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RESUMEN

A objeto de evaluar el efecto de la condicién
corporal al parto (CCAP) y del nivel de
alimentacién (NA) sobre la involucién uterina
(IU), actividad ovarica (AO), prefiez (PR) y
expresion de los receptores de leptina (EXPLEP)
a nivel hipotalamico y ovarico en vacas postparto,
se emplearon 27 vacas mestizas (Bos taurus x Bos
indicus). Los animales fueron asignados al azar, con
arreglo factorial 2x2, a uno de cuatro tratamientos
(T). T1: CCAP baja (<2,5) + NA bajo
(BCBA) (n=6); T2: CCAPbaja (<2,5) + NA
alto (BCAA) (n=7); T3: alta CCAP (>2,5) +
bajo NA (ACBA) (n=7) y el T4: CCAP alta
(>2,5) + NA alto (ACAA) (n=7). La dieta
basal fue de heno de Cynodon nlemfluensis (8%
proteina cruda; PC) y un suplemento (23%; PC),
a una relacién 70:30. Para evaluar U se consideré:
la caracteristica de la secresién uterina (CSU),
simetria de los cuernos uterinos (SCU), didmetro

cervical (DC) y posicién del dtero (PU). La

evaluacién reproductiva se realiz6 semanalmente

ABSTRACT

To evaluate the effect of body condition at
calving (BCAC) and different feeding levels
(FL) on uterine involution (UI), ovarian activity
(OA), pregnancy (PR), and hypothalamic and
ovarian leptin receptor expression (LEPEXP) in
postpartum cows, twenty seven crossbred cows (Bos
taurus x Bos indicus) were randomly assigned in
a 2 x 2 factorial design into four treatments (1):
T1, low body condition (LBC; < 2.5) + low FL
(LBCLFL; n = 6); T2, LBC (< 2.5) + high
FL (LBCHFL; n = 7); T3, high BC (> 2.5)
+ low FLL (HBCLFL; n = 7) and; T4, high BC
(>2.5) + high FLL (HBCHFL; N = 7). Basal
diet was made of hay from Cynodon nlemfluensis
(11% crude protein, CP) plus supplement (23%
CP) at a 70:30 ratio. To assess uterine involution
(U, the following was considered: characteristic
of uterine secretion (CUS), uterine horn simmetry
(UHS), cervix diameter (CD), and uterine
position (UP). Weekly, from 15 to 45 days
postpartum (DPP), the reproductive tract was
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desde los 15 hasta los 45 dias postparto (DPP), por
palpacién transrectal, ultrasonografia y progesterona
(P, en plasma. La AO fue evaluada a través de
foliculos ovaricos (F), clasificados en clases: C1 (<5
mm), C2(6-9 mm) y C3 (=10 mm) y la presencia de
cuerpos liteos (CL). LLa PR fue comprobada a través
de la palpacién rectal, ultrasonido y P,. Cambios
metabélicos energéticos fueron medidos, a través del

colesterol total (COL) y fructosamina (FRTS) a
los 3, 15, 30 y 45 DPP. La expresién hipotalamica
y ovarica de los receptores de leptina (EXLEP)
fue evaluada mediante la técnica de Western blot,
empleando tejidos de 8 vacas sacrificadas a los
45 DPP. Los datos fueron analizados a través
de un anélisis de regresién multivariado multiple,
ANAVAR para medidas repetidas en el tiempo, una
regresiéon miltiple de Cox y una prueba de Kruskal
y Wallis. Los resultados muestran correlacién
(P<0,05) entre T y C3 y entre C3 y CSU a los
22 al 30 DDP. Se obtuvo una correlacién entre CL
y CSU en el 37 DDP. C1 no estuvo asociado a T
ni a [IU. Hubo correlacién significativa (P<0,01)
entre las diferentes variables de IU (CSU, DC,
SCU y PU). El analisis de regresién multivariado
miltiple detecté efecto significativo (P<0,05) de T
y DC sobre AO. La condicicién corporal postparto
(CCPP) afect6 AO (P<0,01). Cox para CL
dependié (P<0,01) de CSU y SCU. El efecto de
T sobre P, acumulada fue significativa (P<0,01) y
CCAP tuvo efecto significativo sobre P, (P<0,05)
desde el 30 DPP. FRTS fue diferente entre T
(P<0,05) pero no entre periodos de muestreo.
EXLEP para receptores hipotalamicos fue mayor
para vacas con alta CCAP, independientemente del
NA. PR fue diferente entre T (P<0,01). Valores de
PR hasta los 120 DPP fueron: T3: 75%; T4: 60%
vs. T2: 0%y T1: 20%. Se concluye que T afecté la
[IU (CSU, SCU) yla AO (clases foliculares y CL).
Se evidencié un efecto de CCAP sobre la expresién
de los receptores de leptina en el hipotalamo como
uno de los mediadores en la regulacién de la actividad
ovarica. En consecuencia de lo anterior, hubo una
mayor tasa de prefiez antes de los 120 DPP, en los
tratamientos con mejor CCAP.

(Palabras clave: Ganado, razas mixtas, condicién
corporal, parto, dieta, ciclo estral, ganancia de peso,
leptina, Aragua)
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evaluated by transrectal palpation, ultrasonography,
and RIA of plasma progesterone (P,). The OA was
assessed through the ovarian follicles (OF), which
were classified as: C1 (< 5 mm), C2 (6-9 mm), C3
(= 10 mm); and the presence of corpora lutea (CL).
The PR was verified by rectal palpation, ultrasound,
and P,. Metabolic changes were measured as total

cholesterol (TC) and fructosamine (FRTS) at 3,
15, and 45 DPP. The hypotalamic and ovarian
LEPEXP were determined by Western blot from
tissue samples of 8 cows slaughtered at 45 DPP. Data
were statistically analyzed by multivariate multiple
regressions, ANOVA for repeated measurements on
time, Cox’s multiple regression and a Kruskal and
Wallis test. Results show a correlation between T and
C3 and between C3 and CUS at 22 and 30 DPP.
Also, a correlation was detected between CL. and
CUS at 37 DPP. No association between C1 and T
or C1 and Ul was found. The multivariate multiple
regressions detected a significant effect (P<0.05)
of T and CD on OA. The BCAC influenced OA
(P < 0.01). Cox value for CL. depended on CUS
and UHS (P<0.01). The effect of T and BCAC
over accumulated P, was significant (P<0.05) and
BCAC had an effect on P, from 30 DPP. FRTS was
different among T (P<0.05), but were not among
sample times. The LEPEXP for hypothalamus was
higher for cows with high BCAC, independently
from FL. The PR was different among T (P<0.01).
Values for PR at 120 DPP were: T3: 75% and
T4: 60% vs T2: 0% and T1: 20%. In summary,
T, BCAC, CUS and UHS exerted a positive
effect on OA. The LEPEXP at the hypothalamus
levels corroborated the response of BCAC on OA.

