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Resumen: 

El objetivo fue determinar si una solución salina ozonizada (SSO3) incrementa los 

neutrófilos polimorfonucleares (NPMN) endometriales (Exp 1) y desafiar el efecto 

preventivo de SSO3 sobre la endometritis subclínica (ESC) (Exp 2). En el Exp 1 se 

utilizaron 38 vacas Holstein primíparas. Se incluyeron vacas con (CAM) y sin 
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antecedentes de metritis postparto (SAM); posteriormente se repartieron en subgrupos 

control (CTRL, solución salina) o SSO3 (6.7 ± 0.3 ppm). A los 55 días postparto se aplicó 

50 ml de CTRL o SSO3 intrauterinamente y a las 48 h se registró la cantidad de NPMN 

por citología endometrial. En el Exp 2 se utilizaron 26 vacas Holstein primíparas SAM. 

Las vacas se repartieron aleatoriamente en CTRL o SSO3. Se administraron dos dosis de 

50 ml con intervalo de 7 días (primera aplicación 11.3 ± 0.4 días postparto). Al día 30 

postparto se diagnosticó ESC (≥6% NPMN). Las vacas CAM tuvieron mayor número de 

NPMN endometriales comparado con vacas SAM (13.9 ± 6.2 vs 1.0±0.46, P<0.05). El 

grupo CAM-CTRL presentó mayor número de NPMN que el SAM-CTRL (17.0 ± 9.6 vs 

0.1 ± 0.1, P<0.05) mientras que los grupos CAM-SSO3 y SAM-SSO3 (10.4 ± 8.1 vs 

1.8±4.8, P>0.05) y SAM-CTRL y SAM-SSO3 (0.1 ± 0.1 y 1.8 ± 4.8, P>0.05) no fueron 

diferentes. Se observó una tendencia estadística (P=0.09) de menor porcentaje de ESC en 

grupo CTRL comparado con SSO3 (15.4 y 46.2 %, respectivamente). En conclusión, la 

SSO3 por vía transcervical no incrementa el número de NPMN endometriales y el 

tratamiento preventivo con SSO3 aplicado a vacas SAM no disminuyó la ESC. Los 

resultados sugieren un posible efecto antiinflamatorio del tratamiento solución salina 

ionizada. 
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La endometritis subclínica (ESC) es una enfermedad puerperal con alta prevalencia en 

los establos lecheros(1,2). Las vacas con ESC se caracterizan por presentar altos conteos 

de neutrófilos polimorfonucleares (NPMN) en muestras citológicas endometriales. Esta 

enfermedad repercute negativamente en el desempeño reproductivo porque reduce la tasa 

de concepción por servicio incrementando los días abiertos(1,2). Además, es una 

enfermedad difícil de diagnosticar a nivel de campo ya que requiere el uso de instrumental 

especializado y el uso de un microscopio(3,4). Aunado a esto, se ha reportado que otras 

enfermedades puerperales, como la retención de membranas placentarias y la metritis, 

son factores de riesgo para la ESC(5,6). En cuanto a la patogenia, la presencia de bacterias 

en el útero estimula la liberación de citocinas proinflamatorias en el endometrio que 

favorecen la migración de NPMN para combatir la infección(7,8). Estudios sugieren que 

la ESC se desarrolla a consecuencia de una elevada producción de citocinas 

proinflamatorias durante el control de la infección bacteriana en el útero(1,8). Por lo tanto, 

una estrategia para reducir la prevalencia de ESC pudiera ser disminuir la carga bacteriana 

uterina durante el posparto temprano. 

