidencia de géneros bacterianos, y
el grado de inflamacion al final del tratamiento fueron analizados con la prueba de
Chi cuadrada. Los resultados de las UFC se compararon entre grupos mediante un
analisis de varianza (ANOVA) después de ser transformados logaritmicamente
(Log10 +1) para normalizar la distribucion de los datos y obtener homocedasticidad.
La prueba exacta de Fisher se utilizé para determinar el cambio en las proporciones
entre bacterias Gram positivas y Gram negativas, entre el inicio y el final del
tratamiento, segun su incidencia en ambos momentos.

Todas las pruebas fueron realizadas utilizando el programa estadistico R. Se

consideraron diferencias estadisticas con una P< 0.05.

VI. Resultados

i. Exudados vaginales y Citologias Vaginales Exfoliativas

Ninguna cabra mostré descarga de exudado vaginal previa al tratamiento. Al
examen microscopico 15 de las 18 cabras presentaron una poblacion celular
correspondiente al anestro en el dia 0 (Anexo 1), mientras que las tres CVE
restantes no pudieron ser categorizadas con los parametros establecidos: la cabra

PUAD 3 presentd una poblacion celular compuesta unicamente por células
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epiteliales cornificadas; la cabra PUAD 4 tuvo una poblacion compuesta, casi en su
totalidad, por células parabasales, muchas de estas agrupadas; y la cabra JR 4
presentd una poblacion de leucocitos preponderante por sobre la de las células
epiteliales; ademas de una abundante celularidad (2+++) y eritrocitos infiltrados.
Todos los leucocitos presentes fueron neutroéfilos.

Se decidio eliminar a la cabra JR 4 del analisis estadistico, debido a que fue el unico
animal que al momento de iniciar el tratamiento ya tenia un proceso inflamatorio.
Al final del tratamiento (Anexo 2), todas las cabras presentaron un exudado liquido,
fétido y de color amarillento-blanquecino. En el exudado se encontro sangre fresca
en el 66.6% (4/6 animales), 83.33% (5/6 animales) y 20% (1/5) de las muestras de
los grupos Cr, PUAD y JR respectivamente. La presencia de hemorragia en el
exudado no difirié entre los tratamientos (P = 0.09293).

Independientemente del tratamiento, las CVE se encontraron principalmente células
epiteliales nucleadas escamosas y por leucocitos. Sin embargo, la muestra de la
cabra JR 2 fue insuficiente para hacer una descripcion de la poblacion celular, por
lo que su citologia se descarto del estudio. En las CVE hubo presencia de eritrocitos
en 5 de las 6 muestras en los grupos CR y PUAD, y en las 4 muestras restantes de
las citologias del grupo JR. En todos los grupos se encontré un aumento en la
cantidad de células epiteliales; asi como un mayor numero de leucocitos, tanto en
individuos con exudado hemorragico como en los que no mostraron hemorragia. El
cuadro 1 muestra la proporcion de los grados de inflamacion presente en las
citologias. No se encontraron diferencias en el grado de inflamacion entre

tratamientos (P=0.09).
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Cuadro 1. Grado de inflamacion en el epitelio vaginal de las hembras tratadas con
esponjas impregnadas con Cronolona (Cr), sin principio activo (PUAD) o con Jalea
Real (JR), al dia del retiro del dispositivo.

Grado de inflamacion Tratamientos
Cr PUAD JR
(6) (6) (4)
Moderado 5 5 1
Severo 1 1 3

i. Unidades formadoras de colonias y aislamientos bacterianos

Las UFC (datos transformados) en los grupos Cr, PUAD y JR antes del tratamiento
(DO) mostraron medias de 3.728 (+ 0.5019313), 3.026 (+ 1.611648), y 2.257 (+
0.148902) UFC/ml, respectivamente. Al final del tratamiento (D9), se mostré un
incremento en las UFC/ml en todos los grupos, con promedios de 7.856 (%
1.005507), 7.776 (x 1.167257), y 7.403 (+ 0.822836), para los grupos Cr, PUAD y
JR, respectivamente (Figura 1). EIl ANOVA indica que no existen diferencias en el
numero de UFC entre los grupos antes (p= 0.157) o después del tratamiento (p=
0.747) (Anexo 3, Cuadros A-F).