Consequently, there was a high pregnancy rate before

120 DPP in T with better BCAC.

(Key words: Livestock, multipurpose breeds, body
condition, parturition, diet, oestrous cycle, weight
gain, leptin, Aragua)
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INTRODUCCION

En el postparto, las hembras bovinas deben
reiniciar su funcién reproductiva para poder gestar
nuevamente. Para lograr esto son necesarios la normal
involucién del dtero y el rapido restablecimiento
de la actividad ovarica (Slama, 1996). Durante
la involucién uterina, el dtero debe recuperar su
estado normal para poder soportar una nueva
gestacién, por lo que el retraso de la misma influiria
negativamente sobre el rendimiento reproductivo del
animal, incrementando el intervalo entre partos. En
vacas Holstein el tiempo requerido para completar la
involucién uterina es de 29,6 a 35,8 dias (Lindell
et al., 1982; Guilbault et al., 1987). A través del
monitoreo con ultrasonido se han observado rangos
entre 23 a 42 dias (Kamimura et al., 1993; Hajurka
et al., 2005). La primera fase de recuperacién se
inicia desde la primera semana postparto en vacas que
han tenido parto normal o con una buena condicién
corporal (CC) y que se alimentan equilibradamente;
sin embargo, se retarda en aquellas que han presentado
distocia, retencién de placenta, enfermedades
metabélicas durante el periparto o desbalances
nutricionales. Los desérdenes metabélicos durante el
periodo postparto se asocian con diferentes patologias
como son: distocias, prolapsos del ttero, retencién
de placenta, metritis, quistes ovaricos y retraso en
el reinicio de la actividad ovarica postparto o de la
involucién uterina (Erb et al., 1985; Opsomer et
al., 2000; Mateus et al., 2002). Un retraso en la
involucién uterina implica retraso en los procesos
que ocurren durante el crecimiento folicular,
suspendiéndose éste momentaneamente después del
parto. Lo que acarrea un impacto econémico negativo
por los altos costos de los tratamientos, aumento de
los dias vacios y pérdida en la produccién de leche,
entre otros (Esslemont y Peeler, 1993). Por otro lado,
en animales con deficiente CC o balance energético
negativo, los niveles de leptina circulantes en sangre
disminuyen y producen un efecto estimulador de la
secrecién del neuropéptido Y (NPY) y de la pro-
opiomelanocortina (Iain y Henry, 1999). Estos
dos mensajeros quimicos afectan negativamente las
neuronas hipotaldmicas que secretan la hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y, en
consecuencia, disminuyen la secrecién de la hormona
luteinizante (LH). El juego hormonal anteriormente
mencionado, afecta el desarrollo de los foliculos en

el estadio preantral, los cuales no crecen y terminan
en atresia (Bach, 2001).

La leptina acttia sobre un nimero de neuropéptidos
y receptores en el hipotdlamo para regular el apetito
y el balance de energia en roedores, humanos y
en grandes animales (Barb y Kraeling, 2004), a
través de un sistema que incluye al: NPY, CART y
melanocortina. Poco se conoce sobre el eje leptina-
hipotaldmico en rumiantes en lactacién. Se ha
reportado una marcada diferencia en la fisiologia
nutricional y el mayor grado de balance energético
negativo en rumiantes, comparado con roedores de
laboratorio (Sorensen et al., 2002). Se ha detectado
la expresiéon del gen del receptor de leptina (Ob-R)
en los niicleos hipotaldmicos ventromedial y arcuado,
en ovejas lactantes; la cual fue mayor en este grupo
al compararlo con animales no lactantes (Sorensen
et al., 2002). Lo anterior sugiere que el hipotdlamo
se hace mas sensible a la leptina durante la lactacién
porque el estado metabélico es el principal factor
que determina la respuesta a la leptina en rumiantes
(Barb y Kraeling, 2004). En concordancia con lo
anterior, Liefers et al. (2005) reportaron que después
del parto hubo una mayor expresién del Ob-R a nivel
hipotaldmico, lo cual resulta en una alta sensibilidad
ala leptina. Sumado a esto, en rumiantes prepuberes,
la restriccién alimenticia de corta duracién redujo la
expresién del gen de leptina en tejido adiposo, pero
incrementd la expresién hipotalamica de Ob-R (Barb
y Kraeling, 2004). Liefers et al. (2005) asociaron los
resultados anteriores con la disminucién de insulina
sérica, IGF-I y frecuencia del pulso de LH.

Una herramienta ttil en el diagnéstico presuntivo
de la posible respuesta productiva y reproductiva
en vacas, pudiese ser el uso del perfil metabélico
(Wittwer, 2000). Se vienen utilizando diferentes
grupos de parametros sanguineos para monitorear el
estado metabolico del animal (Payne, 1989). Quintela
et al. (2003) correlacionaron las concentraciones
sanguineas de la glucosa y del colesterol total (COL),
durante el periodo postparto y la involucién del ttero,
encontrando una clara asociacién, principalmente,
entre las concentraciones séricas de colesterol total,
durante las primeras semanas del posparto, con el
transcurso de la involucién uterina. La fructosamina,
(FRTS) se ha incorporado como metabolito
importante para conocer el balance energético

(Ceballos et al., 2002).