 

Con relación a lo anterior, la terapia con ozono ha sido utilizada experimentalmente para 

tratar afecciones puerperales por sus propiedades bactericidas y moduladoras de la 

respuesta inmune. Algunos ejemplos de las enfermedades tratadas son urovagina, lesiones 
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en canal de parto, mastitis, infecciones uterinas y regeneración del epitelio endometrial 

(revisado por Đuričić et al(9)). En forma específica, la terapia con ozono en forma de 

espuma aplicada por vía transcervical ha demostrado ser efectiva para mitigar los efectos 

negativos de enfermedades puerperales sobre indicadores del desempeño 

reproductivo(10,11). Por ejemplo, vacas con retención de placenta, metritis o endometritis 

clínica tratadas con ozono tuvieron tasas de concepción similares a las de vacas sin 

patologías uterinas(10,11). Estos efectos benéficos han sido atribuidos a las propiedades 

bactericidas del ozono(9,12). Aunado a esto, aunque los mecanismos de acción bactericida 

del ozono no están completamente dilucidados(13), reportes sugieren que la muerte de los 

microorganismos se induce a través de un efecto oxidante directo por los radicales libres 

de oxígeno liberados con la terapia(14,15). Por otra parte, hay evidencia que sugiere que la 

terapia con ozono tiene la capacidad para estimular la respuesta inmune(16). Por ejemplo, 

se ha reportado que el ozono aplicado en ppm en vías respiratorias induce la expresión de 

factores quimiotácticos (IL8 y MIIP2) en el epitelio incrementando al doble el número de 

NPMN comparado con el grupo control(17,18). Todo lo anterior permite suponer que, 

además del efecto bactericida, el tratamiento con ozono pudiera estimular la expresión de 

factores quimiotácticos en el endometrio incrementando el número de NPMN, sin 

embargo, este efecto en el útero aún no ha sido demostrado. Por lo tanto, por sus 

propiedades inmunomoduladoras, el objetivo del presente estudio fue determinar la 

capacidad de la solución salina ozonizada (SSO3) para incrementar la cantidad de NPMN 

en el endometrio y, por sus propiedades bactericidas, desafiar el efecto preventivo de esta 

terapia sobre la prevalencia de ESC en bovinos lecheros. 

 

El estudio se llevó a cabo en un establo comercial en el estado de Querétaro (20° 25’ N, 

clima semi-seco), entre los meses de agosto y octubre del 2019. Las vacas estuvieron 

alojadas durante todo el estudio en corrales techados y asoleaderos de tierra con acceso 

libre. Cada corral contó con echaderos individuales y camas con arena silica. La limpieza 

de los corrales se realizó una vez al día a las 1300 h. Se ofreció una ración totalmente 

mezclada conteniendo 55 % de forraje (alfalfa, avena y ensilado de maíz) y 45 % de 

concentrado (maíz molido y rolado, salvado húmedo y soya) en base seca. Las vacas 

fueron alimentadas una vez al día (0700 h) y con acceso a libertad a los comederos; 

durante el día, el alimento fue repetidamente barrido hacia el comedero para estimular el 

consumo. 

 

Para producir la solución salina ozonizada, se utilizó un generador de ozono comercial de 

grado médico (Oxyzonic System Medic, EDE Ozone). Posteriormente, en un frasco 

lavador de gases se colocaron 150 ml de solución salina (NaCl 0.9%) y durante 60 seg se 

realizó el pase de 0.5 L/min de oxígeno de grado médico utilizando una piedra difusora 

de 25 mm de diámetro. La concentración de ozono en el generador se fijó a 70.09 μg/ml. 

En el laboratorio se determinó la concentración de ozono residual de forma indirecta con 

el método estándar de titulación por yodometría. Los resultados indicaron una 

concentración de 6.7 ± 0.3 ppm de ozono en la solución salina con este protocolo. 
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Para alcanzar el objetivo del estudio se diseñaron dos experimentos; el Exp 1 para evaluar 

la capacidad de la SSO3 de incrementar el número de NPMN en el endometrio y el Exp 

2 para desafiar la capacidad de esta terapia para prevenir la ESC. En la Figura 1 se 

muestran los diseños experimentales correspondientes. 