La figura 2 muestra las poblaciones bacterianas y el numero de UFC que
conformaban la microbiota vaginal aerobia de los distintos grupos tratados, en
ambos tiempos de muestreo. Al inicio del tratamiento las bacterias detectadas
fueron principalmente Staphylococcus spp. coagulasa negativo (SCoN) en 9 de 17
cabras; Corynebacterium pseudotuberculosis, en 9 de 17; Moraxella spp. en 2 de
17; E. colien 1 de 17 y Trueperella pyogenes también en 1 de 17 cabras. Mientras
que al final del tratamiento las bacterias detectadas fueron T. pyogenes en 14 de 17

cabras; SCoN en 9 de 17 cabras; E. colien 1 de 17 cabras y C. pseudotuberculosis
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en 1 de 17 cabras. No se encontrd una relacion entre los tratamientos y las bacterias
presentes al final de los mismos: T. pyogenes (P=0.2875), SCoN (P=0.1749), E. coli

(P=0.3776) y C. pseudotuberculosis (P=0.2794).

Antes del tratamiento, hubo 17 aislamientos de bacterias Gram positivas, y 3 de
Gram negativas, mientras que al final del tratamiento, hubo 23 aislamientos de Gram
positivas y 1 Gram negativa, predominando las Gram positivas antes y después del
tratamiento. No hay evidencia para indicar que la proporcion de ambos tipos de

bacterias se vea afectada por el tratamiento con EIV (P = 0.3327).
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Figura 1. Rango de los valores del conteo de bacterias, expresado como Unidades
Formadoras de Colonias/ml, antes (DO) y después (D9) de los tratamientos, en las
cabras de los grupos Cr (cronolona), JR (Jalea Real y PUAD (Poliuretano de Alta
Densidad sin principio activo). Se muestran la mediana (—) y el promedio (X)) de
cada grupo. Las esponjas intravaginales permanecieron in situ durante 9 dias. Los
datos mostrados han sido transformados (Log1o + 1).
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Figura 2. Presencia de los géneros bacterianos y el numero de UFC/ml entre los
individuos experimentales, antes (D0O) y después (D9) del tratamiento en las cabras
de los grupos Cr (cronolona), JR (Jalea Real) y PUAD (Poliuretano de Alta Densidad
sin principio activo). Al dia 0, las muestras de las cabras JR 2 y PUAD 3 no
mostraron crecimiento bacteriano.
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VIl. Discusion

El presente trabajo muestra que la JR impregnada en EIV no disminuye la carga
bacteriana de la vagina al retirar la esponja en cabras tratadas durante 9 dias.
Diversos trabajos indican que el tratamiento con EIV incrementa las
concentraciones bacterianas en la vagina de cabras y borregas (Manes et al., 2010,
2013; Gatti et al., 2011; Majeed et al., 2012; Cortés et al., 2013; Penna et al., 2013
Gonzalez, 2014; Manes & Ungerfeld, 2015;). Existen estudios que intentan atacar
este problema y disminuir la carga bacteriana observada al retiro de la esponja; por
ejemplo, Gatti et al. (2011) mostraron que se puede usar oxitetraciclina impregnada
en las EIV (.02 mg) para disminuir el numero de UFC/ml observadas al retiro del
dispositivo.

Las propiedades antimicrobianas in vitro de la JR han sido ampliamente
demostradas (Fujiwara et al., 1990; Ratanavalachai et al., 2002; Fontana et al.,
2004; Eshraghi, 2005; Ramadan & Al-Ghamdi, 2012; Melliou y Chinou, 2014;
Bilikova et al., 2015; Fratini et al., 2016; ). Sin embargo, éste es el primer trabajo
que contempla valorar dichas propiedades en un tratamiento intravaginal, sin que
pudiera observarse un efecto benéfico.