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio
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fue evaluar el efecto de la CCAP y el nivel de
alimentacién sobre la involucién uterina, actividad
ovarica, prenez y expresién del Ob-R en hipotdlamo
y ovario en vacas doble propésito.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion

La experiencia se llevé a cabo en el Laboratorio
Seccién de Bovinos, perteneciente al Instituto de
Produccién Animal de la Facultad de Agronomia
(FAGRO, UCV), ubicado en Maracay, estado
Aragua, situado aproximadamente a 432 m.s.n.m. La
precipitacién anual en la zona es de aproximadamente
800 mm y la temperatura promedio de 27 °C.

Manejo general y alimentacién de las vacas

Las vacas fueron alojadas en puestos individuales
(18 m largo x 2 m de ancho; 9 m techados y con
piso de cemento y 9 m de tierra), acondicionados
con un comedero para colocar el alimento a ofrecer
y un bebedero automatico donde se ofrecié agua a
voluntad. LLa alimentacién se basé en el suministro de
alimento concentrado (AC), bloque multinutricional
(BMN) y pacas de heno de pasto estrella (Cynodon
nlemfluensis). El AC estaba compuesto por: semilla
de algodén (30%), pulitura de arroz (10%), melaza
(20%), harina de maiz (36,5%), drea (3%) y
sal comidn (0,5%). Asi mismo, el BMN: estuvo
compuesto por semilla de algodén (10%), melaza
(20%), trea (15%), cal (10%), mezcla minerales
(15%), fosfato monodicalcico (3%), heno molido
(5%) y planta entera de frijol (25%).

El aporte calculado de la energia metabolizable
(Kcal EM/kg) del AC y BMN fue de 3,2 y 0,86,
respectivamente. En el caso de la proteina cruda
(PC) y proteina degradable en el rumen (RDP),
los aportes fueron de 23,1y 19,3%, respectivamente
para el AC; para el BMN, la PC fue 50,9% y la
RDP fue 47,9%. El pasto aport6 2,01 Kcal EM/kg,
8% de PC y 4,68% de RDP.

Tratamientos y diseno del experimento
Veintisiete vacas fueron asignadas al azar y
balanceadas de acuerdo a la fecha de parto y nivel
de produccién de leche de la lactancia anterior.
Los tratamientos (T) quedaron conformados de la

siguiente manera: 1 1: CCAP baja (<2,5) + NA
bajo (BCBA) (n=6); T2: CCAP baja (<2,5)
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+ NA alto (BCAA) (n=7); T3: CCAP alta
(>2,5) + NA bajo (ACBA) (n=7) y el T4:
CCAP alta (>2,5) + NA alto (ACAA) (n=7).
La aplicacién de los tratamientos se inicié a los cuatro
dias postparto. LLa CCAP fue determinada segiin
la escala del 1 al 5 de NIRD (National Institute of
Research in Dairying) modificado por Fattet y Jaurena
(1988). Las vacas de CCAP alta tuvieron valores
de CC = 2,5y, las vacas de CCAP baja, valores
inferiores a 2,5. El NA alto fue asignado segiin el
aporte de energia de las dietas experimentales. Los
requerimientos de las vacas fueron determinados
en funcién del peso corporal y la produccién de
leche, de acuerdo a las Tablas de National Research
Council (NRC, 1984). Asi, en el NA bajo, la dieta
cubria el 85% del requerimiento total de energia
del animal (mantenimiento) y en el NA alto, las
dietas aportaban el 115% del requerimiento total
de energia. Se consideré6 mantener la relacién de
la cantidad de Nitrégeno fermentable en el rumen
(NFR) y la materia organica degradable (MODR)
en el rumen (g NFR /kg MORD) entre 25-30, con
el propésito de evitar efectos confundidos debido a
la variacién entre T por dicha causa.

Evaluacién de la involucién uterina

Se evalué el proceso de involucién uterina en
las vacas desde el 15 hasta el 45 DPP, mediante la
determinacién de la posicién del ttero con relacién
a la pelvis (PU), la cual tomé los siguientes valores:
| = totalmente sobre la pelvis, 2 = desplazado
por delante del borde anterior de la pelvis y 3 =
desplazado craneo-ventralmente al borde anterior de
la pelvis. La simetria de los cuernos uterinos (SCU),
1izquierdo y derecho, se clasificé de la manera siguiente:
1 = 5050, 2 = 60-40, 3 = 80-20. Para el diametro
del cervix (DC) los valores asignados fueron: 1 = <
5cm; 2=5a7,5cm; 3 = >7,5 cm (metodologia
modificada de LeBlanc et al., 2002). Ademas,
se evaluaron las caracteristicas de las secreciones
uterinas (CSU), considerando la siguiente escala de
valores: 0= moco claro y translicido; 1 = claros con
flecos blancos; 2= exudado blanco y mucopurulento
y; 3 = exudado purulento blanco-amarillento, pero
ocasionalmente sanguinolento (LeBlanc et al., 2002;

Sheldon y Dobson, 2004).

Evaluacioén de la actividad ovdrica
La evaluacién de la actividad ovarica (AO) se
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llevé a cabo a través de palpacién rectal y el uso del
ultrasonido via transrectal (Aloka SSD 900 Co.
Ltd., Tokyo, Japan), usando una sonda lineal de
7,5 MHz, desde el dia 15 al 45 posparto (DPP).
Dicha evaluacién se realizé una vez por semana
antes de la deteccién del primer celo y dos veces por
semana a partir del mismo. Esto permitié clasificar
el crecimiento folicular (Diaz et al., 1998), en:
foliculos clase 1 (< 5mm); clase 2 (6-9 mm) y clase
3 (=10 mm); despies, se confirmé la presencia de
cuerpos ldteos en vacas sometidas a los diferentes
tratamientos.