 

Figura 1: Diseños experimentales del estudio 

 
SAM= vacas sin antecedentes de metritis clínica; CAM= vacas con antecedentes de metritis clínica; 

CTRL= tratamiento con solución salina; SSO3= tratamiento con solución salina ozonizada; PG= 

prostaglandina; ESC= endometritis subclínica. 

 

En el Exp 1, se utilizaron 38 vacas de primera lactación de la raza Holstein, clínicamente 

sanas al momento de aplicar los tratamientos experimentales (vacas sin signos sistémicos 

de enfermedad, con útero involucionado a la palpación transrectal y sin la presencia de 

exudados que indicaran endometritis clínica), con un promedio de 28 L de leche en dos 

ordeñas (0400 y 1500 h). Durante los primeros siete días postparto se registró la presencia 

de vacas sin (SAM) o con metritis (CAM) diagnosticadas a partir de las características de 

las secreciones uterinas (líquido acuoso color café rojizo y con olor fétido(19)), estas 

últimas recibieron tratamiento con antibióticos locales y sistémicos de amplio espectro 

(ceftiofur 2 mg•kg-1 sc y dos lavados uterinos con oxitetraciclina/solución salina (50:50) 

a intervalo de tres días con terapia de soporte). Como parte del manejo reproductivo del 

establo, a las vacas se les aplicó un programa de pre-sincronización que consistió en dos 

dosis de prostaglandina (25 mg de dinoprost trometamina) a intervalo de 14 días. Doce 

días después de la segunda prostaglandina (entre los 50 y 60 días postparto), se tomó una 

biopsia pre-tratamiento de tejido endometrial mediante la técnica de Cytobrush(3,4). 

Posteriormente, las vacas en los grupos CAM y SAM fueron subdivididas para recibir 

por vía transcervical 50 ml de solución salina en el grupo control (CTRL) o solución 

salina ozonizada en el grupo tratado (SSO3). Cuarenta y ocho horas después de la 
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aplicación del tratamiento, se tomaron nuevamente muestras (post-tratamiento) de tejido 

endometrial con la misma técnica. En ambas muestras (pre y post-tratamiento), se 

montaron laminillas que se analizaron al microscopio a 400X, se contabilizaron 200 

células, y se registró la cantidad de neutrófilos polimorfonucleares. En este experimento 

era necesario contar con animales sin ESC al momento de los desafíos con solución salina. 

Los resultados del análisis de las laminillas indicaron que dos vacas presentaron ESC 

(≥6% NPMN(2)) en la muestra pre-tratamiento las cuales fueron descartadas del estudio 

para prevenirlo como factor de confusión. 

 

Por otra parte, en el Exp 2, se utilizaron 26 vacas de primera lactación de la raza Holstein. 

Las vacas se repartieron de forma aleatoria en dos grupos; control (solución salina 0.9%; 

CTRL) y tratamiento (solución salina ozonizada; SSO3). Utilizando pipetas de infusión, 

se administraron de forma intrauterina, dos dosis de 50 ml (con un intervalo de 7 días) de 

solución salina o de salina ozonizada. La primera dosis se administró a los 11.3 ± 0.4 días 

postparto. Las vacas incluidas en el estudio fueron animales clínicamente sanos, sin 

signos de metritis y sin antecedentes de aplicación de tratamientos para enfermedades 

puerperales. Al día 30 postparto se realizó el diagnóstico de ESC con la técnica de 

Cytobrush(3,4). Las vacas, cuyas muestras tuvieron ≥6 % de neutrófilos 

polimorfonucleares (en un conteo de 200 células) en el análisis citológico, fueron 

diagnosticadas positivas a ESC(2).  