Las probables razones por las cuales la JR no funcioné para disminuir la
proliferacion bacteriana en este experimento pueden ser diversas. Aunque se ha
demostrado el efecto antimicrobiano de la royalisina y las jaleinas in vitro (Fontana
et al., 2004; Eshraghi, 2005; Bilikova et al., 2015;). Hancock y Sahl (2006) sefialan
que aun cuando los péptidos catidnicos tienen actividad antimicrobiana en

soluciones amortiguadoras o en diluciones, no necesariamente se comportan de
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igual forma en condiciones fisiolégicas, debido a que la actividad antimicrobiana de
algunos de ellos es antagonizada por Ca** y Mg*™* (concentraciones fisiologicas de
1-2 mM), asi como por Na* y K* que causan una osmolaridad mayor o igual a los
187 mOsm/L. Similarmente, la presencia de mucinas, polianiones vy
glucosaminoglicanos en los fluidos corporales puede reducir la capacidad
antimicrobiana de algunas de las moléculas mencionadas (Hancock y Sahl, 2006).
Por ello sugieren que el término de AMPs debe ser reservado para péptidos cuyo
efecto antimicrobiano ha sido evaluado en condiciones similares a las fisiologicas,
situacion que no se ha cumplido con los AMPs de la JR. Por lo tanto, una posibilidad
en el presente estudio es que los AMPs de la JR hayan sido inactivados en el moco
vaginal de la cabra. Si bien no existen datos sobre las caracteristicas de la
composicion del moco en la especie, y menos bajo condiciones infecciosas, se ha
reportado que en vacas el moco vaginal tiene una osmolaridad promedio de 349
mOsm/I (Olds y Vandemark, 1957), y que la defensina humana recombinante rHD-
5 (también caracterizada como AMP), se inactiva en soluciones de 187 mOsm/I de
NaCl (Porter et al., 1997). Ademas, las concentraciones de Ca** (76.63 ug/ml) y
Mg** (24.16 pg/ml) (Tsiligianni et al., 2002) alcanzan 1.912 mM y 0.944 mM
respectivamente en el moco vaginal de la vaca, pudiendo inactivar a los AMPs o
reducir su efectividad. Si el moco vaginal en la cabra tuviera caracteristicas similares
a las de las vacas, los AMPs de la JR podrian haberse inactivado, pero se requieren
estudios para poder concluir lo anterior.

Otra condicion que disminuye la efectividad de los AMPs es la actividad de enzimas
proteliticas. Se ha demostrado que la familia de catepsinas elastoliticas B, L y S,

presentes en la fibrosis pulmonar quistica (FPQ), son capaces de degradar las
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defensinas f Humanas -2 y -3 (HBD-2, HBD-3) (Taggart et al., 2003). Aunque esto
se ha descrito en la FPQ, también se ha reportado la presencia de catepsinas B, D
y G en la vagina de la mujer (Jais et al., 2017), por lo que seria de interés estudiar
si estas proteasas se encuentran presentes en el fluido vaginal de los animales, o
si son liberadas durante los procesos de vaginitis bacteriana y traumatica, como
ocurre en la FPQ.

Respecto al 10-HDA, tampoco se encontraron estudios que evaluaran su efectividad
antimicrobiana in vivo. Los estudios farmacoldgicos sobre este acido graso han
evidenciado que, cuando es administrado oralmente, es metabolizado en el higado
(Yamaga et al., 2019), mas no existe evidencia de que el 10-HDA sea metabolizado
cuando es aplicado en mucosas ni tampoco de que sus metabolitos tengan actividad
antimicrobiana. Con la evidencia literaria que existe, no nos es posible afirmar si el
10-HDA fue metabolizado e inactivado en la vagina.

Un punto mas que deberia evaluarse es si la cantidad de JR administrada fue
insuficiente para disminuir el conteo de bacterias observadas al final del tratamiento,
por lo que deberan hacerse estudios para determinar si una concentracion mayor
es capaz de tener el efecto deseado.