Determinaciéon de Progesterona (P

La P, fue determinada por RIA (DSL,
Diagnostic System Lab, INC) en muestras de plasma
con heparina sédica al 1%. La cuantificacién se hizo
una vez por semana desde el 15 hasta el 45 DPP,
usando para ésto un kit comercial de fase sélida.
Este kit ha sido validado por DSL (Lastest animal
cross reactivity update, 2006). Los niveles de P,
para considerar el reinicio de AO fueron aquellas
concentraciones >0,5 ng/mL en dos muestras
consecutivas, o cuando la muestra fue >1 ng/mL
(Meikle et al., 2003). Los coeficientes de variacién
intra-ensayo e inter-ensayo fueron 6,78%y 12,02%,
respectivamente, los cuales se incorporaron como
controles de calidad internos.

Evaluacion de metabolitos sanguineos
Las muestras de sangre para la determinacién

de COL y FRTSS fueron tomadas a nivel de la vena
yugular cada 15 dias a partir del 3 hasta el 45 DPP
almacenandose a -20°C hasta su posterior analisis.
Las determinaciones séricas de los metabolitos
sanguineo de COL y FRTS se realizaron a través de
la metodologia descrita por Rivas et al. (2006). Las
determinaciones de colesterol se hicieron utilizando
un equipo STAT FAX, modelo 1904 (USA- A.T.
Inc.) utilizando el método enzimatico CHOP-PAP
500, el cual detecta y cuantiﬁca, a través del sistema
Trinder los residuos de agua oxigenada, producto
de la hidrolizacién de los ésteres de colesterol por la
enzima colesterol esterasa. La FRTS se determiné
a través del método colorimétrico, usando el cloruro
de tetrazolium nitroazul (Rivas et al., 2006).

Toma de muestras de tejido en el matadero
Ocho (8) animales correspondientes a dos

animales por tratamiento fueron sacrificados a los
45 DPP. Inmediatamente después del sacrificio, se
procedié a la toma de muestras de tejido hipotalamico
y ovarico. Las muestras fueron inmediatamente
conservadas en nitrégeno liquido y posteriormente
almacenadas a -80° C hasta ser procesadas.

Expresion del Ob-R (EXLEP) en el hipotdlamo
y ovario mediante la técnica de Western
Blot

Se prepararon dos minigeles de poliacrilamida-
dodecil sulfato sédico (5-10% p/v) del tipo discontinuo
(SDS-PAGE). En estos geles, se descargaron 200
g de protefnas (cuantificadas mediante kit de BCA,
Pierce, Rockford, IL, EUA). En uno de los geles
se descargé tejido hipotalamico y en el otro, tejido
ovarico de cada animal. Ademas, se cargé en cada
gel diferentes estdndares: estandar precoloreado de
proteinas (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
EUA), muestras de tejido hipotalamico u ovarico
de rata y ratén (200 g, como controles positivos)
y una muestra de ganglio bovino (200 wg, como
control negativo). Las proteinas fueron separadas
mediante un sistema de electroforesis vertical
(GIBCO BRL, Life Technologies, Gaithersburg,
MD, EUA). Se realizé la corrida electroforética
de cada gel a 120 voltios, durante 3 h a 4 °C. Las
bandas protéicas fueron transferidas desde cada
gel hacia una membrana de nitrocelulosa (45 wm;
Sigma, St. Louis MI, EUA), mediante un equipo
de transferencia semiseco (Owl Separation System,
Portsmouth, NH, EUA). Para este procedimiento,
se aplicaron 14 voltios durante 1,5 h a 4 °C. Las
membranas fueron bloqueadas con solucién buffer
Tris-Tween (2,42 g de Base Tris + 29,24 g de NaCl
+ 0,5 mL. Tween-20/1 L de H,0 destilada; TBST,
pH 7,5), que contenia 5% de leche deshidratada y
descremada. Este procedimiento se realizé durante
1 ha4°C.

[La membrana cargada con proteina del hipotalamo,
se incub6 con el primer anticuerpo para el Ob-R de
humano, producido en cabra (IN-20: sc-1833, Santa
Cruz Biotechnology, EUA) a una dilucién 1:50,
durante 16-20 h a 4° C, luego de lo cual fue lavada
tres veces con 1 BST durante 5 min. Posteriormente,
fue incubada con el segundo anticuerpo, IgG
(molécula completa) de conejo anti-cabra conjugado
con la enzima peroxidasa (Sigma St. Louis, MI,

EUA), durante 1 h a 4 °C. El segundo anticuerpo
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fue usado a una dilucién de 1:300.

Las bandas protéicas inmunoreactivas se visualizaron
mediante una reaccién de quimoluminiscencia
(Signal® West Pico; Pierce, Rockford, IL, EUA).
Finalmente, las membranas se expusieron a peliculas
de rayos X durante 30 min para visualizar las bandas
protéicas respectivas. Las peliculas de rayos X
conteniendo las bandas protéicas, fueron escaneadas
(Hewlet Packard Scanjet 3970, Palo Alto CA, EUA)
y almacenadas en iméagenes de 811 x 614 pixeles
(5,41 x 4,10 pulgadas).

Luego, la segunda membrana cargada con
proteina del ovario fue incubada con el mismo
primer y el mismo segundo anticuerpo para
los Ob-R, anteriormente mencionados, pero a
una dilucién 1:50 y 1:1000, respectivamente.
Posteriormente, se continué con el procedimiento
descrito previamente.

ANALISIS ESTADISTICO

El procedimiento estadistico aplicado fue un
modelo lineal generalizado (GLM) para lo cual
se empled el paquete estadistico para las Ciencias
Sociales (Statistical Package for the Social Sciences,
SPSS) versién 10, (Ano 2000) aplicando un
analisis de regresién multivariado multiple. Las
variables dependientes fueron: foliculos C1, C2,
C3 y CL. Las variables independientes fueron: T,
CSU, DC, SCU, PU y DDP y condicién corporal
postparto (CCPP). Para lo cual se aplicé el siguiente
modelo estadistico:

Cl, C2, C3, CL: Intercepto + CSU+ DC
+ PU + SCU + DPP + CCPP+ T +

Interacciones+ Error

Posteriormente, para estudiar el grado de
asoclacién entre las diferentes variables, se utilizé
un analisis de correlacién de Kendall, considerando
una matriz conformada por las siguientes variables:
T, caracteristicas de la involucién uterina (CSU,
DC, SCU y PU), diferentes clases de foliculos y la
presencia de CL. Dicha matriz, se conformé en cada
momento de evaluacién (3, 15, 30 y 45 DPP). Las
concentraciones de P,, COL y FRTS se estudiaron
a través de un ANAVAR para medidas repetidas en
el tiempo. El modelo estadistico incluyé T, CCAP
como factores entre sujetos y las concentraciones de
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P,, COL y FRTS para el 3, 15, 30 y 45 DPP
(variables dependientes).

