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1. INTRODUCCION

La explotacion lechera en el Uruguay ocupa el 5 % de la superficie del territorio,
siendo el sector con mayor ingreso de exportaciones por hectarea. Si bien la produccion
nacional presento una leve caida en la cantidad total de productores, cabezas de ganado y
superficie total ocupada por el rubro, la produccion lechera se ha incrementado en
productividad y eficiencia (MGAP. DIEA, 2020).

Durante 2020 la remision de leche a planta superd todos los registros desde que
se llevan datos, con el menor numero de remitentes y la mayor remision diaria individual.
Lo que refleja la intensificacion de la produccion y la adopcion de nuevas tecnologias para
mejorar los procesos productivos y reproductivos.

Un dato interesante relevado por la encuesta lechera realizada por INALE y
MGAP en 2019, es que 25% de los establecimientos encuestados, considera cambiar el
biotipo de vaca como una tecnologia innovadora. Lo que manifiesta la importancia de
adecuar el tipo de vaca, ya que la capacidad de la vaca para adaptarse en respuesta a los
desafios ambientales y nutricionales afecta la sostenibilidad del sistema de produccion.

La nutricion juega un papel crucial en la fisiologia reproductiva y la
endocrinologia de la vaca lechera. Después del parto la vaca experimenta una mayor
demanda de nutrientes para la produccion de leche y los sistemas de pastoreo se asocian
con frecuencia a déficits nutricionales debido a su alta dependencia de la producciéon y
asignacion de pastos (Horn et al., 2014).

Metabolitos y hormonas metabdlicas asociadas a la priorizacion energética para
la produccion de leche (Acidos grasos no esterificados (NEFA), B-hidroxibutirato (BHB),
insulina, glucosa, IGF-1), influyen en la fertilidad, y surge un conflicto en las necesidades
metabolicas en las que las razas exclusivamente lecheras pueden priorizar la produccion
de leche en detrimento de las funciones reproductivas y la fertilidad, mientras que las razas
doble proposito tienen una mayor capacidad de adaptacion a ambientes exigentes.

Actualmente un 90 % del rodeo lechero nacional estd constituido por la raza
Holanso Frisian (HF), sin embargo se han reportado estudios internacionales y nacionales
(Jorge-Smeding et al., 2021) acerca de la capacidad de adaptacion de distintas razas o
biotipos lecheros a sistemas pastoriles de baja dependencia de insumos externos (SPBI).



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. LA LECHERIA EN URUGUAY

En Uruguay la produccion lechera ocupa 756.812 hectareas aproximadamente,
concentrandose el 64% de los establecimientos en la cuenca tradicional del litoral, sobre
los departamentos de San José, Colonia y Florida (MGAP. DIEA, 2020).

También se ha desarrollado la cuenca Noreste, a la que se la califica como “no
tradicional” por estar en una region donde los recursos naturales no permiten alcanzar los
maximos niveles productivos (Cerro Largo, Tacuarembo y Rivera). Cerro Largo es el
departamento de la region que tiene la mayor cantidad de predios lecheros (46%), seguido
por Tacuarembd y Rivera con el 38% y 16% (Astigarraga et al., 2019).

La lecheria se desarrolla sobre sistemas de base pastoril, de manera que exhiben
un desbalance estructural entre oferta y demanda de nutrientes a lo largo del ciclo
productivo, ya que la produccion de leche acompafia la produccion estacional de las
pasturas, registrandose en primavera el maximo de produccion (Meikle et al., 2013).

Segun datos nacionales' la base forrajera utilizada en la produccion lactea esta
compuesta por un tercio del suelo con campo natural, 30% de praderas permanentes, 18%
de cultivos forrajeros anuales y 8% de campo mejorado. En cuanto a la region Noreste, el
campo natural representa mas de dos terceras partes de la estructura forrajera de los
predios; las praderas permanentes, cultivos forrajeros anuales y campo mejorado se
presentan en proporciones del 10%, 9% y 5% respectivamente. Esto evidencia
caracteristicas poco intensivas de esta produccion respecto al pais, con niveles inferiores
de adopcidn tecnologica en un aspecto central como lo es la base nutricional del rodeo
lechero (Astigarraga et al., 2019).

Actualmente el rodeo lechero nacional esta constituidoaproximadamente por
400.000 vacas masa de las cuales 76% corresponde a la raza HF Americano, 14% a HF
Neozelandés, 5% cruzas, 4% Jersey y 1% Normando (MGAP. DIEA, 2020). Datos de
evaluaciones genéticas uruguayas han demostrado una predominancia de la raza Holando,

TMGAP. DICOSE. 2011. Com. personal.



principalmente proveniente de América del Norte, debido a su elevada produccion lechera
(Meikle et al., 2013).

La utilizacion de genotipos de altos rendimientos lecheros, han provocado
problemas relacionados a la reproduccion y sanidad de la vaca lechera, se cuenta con datos
nacionales los cuales avalan que el aumento de la produccion contrajo una elongacion en
el intervalo parto-concepcion (Rovere et al., 2007, Meikle et al., 2013).