Dado que la IL-6 favorece el reclutamiento de leucocitos durante la fase aguda de
la inflamacion (Choy y Rose-John, 2017) y que se ha demostrado en estudios in
vitro que el 10-HDA de la JR disminuye la produccion de dicha citocina en
macrofagos estimulados con LPS (Sugiyama et al., 2012), se decidié evaluar si
existian diferencias en la cantidad de leucocitos -relacionandolos con el grado de

inflamacion- entre los distintos grupos (Cr, JR y PUAD). Sin embargo, el efecto
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inhibitorio del 10-HDA anteriormente citado no pudo ser observado, y
consecuentemente, no existieron diferencias en los procesos inflamatorios entre los
grupos. Lo anterior pudo deberse a que la mayoria de los aislamientos bacterianos
en este estudio fueron Gram positivos, por lo que el proceso inflamatorio podria
estar estimulado por rutas activadas por PAMPs, y a DAMPs provocados por la
esponja en vez de ser activados por los LPS.

En caso de que el 10-HDA no hubiera sido inactivado, como se propuso
previamente, seria importante considerar que su efecto inhibitorio sobre la IL-6
descrito in vitro no es comparable a la diversidad de factores involucrados in vivo,
por lo que tendria que realizarse un estudio que controle las poblaciones
bacterianas para evidenciar su efecto antiinflamatorio in vivo. Una alternativa seria
medir las concentraciones de distintas citocinas para determinar si existen

diferencias en el proceso inflamatorio de los distintos grupos.

Los trabajos revisados para este estudio (Majeed et al., 2012; Cortés et al., 2013;
Manes et al., 2013; Penna et al., 2013) no describen las especies de la microbiota
vaginal previas al tratamiento con EIV, pero Manes et al. (2010, 2013) y Majeed et
al. (2012) proponen que existen cambios entre las proporciones de aislamientos de
bacterias Gram positivas y Gram negativas entre el inicio y el final del tratamiento.
Un hallazgo incidental en este trabajo es que, contrario a lo descrito por Manes et
al. (2010, 2013), no existié6 un cambio en estas proporciones, ya que en ambos
momentos del estudio e independientemente de los tratamientos, predominaron las
bacterias Gram positivas. Lo que si se observé fue un cambio en la proporcién de

C. pseudotuberculosis y T. pyogenes, aisladas a partir de los hisopados vaginales:
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antes de aplicar la esponja predominaron C. pseudotuberculosis, y Staphylococcus
spp. (9 cabras de 17, en ambos casos) y hubo un solo aislamiento de T. pyogenes,
mientras que al momento del retiro de la esponja predomin6 T. pyogenes (14 de
17), Staphylococcus spp. se mantuvo sin cambios y los aislamientos de
Corynebacterium se redujeron a 1 de 17. Esta informacion sugiere que la EIV
genera condiciones en la vagina que pudieran favorecer la incidencia y proliferacion
de determinados géneros bacterianos, sin que necesariamente se vinculen a las
caracteristicas propias de las bacterias que se relacionan a la tincion de su pared
celular. El aumento en la incidencia de los géneros de bacterias Gram negativas en
otros estudios, pudiera tener relacidén con diferencias en el modelo experimental.
Las bacterias aisladas al retiro del tratamiento en este estudio -SCoN,
Corynebacterium pseudotuberculosis, E. coliy T. pyogenes- coinciden con algunas
de las reportadas por Manes et al. (2010, 2013), Majeed et al. (2012), Penna et al.
(2013) y Cortés et al. (2013). Al final del tratamiento no se aislé ninguna bacteria
que no hubiera sido aislada antes del tratamiento. Sin embargo, no todos los
géneros bacterianos se encontraron en todas las hembras. Un hallazgo atipico es
el de la Moraxella spp, pues es una bacteria del aparato respiratorio (Kodjo et al.,
1997), y de la cual no se encontraron reportes en el aparato genitourinario. Sin
embargo, ésta solamente se encontr6 en dos animales, y no fue aislada
nuevamente después del tratamiento. Seria interesante realizar mas muestreos de
las hembras del corral para determinar si forma parte de la microbiota vaginal del
hato.