Para analizar los efectos de las variables de
involucién uterina (CSU, DC, SCU y PU) sobre
la aparicién del CL en los primeros 45 DPP, se
consideré un modelo de regresién miltiple de Cox
incorporando como covariables a Ty DDP. Ademas,
se aplico este mismo modelo de regresién para evaluar

el efecto de la CCAP, DPP y las caracteristicas de
la IU (SCU, DC, SCU y PU) sobre la aparicién
del CL. La ecuacién de Cox o la funcién de riesgo
(hazard) se construyé como sigue:

hi(t) = ho(t) exp(B]xi] + BZXiZ +... + Bpxip)

Donde, h es el riesgo proporcional al tiempo
<t<; B, es el coeficiente correspondiente a la
variable regresiva; X , es el riesgo relativo cuando
X. aumenta una unidad, manteniéndose constantes
las demas. La funcién de riesgo tiene una aplicacién
y explicacién biolégica en la prediccién del riesgo de
no aparicién del CL. para una vaca, dependiendo de
las variables regresivas incluidas, en el tiempo t .

Para evaluar el efecto de T sobre el porcentaje de
prefiez (PR) a los 120 DPP se aplic6 un analisis
de Kruskall y Wallis, utilizando el estadistico Chi-

cuadrado (y?).
RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la involucién uterina sobre la
actividad ovdrica

El coeficiente de determinacién del modelo de
regresién miltiple multivariada en general fue bajo
? = 0,116 -0,170). Sin embargo, los resultados
parciales mostraron un efecto significativo de las
variables regresoras, T y DC, sobre las variables
depedientes relacionadas con la AO (Tabla 1).
Igualmente, hubo efecto significativo de T sobre la
presencia del CL. (P<0,05). La CC postparto afecté
las diferentes clases foliculares (P<0,01), lo cual
coincide con los hallazgos reportados por Dominguez
et al. (2007) en vacas de doble propésito. Ademas,
se detecté un efecto de DPP sobre la poblacién de
foliculos C1 (P<0,05).

Mediante el analisis de correlacién se evidencié
una asociacién significativa (P<0,05) entre T y

foliculos C3 y entre foliculos C3 y CSU desde el
DPP 22 al 30. A partir del DPP 29, comenzé a
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Tabla 1. Valores de F para las variables dependientes: clases
de foliculos (C) y presencia de CL de acuerdo al T, DPP y
las variables de [U

Variables C1 C2 C3 CL
T 0,48 0,34 2,01 4,50
CCPP 525" 2,22 3,52" 4,40"
DPP 3,76 0,69 0,27 0,28
CSU 0,72 2,29 0,18 0,14
DC 0,84 320" 2,04 0
SCU 1,16 0,02 2,43 0
PU 0,07 0,54 003 0,30
*(P<0,05).

Modelo estadistico: C1, C2, C3, C4, CL = Intercepto+CSU+DC+ PU+
SCU+DPP+CCPP+T +Interacciones + E

observarse el aumento significativo (P<0,05) de la
poblacién de foliculos C3. Igualmente se observé
una asociacién entre CLL y CSU, en el DPP 37.
El nimero de foliculos C1 no estuvo asociado a
T ni a las variables de I[U. Hubo una correlacién
significativa (P<0,01) entre las variables para [U
(CSU, DC, SCU y PU). Se evidencié asociacién
negativa (P<0,05) entre CSU y T a partir del
DPP 37.

El analisis de regresién de Cox indicé un efecto
significativo (P<0,01) entre la presencia de CL
con las variables regresivas CSU y SCU (Tabla 2a
y 2b), existiendo un riesgo relativo (con un intervalo
de confianza del 95%) a que no aparezca el CL. para
ambos modelos de 2,18 veces para SCU y de 1,6
veces, para CSU, respectivamente, en los primeros
45 DPP, de tal forma que las alteraciones en el CSU
y la SCU, estan asociados a la aparicién del CL. A
pesar de no haber sido detectada alguna correlacién
entre las diferentes variables y el nimero de foliculos
C2, esto podria explicarse a través del hecho de que el
nimero promedio de foliculos de tamafio medio (C2),
permanece sin cambios, probablemente debido a que
representan un tipo de tamano de foliculo transitorio

(Dominguez, 1995). Se ha sefialado que la respuesta
inflamatoria e Inmune, como respuesta a infecciones
bacterianas uterinas, comprometen al animal y son
eventualmente causantes de subfertilidad e infertilidad
(Sheldon y Dobson, 2004). La endometritis es una
inflamacién superficial del endometrio, que cursa con
enrojecimiento de la superficie del epitelio, infiltracién
de células inflamatorias y congestién vascular.
Clinicamente est4 caracterizada por la presencia de
pus en la vagina, 21 dias o mas del postparto y esta
asociada con retardo en el proceso de involucién
(Opsomer et al., 2000). Igualmente, esos autores
sefialaron que solo el 8% de las vacas con endometritis
(moco=3 + olor fétido), ovularon. Es decir, que
la funcién ovarica se ve afectada por una mayor
contaminacién bacterial uterina después del parto.
Generalmente, el primer foliculo dominante tiene una
tasa de crecimiento menor y secreta menos estradiol
al final de la fase de crecimiento, en vacas con alta
contaminacién bacterial (Sheldon et al., 2002). El
efecto de los trastornos de la IU (contaminacién
bacterial severa) sobre las funciones hipotalamica y
pituitaria se ha asociado a la presencia y absorcién
de endotoxinas, componente de la pared celular de
bacterias Gram negativas, desde el lumen uterino
hacia la circulacién sistémica y periférica (Mateus
et al., 2003), lo cual genera una inhibicién de la
secrecién de la GnRH hipotalamica, que a su vez
afecta la secrecién de LH desde la pituitaria. Otro
estudio sefiala un efecto directo de la endotoxina sobre
el ovario (Sheldon y Dobson, 2004). Asi también,
otros productos bacteriales pueden ejercer su efecto
directamente sobre el ovario, o por intermedio de
moléculas pro-inflamatorias, tales como las citokinas
TNE, IL-1 y IL-6 (Miller et al., 1997). Severas
inflamaciones puerperales, con liberacién intensiva
de citokinas y endotoxinas pueden inducir a un
complejo endocrino en cascada, que involucra ademas
de la actividad hipotaldmica-pituitaria anterior a la