 

Referente al análisis estadístico, todos se llevaron a cabo utilizando SAS versión 9.3 (SAS 

Institute Inc. Cary, NC, USA). En el Exp 1, el análisis estadístico consistió en un análisis 

de varianza con un diseño completamente al azar con arreglo factorial (antecedentes de 

enfermedades (CAM o SAM) x tratamiento con solución salina (CTRL o SSO3)) 

utilizando el procedimiento GLM. Se llevó a cabo el análisis de residuales con el 

procedimiento UNIVARIATE para verificar el cumplimiento de los supuestos del 

modelo. Para cumplir con los supuestos del análisis de varianza, la variable de respuesta 

(número de NPMN) fue transformada logarítmicamente (logY= log(Y+1)). Para facilitar 

la interpretación de los resultados, las medias y los errores estándar se muestran sin 

transformar. La comparación entre medias se llevó a cabo utilizando la opción PDIFF. En 

el Exp 2, para determinar si existieron diferencias entre el porcentaje de vacas con ESC 

se utilizó la prueba exacta de Fisher. Para determinar el riesgo que tuvo una vaca para 

desarrollar ESC se obtuvo la razón de momios a través de un análisis de regresión 

logística simple con el procedimiento LOGISTIC. Para ambos experimentos, se 

estableció un valor de P<0.05 como umbral de significancia estadística y un valor de 

P≤0.1 como indicador de tendencia.  

 

Los resultados del Exp 1 indicaron que el efecto principal antecedentes de metritis fue 

significativo (P=0.002) y la interacción antecedentes de metritis (CAM o SAM) x 

tratamiento con solución salina (CTRL o SSO3) mostró una tendencia estadística 

(P=0.08). En relación con el efecto principal antecedentes de metritis, las vacas CAM 

tuvieron un mayor número de NPMN endometriales que las vacas SAM (13.9 ± 6.2 vs 

1.0±0.46, P<0.05). En la Figura 2 se muestran los resultados de la interacción sobre el 
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número de NPMN en citologías endometriales por grupo. El grupo CAM-CTRL presentó 

mayor número de NPMN que el SAM-CTRL (17.0 ± 9.6 vs 0.1 ± 0.1, P<0.05) mientras 

que los grupos CAM-SSO3 y SAM-SSO3 no fueron diferentes (10.4 ± 8.1 vs 1.8 ± 4.8, 

P>0.05), aunque CAM-SSO3 si tuvo mayor cantidad de NPMN que SAM-CTRL (10.4 ± 

8.1 vs 0.1 ± 0.1, P<0.05). Por su parte SAM-CTRL y SAM-SSO3 no fueron diferentes 

(P>0.05). La capacidad de la vaca para montar una respuesta inmune posterior al parto es 

un factor determinante para controlar la proliferación bacteriana que ocurre en el útero 

durante el puerperio de forma natural(19,20,21). En el presente estudio se repporta evidencia 

de que las vacas con antecedentes de metritis tuvieron mayores conteos de NPMN 

endometriales comparadas con el grupo de vacas sin antecedentes de metritis. Este efecto 

no puede ser atribuido a que el grupo CAM tenía mayores conteos de NPMN, debido a 

que se utilizaron vacas sin ESC (todas con conteos bajos de NPMN en la biopsia pre-

tratamiento). Por lo tanto, una posible explicación radica en una respuesta inmune 

endometrial diferenciada a la aplicación de los tratamientos en ambos grupos.  Se ha 

reportado que la solución salina tiene un efecto irritante moderado y su administración en 

lavados uterinos ha sido propuesto como un tratamiento efectivo contra la ESC(22). Por 

otra parte, en la literatura se reporta que las vacas con endometritis clínica y subclínica y 

vacas con antecedentes de distocia (factor de riesgo para ESC), tienen mayores cantidades 

de interleucinas inflamatorias en el útero(23,24). Además, análisis transcriptómicos 

revelaron que vacas con antecedentes de endometritis clínica tienen mayores niveles de 

IL-17A a los 21 días postparto(25), lo cual estimula el reclutamiento de células 

inflamatorias vía IL-8(26,27). Con base en lo anterior, una posible explicación a nuestros 

resultados (mayor número de NPMN post-tratamiento en vacas CAM), es que el 

endometrio pudiera tener una mayor respuesta inflamatoria a los efectos irritantes de la 

solución salina en las vacas con historial de metritis y endometritis clínica. 