El presente estudio también sugiere que la proliferaciéon bacteriana no se ve

favorecida por la presencia de Cronolona en el dispositivo intravaginal -coincidiendo
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con lo reportado por Cortés et al. (2013). Al respecto, existen estudios que
evidencian el efecto inmunosupresor de la progesterona y los progestagenos a
través de la inhibicidn de la produccién citocinas proinflamatorias, tales como IL-6 e
IFN- v, lainhibicion de la sintesis de la Ciclooxigenasa- 2, y la supresion de linfocitos
no estimulados (Lewis, 2003; Hudi¢ et al., 2009; Hardy et al., 2015). Sin embargo,
la proliferacién bacteriana no difirié entre los grupos de este estudio.

Dado que las esponjas de los tratamientos JR y Cr contienen analogos de
progesterona o esteroides, se esperaba que la CVE al final del tratamiento se
asemejara a lo que se encuentra en el diestro intermedio (células escamosas
nucleadas y leucocitos en poca cantidad). Sin embargo, esto no se observo en el
estudio dado que la cantidad de células epiteliales y leucocitos al retiro de la esponja
era elevada, debido al efecto irritante del dispositivo sobre el epitelio, por lo que no
se puede atribuir esta poblacion al efecto de la Cronolona ni a los esteroides en la
JR.

La presencia de trazas de sangre fresa al momento de retiro de la esponja
observada en algunas cabras en este estudio puede relacionarse con la formacion
de adherencias (Martins et al., 2010), Sin embargo, no se encontr6 relacion entre

este sangrado y el tratamiento aplicado.

VIIl. Conclusiones

La JR impregnada en esponjas intravaginales no disminuyo la proliferacion de la
microbiota aerdbica vaginal o el grado de inflamacion observados al final del

tratamiento de induccion del estro de 9 dias de duracién. Ante la falta de informacion
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de estudios que demuestren la viabilidad de los principios activos de la JR bajo
condiciones similares a las fisiologicas, es necesario estudiar los efectos
antimicrobianos de la JR bajo condiciones apropiadas de osmolaridad, presencia
mucinas, o bajo actividad proteolitica in vitro, asi como evaluar de la actividad
antiinflamatoria del 10-HDA bajo una estimulacion unicamente de bacterias Gram

negativas in vivo.
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IX. Anexos

Anexo 1.

Poblaciones celulares obtenidas en la CVE de cabras antes del tratamiento de induccién del estro (Dia 0). Se mencionan primero las
células epiteliales: parabasales (PB), nucleadas escamosas (NE) y cornificadas (C) y su participacion en el porcentaje global de
celularidad de la muestra. Posteriormente se enlistan los leucocitos presentes en el frotis y su diagnédstico diferencial: neutroéfilos (N),
linfocitos (L) y macréfagos (M).

ID Celularidad Clasificacion  Observaciones
Células epiteliales Leucocitos %Total Global
PB EN C % N L M %

Anestro

Cr1 28% 2% 0% 100% 0% 0% 0% 0% 100% ++ temprano -
Anestro

Cr2 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% - 0 temprano -
Anestro

Cr3 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% - 0 temprano -
Anestro

Cr4 10% 90% 0% 100% 0% 0% 0% 0% 100% + temprano -
Anestro

Cr5 2% 58% 6% 66% 34% 0% 0% 34% 100% +++ temprano -
Anestro

Cr6 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% - 0 temprano -

PUAD Anestro

1 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% - 0 temprano -

PUAD Anestro

2 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% - 0 temprano -

PUAD No

3 0% 0% 100% 100% 0% 0% 0% 0% 100% + clasificable -

PUAD No

4 90% 9% 0% 99% 1% 0% 0% 1% 100% ++ clasificable -
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Anexo 2.

Poblaciones celulares obtenidas en la CVE de cabras después del tratamiento de induccién del estro (Dia 9). Se mencionan primero la
cantidad de conglomerados celulares presentes, los cuales estan compuestos por células epiteliales y por células inflamatorias.
Posteriormente se enlistan el tipo de células epiteliales distinguibles en el frotis: escamosas nucleadas (EN) y parabasales (PB) y su
cantidad. En tercer lugar, se enlistan los leucocitos visibles y su diferencial: neutréfilos (N), linfocitos (L) y macréfagos (M); asi como su
cantidad; el grado de inflamaciéon moderada (IM) o severa (IS), y finalmente la cantidad de eritrocitos.