Tabla 2a. Regresién de Cox mostrando la relacién entre
aparicion de CL y las covariables T, e involucién uterina

(CSU, DCy SCU)

Wald

Error

Tabla 2b. Regresién de Cox mostrando la relacién entre
CL y las covariables CCAP e involucién uterina (CSU,
DCy SCU)

Wald

Error

Variable Coeficiente Estandar Chi? Prob Variable  Coeficiente Estandar Chi? Prob
T 0,06 0,11 0,29 0,5 CCAP 0,31 0,23 1,81 0,1
Csu 0,46 0,1 18,84 0,01 CsuU 0,45 0,10 17,8 0,01
DC 0,20 0,18 1,18 0,27 DC 0,22 0,17 1,59 0,2
SCU 0,78 0,23 11,52 0,01 SCU 0,79 0,22 12,07 0,01
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glandula adrenal, el pancreas endocrino, la tiroides
y la produccién y el metabolismo de la HG/IGF-I
(Mateus et al., 2003; Kulcsar, 2007). También se
han observado en humanos y primates, cambios en
la expresién del gen de leptina y niveles de leptina
circulante liberada como respuesta inflamatoria por
citokinas y su actuacién como atenuante de la accién
inflamatoria (Landman et al., 2003).

En el caso de la presente investigacién la
correlacién negativa entre CSU y el nimero de
foliculos C3 y CL. podria indicar, que las alteraciones
en esta variable de [U repercuten en la diferenciacién
folicular y en el retraso de la ovulacién antes del

DPP45.

Efecto de los T sobre actividad ovdrica
Como se mencioné anteriormente en la Tabla 1,
T tuvo efecto significativo sobre CL. y una tendencia
sobre el nimero de foliculos C3. La Figura |
muestra los niveles de P, acumulada por grupo
de T, evidenciandose que las vacas en los grupos
T3 y T4, a partir del dia 30, ya alcanzaban en
forma sostenida niveles de P, de 0,5 ng/mL, esta
tendencia ascendente indicé el inicio de la actividad
luteal (Meikle et al.,2003). Por otra parte, las vacas
en los grupos T1 y T2, mantuvieron niveles de P,
basales, indicando por el contrario, retraso en el inicio
de la actividad luteal postparto. El modelo lineal
generalizado para medidas repetidas en el tiempo,
mostré que las diferencias entre las medias de los
tratamientos 13, T4 vs. T'1, T2 fueron significativas
(P<0,01) a partir del 37 DPP. Igualmente, cuando
se analiz6 la curva de P, acumulada, de acuerdo a
CCAP  se detecté un efecto significativo (P<0,05)
a partir del 30 DPP (Figura 2), lo cual indica su

implicacién sobre la aparicién del CL. Los valores
fueron para vacas con alta CCAP: 0,5 ng/mL vs Baja
CCAP: 0,19 ng/mL, respectivamente, alcanzando
valores significativos (P< 0,01) a los 45 DPP.
Marin et al. (2007), encontraron diferencias
significativas en vacas suplementadas con aceite
vegetal (500 g/vaca) entre los 28 y 56 DPP, al
compararse con el grupo control (no suplementado).
Jara et al. (2006), encontraron que las vacas con
mejor CCAP fueron més aptas que las de pobre
CCAP  para desencadenar la ovulacién del primer
foliculo dominante. Asimismo, encontraron que el
primer CL. posparto se detecté a los 22,4+10,9
DPP (rango de 12 a 68 dias). Savio et al. (1990)
encontraron un mayor intervalo entre el parto y la
primera ovulacién postparto (27,4+ 23 dias, rango
9-85 dias). En el presente trabajo las vacas de baja
CCAP (T1 y T2), con niveles basales de P, en
plasma durante los primeros 45 DPP, o sin presencia
de CL, tuvieron procesos de IU prolongados, como se
sefalé en la Tabla 2b. Con respecto a esto, Hajurka
etal. (2005), demostraron que al existir mayor grado
de inflamacién y descarga de moco del itero, la IU
se prolongé hasta el 43+11,0 DPP. Estos autores
ademés sefnalaron que el didmetro del dtero es el
factor mayormente asociado con el estro durante el
periodo de la involucién, y que ligeros incrementos
del didmetro del cervix y ttero estuvieron relacionados
con el crecimiento de foliculos pre-ovulatorios y
ovulacién. El proceso inflamatorio del dtero da como
resultado interrupcién en la secrecién de GnRH
y LH lo que retarda el crecimiento folicular y la

ovulacién (Silvestre, 2003).
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Metabolitos sanguineos

El analisis estadistico no mostré diferencias
entre el nivel promedio de COL por T, durante
los 45 DPP, cuyas tendencias se pueden observar
en la Figura 3. Se evidencié una tendencia lineal
ascendente en los niveles de COL, desde el d 3
y hasta el 45 DPP, sin que mostraran diferencias
estadisticas entre tratamientos.