 

Figura 2: Conteo de neutrófilos polimorfonucleares en citologías endometriales 

 
NPMN= neutrófilos polimorfonucleares; CTRL= subgrupo control con tratamiento con solución salina; 

SSO3= subgrupo tratamiento con solución salina ozonizada; SAM= vacas sin antecedentes de metritis 

clínica; CAM= vacas con antecedentes de metritis clínica.  
abc Columnas con diferente letra indica diferencias estadísticas (P<0.05). 
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Diversos estudios reportan que la aplicación de ozono por vía intrauterina es efectiva en 

el tratamiento de metritis y retención placentaria, efecto que se ha asociado a su propiedad 

bactericida(10,11). Además, se ha observado que el ozono estimula la expresión de factores 

quimiotácticos en el epitelio respiratorio(17,18), por lo tanto, se hipotetizó que el 

tratamiento con ozono estimularía la migración de una mayor cantidad de NPMN al 

endometrio en nuestro experimento. Sin embargo, los resultados indicaron que el número 

de NPMN endometriales en vacas CAM-SSO3 no fue estadísticamente diferente al que 

presentó el grupo SAM-SSO3, es decir, el tratamiento tendió a disminuir la sobre-

respuesta inflamatoria en vacas CAM. Una posible explicación a estos resultados se 

encuentra en estudios recientes que reportan propiedades antiinflamatorias de la terapia 

con ozono(16). Se ha reportado que el tratamiento con ozono fue efectivo para disminuir 

la severidad de la enfermedad inflamatoria pélvica en un modelo de ratas; efecto 

presuntamente asociado a la disminución en la expresión de los factores inflamatorios IL-

6 y TNF-α(28). En otro estudio, se reportó que pacientes con osteoartritis que recibieron 

tratamiento local con ozono tuvieron mayor expresión de IL-10 (factor antiinflamatorio) 

y menores niveles de TNF-α(29). Con base en esto, es posible que, con el protocolo 

utilizado, la terapia de ozono haya disminuido la respuesta inflamatoria local en vacas 

con antecedentes de metritis. Estos resultados sugieren que la terapia con ozono utilizada 

pudiera tener también un efecto antiinflamatorio en el endometrio. Además, con base en 

otros estudios(28,29), el mecanismo pudiera ser a través de la modulación a la baja de la 

expresión de factores inflamatorios en vacas con antecedentes de metritis, hipótesis 

pendiente de ser desafiada. 

 

Por otra parte, los resultados del segundo experimento indicaron que el porcentaje general 

de vacas con ESC al día 30 fue de 30.7 %. También, se observó una tendencia estadística 

(P=0.09) para diferencias en el porcentaje de vacas con ESC entre grupos CTRL y SSO3 

(15.4 y 46.2 %, respectivamente, Figura 3). Los resultados del análisis de regresión 

logística indicaron una tendencia estadística (P=0.1); las vacas que recibieron el 

tratamiento con ozono (SSO3) tuvieron una razón de momios de 4.7 (0.73-30.3, IC 95%) 

para desarrollar ESC en comparación con las vacas que recibieron únicamente solución 

salina (CTRL).  
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Figura 3: Porcentaje de vacas con endometritis subclínica al día 30 postparto  

 
CTRL= grupo control con tratamiento con solución salina; SSO3= grupo tratamiento con solución salina 

ozonizada. (P=0.09). 