ID Celularidad
Conglomerados
celulares Células epiteliales Leucocitos Eritrocitos
Cantidad Predominancia Cantidad N L M % Cantidad Gl Cantidad
Cr1 10 EN + 100% 0% 0% 100% + IM +
Cr2 1 ENy PB Escasos 100% 0% 0% 100% + IM ++
Cr3 40 EN + 88% 10% 2% 100% ++ IM ++
Cr4 13 EN ++ 74% 20% 6% 100% ++ IM ++
Cr5 1 EN + 100% 0% 0% 100% + IM -
Crb 25 EN + 100% 0% 0% 100% ++++ IS +
PUAD
1 21 EN + 80% 5% 15% 100% + IM ++++
PUAD
2 4 ENy PB + 90% 10% 0% 100% ++ IM ++++
PUAD
3 0 EN +++ 100% 0% 0% 100% ++ IM ++
PUAD
4 15 EN ++ 100% 0% 0% 100% +++ IS -
PUAD
5 21 EN ++ 100% 0% 0% 100% ++ IM ++
PUAD
6 9 EN ++ 100% 0% 0% 100% ++ IM ++
JR 1 4 EN + 98% 0% 2% 100% +++ IS +
Muestra
JR 2 insuficiente
JR3 34 EN 100% 0% 0% 100% e+ IS e+t
JR4 Incontables Indistinguibles ++++ 100% 0% 0% 100% ++++ IS ++++
JR5 10 EN + 100% 0% 0% 100% ++++ IS +
JR 6 11 EN ++ 100% 0% 0% 100% ++ IM ++
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N.B. La CVE de las cabras JR 2 y JR 4 no fue incluida en el estudio.
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Anexo 3.

UFC/ ml de distintos géneros bacterianos en hisopados vaginales de cabras de los grupos Cr, PUAD y JR antes y después del

tratamiento de induccion del estro (Cuadros A-F).

Cuadro A. UFC/ ml de distintos géneros bacterianos en hisopados vaginales de cabras del grupo Cr antes del tratamiento de induccién

del estro.
Individuo
Cr1 0 0 67 33 0 0 0 100
Cr2 133 0 50 0 0 0 0 183
Cr3 417 0 67 0 0 0 0 483
Cr4 0 0 1075 0 0 0 0 1075
Cr5 1517 0 0 0 0 0 0 1518
Cr6 0 0 67 1517 0 133 0 1584
Informacion
estadistica
Min 0 0 0 0 0 0 0 100
Mediana 67 0 67 0 0 0 0 779
Media 344 0 221 258 0 22 0 824
Max 1517 0 1075 1517 0 133 0 1584
Varianza 355963 0 175771 380194 0 2963 0 434133.5
D.E. 597 0 419 617 0 54 0 658.8

31



Cuadro B. UFC/ ml de distintos géneros bacterianos en hisopados vaginales de cabras del grupo Cr después del tratamiento de

induccion del estro.

Staphylococcus

Trueperella

C.

Moraxella

. . Klebsiella
, E. coli Micrococos Total
Individuo spp. pyogenes pseudotuberculosis sp. s
Cr1 10000000 0 0 0 0 0 0 10000000
Cr2 5000000 0 0 0 0 0 0 5000000
Cr3 1666667 123333333 0 0 0 0 0 125000000
Cr4 283333 16667 0 0 0 0 0 300000
Cr5 0 65000000 0 0 0 0 0 65000000
Cr6 16667 1100000 0 0 0 0 0 1116667
Informacion
estadistica
Min 0 0 0 0 0 0 0 300000
Mediana 975000 558333 0 0 0 0 0 7500000
Media 2827778 31575000 0 0 0 0 0 34402778
Max 10000000 123333333 0 0 0 0 0 125000000
269108752777778 257500604629630
Varianza 15976074074074 O 0 0 0
D.E. 3997008 51875693 0 0 0 50744517

32



Cuadro C. UFC/ ml de distintos géneros bacterianos en hisopados vaginales de cabras del grupo PUAD antes del tratamiento de

induccion del estro.

Staphylococcus Trueperella

C.