Los niveles promedio y desviacién estdndar de
COL, global para todos los grupos por T, los dias
3, 15, 30 y 45 DPP fueron de 110,9 = 42,2;
127,5 + 41,1; 151,9 = 43,0 y 163,6 = 43,1
mg/dL, para T1,T2, T3 y T4, respectivamente.
Pero hubo diferencias significativas (P<0,01) entre
periodos de muestreo. Sin embargo, estos valores
fueron considerados como normales (80-240 mg/
dL) por Galvis et al. (2007) y fueron similares a
los encontrados por Marin et al. (2007) en vacas
lecheras suplementadas con lipidos durante el
postparto, cuando registraron valores promedio de 90

mg/dL. para el 7 DPP y de 150 mg/dL para el 42
DPP. Estos niveles fueron mayores (P<0,05) que
en vacas sin suplementacién con lipidos. Igualmente,
similares tendencias fueron reportadas por Galvis
et al. (2007), quienes reportaron niveles de 109,2
mg/dL en el dia 10 PP, hasta 200, 4 mg/dL en el
40 DPP. En nuestro caso, las vacas en todos los T
recibieron una racién energética que solo diferia en
niveles ofrecidos de 1y 3 kg/vaca /dia. Es posible que
con la proporcién de la dieta rechazada en las vacas
de alta alimentacién, ambos grupos consumieran
cantidades de la racién menores que la ofrecida. Por
tanto, no se manifestaron diferencias notables entre T.
Esta misma tendencia se observd, al no encontrarse

diferencias entre CCAP alta y baja (Figura 4).

Con respecto a la FRTS hubo diferencia
significativa (P<0,05) entre T, pero no entre
periodos de muestreo. Los valores promedio y
desviacién estandar por periodo encontrados fueron:
3,2mg/dL £1,2; 4,Img/dL. =2,4; 3,7 mg/dL. =
2,1 y 4,0 mg/dL. +2,4, correspondientes a los 3,
15, 30 y 45 DPP. Estos promedios por periodos
fueron superiores al valor de referencia de 1,7 mg/dLL
reportado por Campos et al. (2005), trabajando con
210 vacas multiparas en Brasil. Es posible que por ser
animales suplementados con raciones provenientes de
fuentes energéticas, los valores encontrados estuvieron
por encima de los valores de referencia. Igualmente,
no se observaron diferencias por CCAP ni por NA,
a pesar de que se observé una tendencia en las vacas

con NA alto durante los 45 DPP (Figura 5) y por
CCAP alta entre los 22 y 45 DPP (Figura 6).

La concentracién de FRT'S es un reflejo de la
glicemia en el tiempo (Ceballos et al., 2002); asi, el
aumento en los niveles de este indicador sélo se veria
reflejado dos semanas después de la suplementacién,
lo que concuerda con un aumento en el nivel de
FRTS postparto, como consecuencia del inicio de
la suplementacién al parto. No obstante, en otros
estudios se ha reportado una disminucién en la
concentracién de FRT'S postparto en vacas que no
eran suplementadas en el preparto (Ceballos et al,
2002). Como se observa en la Figura 6, a pesar de
que no existié diferencia significativa entre ambos
grupos, se observé una ligera caida de los niveles

de FRTS en las vacas con CCAP baja, a partir
del 22 hasta el dia 30 DPP. cuando comenzaron a
recuperarse. Esta caida momenténea en el balance
energético pudo haber influenciado la actividad
ovarica durante esa etapa.
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Figura 3. Niveles de COL total en vacas doble propésito
sometidas a diferentes T durante el postparto

Figura 4. Niveles de COL en vacas doble propésito con
CCAP alta y baja
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Expresion de receptores de Leptina (Ob-R)
en hipotdlamo y ovario

La expresién del Ob-R en el hipotidlamo fue
demostrada mediante la aparicién de una banda de
peso molecular de aproximadamente de 120 kDa.
LLa mayor expresién de este receptor, medida en
unidades de densidad éptica, se presents6 en las vacas
con CCAP alta en comparacién con las vacas que
presentaron una CCAP baja, independientemente
del nivel de alimentacién al cual fueron sometidas
(Figura 7).

En el caso del Ob-R en el ovario, se identificé
una banda protéica con el mismo peso molecular que
para el caso del Ob-R del hipotalamo. Al evaluar
la expresién del Ob-R ovarico, no se pudo observar
efecto del T sobre la expresién de este receptor,
siendo su expresién independiente tanto del nivel de
alimentacién como de la CCAP (Figura 8). Se ha
demostrado en ratas (Watanobe, 2002) la accién
directa de la leptina tanto en los cuerpos celulares
como en los axones terminales de las neuronas donde
se sintetiza la GnRH, estimulando la liberacién de
esta hormona y, por consiguiente la LH in vivo. Por
otro lado, la concentracién periférica de leptina ha
sido asociada a la CC en vacas lactantes y al nivel

de alimentacién en vacas no lactantes (Webb et al.,

2004; Chilliard et al., 2005). Por su parte, Meikle
et al. (2003) encontraron que la CCAP afecté los
niveles de leptina, siendo las concentraciones mas
altas, en vacas de CCAP alta. En vacas de CCAP
baja no se observé una correlacién entre CC y la
expresién del receptor de leptina, indicando que
se requiere de un minimo de CC para que exista
una correlacién entre ambas. Los resultados de
esta Investigacién mostraron una mayor expresion
de los Ob-R hipotalamicos en vacas con alta CC.
Es posible que el hipotdlamo se haga mas sensible
a la leptina en vacas de CCAP alta que en vacas
de CCAP baja. Sin embargo, la expresién de los
Ob-R a nivel hipotalamico no se diferencié entre
T o NA. Nicklin et al. (2007) han demostrado
recientemente la expresién de Ob-R en el CL bovino.
Nuestros resultados contrastan con los obtenidos por
Giraldo et al. (2005) en vacas Cebd, en los cuales
vacas con menor pérdida de CC, tratadas con hCG,
expresaron un mayor nimero de Ob-R, necesarios
para la luteinizacién y adquisicién de la capacidad
ovulatoria. Pero también sefialaron que en los casos de
vacas que no presentaron foliculos dominantes (C3),
el patrén de fluorescencia fue bajo. Esto coincide con
la baja expresién de receptores ovaricos en las vacas