 

La patogenia de la ESC no ha sido explicada completamente, sin embargo, hay reportes 

que indican que el origen de la enfermedad es una respuesta inmune exacerbada en 

respuesta a una alta cantidad de bacterias en el útero(1,8). El razonamiento detrás del 

segundo experimento fue que se podría disminuir el porcentaje de vacas con ESC 

aplicando la terapia con ozono durante el puerperio temprano, esto para reducir la carga 

bacteriana presente en ese momento. Sin embargo, los resultados indicaron que las vacas 

que recibieron el tratamiento con SSO3 tuvieron mayor prevalencia y mayor riesgo de 

sufrir ESC a los 30 días postparto. Estos resultados deben tomarse con cautela, ya que a 

pesar de que el grupo con SSO3 tuvo tres veces más animales con ESC y la razón de 

momios indicó 370 % mayor probabilidad de desarrollar ESC, la significancia estadística 

fue a nivel de tendencia. Ahora bien, una posible explicación a estos resultados es que las 

dos dosis administradas a intervalo de siete días no hayan sido efectivas para reducir la 

carga bacteriana, pero sí para modular a la baja la respuesta inmune. En la práctica se ha 

observado que la aplicación de una dosis única de 50 ml de SSO3 (6.7 ± 0.3 ppm) mejora 

las características de las secreciones uterinas en vacas con metritis 24 h después de la 

aplicación del tratamiento (resultados no publicados). Sin embargo, las vacas tratadas 

vuelven a presentar secreciones con características de metritis en días posteriores. Esto 

permite suponer que el protocolo utilizado en el presente estudio pudo haber sido 

insuficiente para reducir la carga bacteriana en el útero. Por otra parte, se sabe que la 

presencia de bacterias en la luz uterina estimula la expresión de factores proinflamatorios 

que favorecen la migración de NPMN para combatir la infección(8). Además, se ha 

reportado que un incremento en la cantidad de citocinas proinflamatorias predispone al 

desarrollo de ESC(1,8). Si el tratamiento con SSO3 fue insuficiente para disminuir la carga 

bacteriana, pero disminuyó la respuesta inmune local, se pudo haber inducido una 

infección uterina más grave. Posteriormente, esta infección uterina pudo haber estimulado 

una respuesta inmune aún más agresiva, predisponiendo así a un mayor riesgo en las vacas 

para desarrollar ESC, hipótesis pendiente por desafiar. No se omite mencionar que el 
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presente es un estudio preliminar y los resultados del tratamiento preventivo son 

aplicables a vacas con un puerperio sano y sin factores de riesgo para ESC. Además, la 

tendencia estadística obtenida invita a tomar los resultados con cautela.  

 

La modulación de la respuesta inmune se ha propuesto como una estrategia para reducir 

la prevalencia de la ESC(7). En el primer experimento, los resultados sugieren que pudiera 

haber una disminución en la respuesta inmune en respuesta al tratamiento con SSO3. En 

el segundo experimento, los resultados indicaron que las vacas tratadas con SSO3 tienden 

a tener una mayor predisposición a desarrollar ESC lo cual pudo haber sido posible por 

un efecto inmunosupresor inducido por la terapia. Sin embargo, una limitante del presente 

estudio es que en el segundo experimento solo se utilizaron vacas que no estaban cursando 

cuadros de metritis (factor de riesgo para ESC(5,6)) y la tendencia estadística obtenida. 

Como se observó en el primer experimento, existe una respuesta diferenciada al 

tratamiento dependiendo de si los animales cursan con enfermedad uterina infecciosa. Por 

lo tanto, queda aún pendiente desafiar el efecto preventivo del tratamiento con ozono en 

vacas con factores de riesgo para ESC. A pesar de esta limitante, los resultados que aquí 

se presentan son fundacionales para continuar explorando los efectos de la terapia local 

uterina con ozono, principalmente por el aparente efecto antiinflamatorio de este 

elemento. 

 

En conclusión, con el protocolo utilizado, la SSO3 por vía transcervical no incrementa el 

número de NPMN en el endometrio posterior a su aplicación. Además, el tratamiento con 

SSO3 aplicado en vacas sin antecedentes de metritis temprana incrementa el riesgo de 

desarrollar ESC. Una implicación de este trabajo es que la SSO3 pudiera tener un efecto 

antiinflamatorio local, lo cual justifica explorar la efectividad del protocolo preventivo en 

vacas con factores de riesgo para ESC. 
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