Moraxella

Klebsiella

spp. pyogenes pseudotuberculosis sp. E. coli- Micrococos sp. Total
Individuo
PUAD 1 17 517 0 0 0 0 0 533
PUAD 2 0 0 367 0 100 0 0 467
PUAD 3 0 0 0 0 0 0 0 0
PUAD 4 1000 0 4000 0 0 0 0 5000
PUAD 5 1150 0 0 0 0 0 0 1150
PUAD 6 0 0 0 0 0 0 0 0
Informacioén
estadistica
Min 0 0 0 0 0 0 0 0
Mediana 8 0 0 0 0 0 0 500
Media 361 86 728 0 17 0 0 1192
Max 1150 517 4000 0 100 0 0 5000
Varianza 308074 44491 2591296 0 1667 0 0 3660861
D.E. 555 211 1610 0 41 0 0 1913
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Cuadro D. UFC/ ml de distintos géneros bacterianos en hisopados vaginales de cabras del grupo PUAD después del tratamiento de

induccion del estro.

Staphylococcus Trueperella

C.

Moraxella

Klebsiella

spp. pyogenes pseudotuberculosis sp. E. coli Micrococos sp. Total
Individuo
PUAD 1 0 13500000 0 0 0 0 0 13500000
PUAD 2 10000 5000 0 0 10000 0 0 25000
PUAD 3 0 17833333 0 0 0 0 0 17833333
PUAD 4 5000000 12500000 0 0 0 0 0 17500000
PUAD 5 0 23333333 0 0 0 0 0 23333333
PUAD 6 0 18333333 0 0 0 0 0 18333333
Informacioén
estadistica
Min 0 5000 0 0 0 0 0 25000
Mediana 0 15666667 0 0 0 0 0 17666667
Media 835000 14250833 0 0 1667 0 0 15087500
Max 5000000 23333333 0 0 10000 0 0 23333333
Varianza 4163350000000 63713170833333 0 0 16666667 0O 0 64257604166667
D.E. 2040429 7982053 0 0 4082 0 0 8016084

34



Cuadro E. UFC/ ml de distintos géneros bacterianos en hisopados vaginales de cabras del grupo JR antes del tratamiento de induccién

del estro.
Individuo
JR 1 17 0 133 0 0 0 0 150
JR 2 0 0 0 0 0 0 0 0
JR3 0 0 0 0 0 0 0 0
JR4 0 0 233 0 0 0 50 283
JR5 50 0 75 0 0 0 0 125
JR 6 100 0 0 0 0 0 0 100
Informacion
estadistica
Min 0 0 0 0 0 0 0 0
Mediana 0 0 0 0 0 0 0 100
Media 23 0 73 0 0 0 10 75
Max 100 0 233 0 0 0 50 150
Varianza 1889 0 11333 0 0 0 500 5000
D.E. 43 0 106 0 0 0 22 70.71

N.B. Las muestras de la cabra JR 2 fueron descartadas del analisis estadistico.
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Cuadro F. UFC/ ml de distintos géneros bacterianos en hisopados vaginales de cabras del grupo JR después del tratamiento de

induccion del estro.

Staphylococcus Trueperella C. Moraxella . . Klebsiella

spp. pyogenes pseudotuberculosis sp. E. coli Micrococos sp. Total
Individuo
JR 1 83333 516667 0 0 0 0 0 600000
JR2 0 0 7500000 0 0 0 0 7500000
JR3 0 6500000 0 0 0 0 0 6500000
JR4 0 0 0 0 516666667 0 0 516666667
JR5 116667 83333 0 0 0 0 0 200000
JR6 0 17666667 0 0 0 0 0 17666667
Informacion
estadistica
Min 0 0 0 0 0 0 0 200000
Mediana 0 516667 0 0 0 0 0 6500000
Media 16667 4936667 1500000 0 103333333 0 0 109786667
Max 83333 17666667 7500000 0 516666667 0 0 17666667
Varianza 1388888889 58193666666667 11250000000000 0 (231060358)2 0 0 50048555555556
D.E. 37268 7628477 3354102 0 231060358 0 0 7074500

N.B. Las muestras de la cabra JR 2 fueron descartadas del analisis estadistico.
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