C+ O+ C-

120 kDa

-
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BECEBA

B

ACBA BCAA  ACAA

Figura 7. Expresién de Ob-R en hipotadlamo de vacas doble propésito en los
diferentes T a los 45 DPP. C+: control positivo, C-: control negativo

32



Rev. Fac. Cs. Vets. - UCV. 49 (1): pdgs. 23-36. 2008

120 kDa =

ECEBA

- -

ACEBA BCaA  ACAA

Figura 8. Expresién de Ob-R en ovario de vacas doble propésito en los diferentes T

a los 45 DPP

de CCAP baja, utilizadas en nuestro estudio. En
este sentido, la relacién significativa (P <0,05) entre
CCAP foliculos C3 y CL y los bajos niveles de P y
(<0,5 ng/mL) de vacas con CCAP baja durante
los 45 DPP se corresponde con los patrones de
expresién baja.

Efecto de T e IU sobre la preniez

Como se senal6 en la Tabla 2, las variables CSU
y SCU resultaron ser las variables de IU con mayor
influencia sobre la presencia de CL. Estas variables
fueron consideradas los indicadores mas resaltantes
para definir los casos de endometritis, desde el punto
de vista clinico en los primeros 45 DPP (Le Blanc et
al., 2002). Los resultados y su relacién con la AO
y PR se muestran en la Tabla 4.

Se observé que una alta proporcién de endometritis
en vacas bajo el T'1 durante los primeros 30 DPP,
afecté la manifestacion de la AO. Caso contrario
ocurrié en 12, T3 y T4, en los cuales no se
observaron casos importantes de endometritis antes
de los primeros 30 DPP. Posterior a los 30 dias y
hasta los 45 DPP, se observaron algunos casos de
endometritis en las vacas correspondientes a T'|
(16,6%), T2 (28,5%) y T4 (16,6%). Sin embargo,
en las vacas sometidas a T2, T3, T4 se observé la
presencia de foliculos C3 (57%), AO (14,2%, 57%
y 28,5%, respectivamente) y CL. en alta proporcién
en I3y T4 (57%). Sheldon et al. (2002) senalaron
que eventos con alta contaminacién bacterial uterina
estuvieron asociados con didmetros reducidos del
primer foliculo dominante, una tasa de crecimiento
lenta y una disminucién en la secrecién de estradiol.
Esto fortalece las evidencias de un efecto del ttero
sobre el ovario después del parto, fundamentalmente
sobre la seleccién del foliculo dominante. LLa PR al
final del experimento resulté diferente (P<0,01)
entre los T: 20%, 0%, 75% y 60% para T'1, T2,
T3 y T4, respectivamente. Le Blanc et al. (2002)
habfan confirmado la existencia de un alto riesgo de
fallas en la prefiez en vacas con endometritis entre los

20-33 DPP. con probabilidad 1,7 veces mayor de

ser descartadas por falla reproductiva. LLos mismos
autores reportaron que didmetros de cuernos uterinos
por encima de 8 cm entre los 20-33 DPP, estuvieron
asociados significativamente a baja fertilidad a los
120 DPP. Asi mismo, sefialaron que descargas
muco-purulentas y purulentas tendieron a aumentar
el intervalo parto-concepcién y la reduccién en 20%,
en la tasa de PR. Igualmente, Kulcsar (2007)
demostré que vacas con severas metritis puerperales
durante los primeros 35 DPP mostraron 80% de
ausencia de ciclo y sé6lo quedé gestante el 40%. En
este experimento se observé (Tabla 3) que las vacas
con cambios en los pardmetros evaluados relacionados
al proceso de IU, basados en la alteracién de la SCU
y CSU, tuvieron un riesgo relativo mayor de 2,21 y
de 1,58 veces de ausencia de un CL, respectivamente,
lo cual pudiera haber desencadenado fallas en la
reproduccién. En esta investigacion (Tabla 4), las
vacas del T3 y T4 alcanzaron 75% y 60% de prefiez,
respectivamente a los 120 DPP. Por el contrario, las
vacas sometidas a T'1 y T2, con altos porcentajes de
endometritis, solo quedaron gestantes 20% y 0%,
respectivamente, considerando también que estas
vacas tuvieron baja CCAP vy estuvieron sometidas
a NA restringida.

CONCLUSIONES

Se concluye que el NA y la CCAP ejercieron

un efecto positivo sobre el desarrollo folicular y el

Tabla 3. Riesgo relativo de las variables sobre la presencia del
primer CLL

Tasa de Tasa de riesgo Tasa de riesgo
Variable riesgo relativo inferior relativo superior
relativo al 95% al 95%

CCAP 1,374 0,865 2,182
T 1,124 0,912 1,385
CMC 1,580 1,274 1,953
DC 1,247 0,995 1,756
PU 1,113 0,771 1,606
SCU 2,214 1,414 3,467
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Tabla 4. Porcentajes de casos de endometritis examinados entre los 30 y 45 DPP con relacién

a la proporcién de AO y PR en los diferentes T

Variable Examinadas (hasta 30 DPP) Examinadas (hasta 45 DPP)
T T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
Total (n) 6 7 7 7 6 7 7 7
Endometnitis (%) 66 0 0 0 16,6 28,5 0 16,6
AO (PY (%) 0 14,2 42,8 14,2 0 14,2 57 28,5
C3 (%) 0 28,5 14,3 14,3 16,6 57 57 57
CL (%) 0 14,2 14,2 0 16,6 0 57 57
Variable Gestacién antes de 120 DPP  Gestacién antes de 150 DPP
(P<0,01) (P>0,01)
T T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
PR (%) 20 0 75 60 20 50 75 60

CL. Sin embargo, las variables relacionadas con la
IU (CSU y SCU) aparecen como los factores que

mas afectaron la AO. La expresion de los receptores
hipotaldmicos de leptina en vacas de CCAP alta
demostré la influencia sobre la AO. En consecuencia
de lo anterior, hubo mayor PR en los tratamientos

T3 y T4 antes de los 120 DPP.
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