Los SPBI en particular, tienen una alta dependencia de la oferta forrajera, en este
sentido, se sabe que en los sistemas pastoriles el consumo de materia seca (CMS) esta
limitado, y por lo tanto los animales de alto mérito genético son incapaces de expresar
todo su potencial genético (Kolver y Miiller, 1998).

En este contexto, las respuestas adaptativas fisiologicas a los déficits
nutricionales juegan un papel central debido a la flexibilidad requerida para constituir y
movilizar las reservas corporales (Blanc et al., 2004).

2.2. CARACTERIZACION DE LOS GENOTIPOS LECHEROS EN SISTEMAS DE
BAJO DEPENDENCIA DE INSUMOS EXTERNOS

La raza HF es originaria de Frisia, Paises Bajos (Frenche et al., 1968), y existen
varios biotipos de los cuales se destaca el HFA por ser el que tiene mayor presencia en el
mundo. Las vacas adultas de este biotipo se caracterizan tener un peso vivo (PV) promedio
en torno a 600 kg, altas producciones individuales de leche y un fenotipo de caracter
fuertemente lechero (Figura 1).

El ganado N proviene de la regiéon de Normandia, Francia, y ha sido seleccionado
buscando el equilibrio entre la produccion de leche y carne por lo que se trata de una raza
doble propdsito que se caracterizan por tener una buena conformacion carnicera (Frenche
et al., 1968) (Figura 1).



Figura 1. Vacas de raza Holando y Normando.

Las distintas razas o biotipos lecheros se caracterizan, entre otras cosas, por el
PV adulto y las prioridades de particion de la energia entre leche y reservas corporales.
Asi, se tiene que los genotipos seleccionados para alto nivel de produccion de leche
individual tienden a presentar menor CC que aquellos seleccionados por contenido de
solidos o razas doble propdsito (Roche et al., 2006, Delaby et al., 2009, Pereira et al.,
2010a, Reiche et al., 2015).

Si bien se han reportado pocos trabajos con Normando, se ha observado que en
el promedio de la lactancia las vacas de esta raza presentan mayor PV y CC que animales
HF, tanto en vacas multiparas (Dillon et al., 2003, Delaby et al., 2009) como primiparas
(Reiche et al., 2015). No obstante, Bedere et al. (2016) reportaron similar CC y PV en
vacas primiparas N y HF al parto.

En lo que respecta a la reproduccion, si bien pueden presentar algunas diferencias en el
retorno a la ciclicidad post parto (Delaby et al., 2009, Delaby et al., 2015); la fisiologia
reproductiva basica y el comportamiento hormonal se describe de manera similar para
ambos genotipos. Se ha propuesto que las razas de doble proposito probablemente podrian
responder mejor a las limitaciones nutricionales en los sistemas lecheros basados en pastos
y forrajes. Las vacas N, podrian tener una mejor capacidad para hacer frente a los déficits
nutricionales en comparacion con las vacas HF (Delaby et al., 2009).



Vacas de alto rendimiento han sido seleccionadas para producir mas leche en
gran parte a través de su capacidad para movilizar grasa y musculo para apoyar la
produccion de leche en la lactancia temprana. Esto da como resultado una pérdida de la
condicion corporal y se asocia con alteraciones en los perfiles de metabolitos y hormonas
en la sangre que, a su vez, influyen en la fertilidad (Pryce et al., 2001, Taylor et al., 2003).

Por tanto, las respuestas adaptativas dependen de la severidad y duracion del
periodo de déficit nutricional, y son diferentes segun el genotipo de la vaca (Blanc et al.,
2004). De hecho, las razas lecheras con un alto mérito genético generalmente no pueden
superar los desafios de los entornos nutricionales deficientes (Horan et al., 2005).

2.3. EFECTO DEL GENOTIPO SOBRE EL PVY LA CC

Investigaciones nacionales (Pereira et al., 2010a) e internacionales (Dillon et al.,
2003, Roche et al., 2006) han reportado que el PV y la CC pueden estar afectados por los
biotipos o lineas genéticas intra raciales. En general, los biotipos HF seleccionados para
alta produccion tienden a tener menores niveles de reservas corporales y a perder mas
unidades de CC durante la lactancia temprana (Pereira et al., 2010a). Asi mismo, ha sido
reportado que vacas N seleccionadas para alta produccion individual (con igual CC y PV
al parto) perdieron CC mas rapidamente que aquellas seleccionadas por altos contenidos
de solidos en la leche (Bedere et al., 2016).

Las razas o biotipos de alta produccién no solamente pierden mas unidades de
CC y PV (Roche et al., 2009) sino que lo hacen por mayores periodos de tiempo (Pires et
al., 2015) y tienen tasas mas lentas de recuperacion durante la lactancia media y tardia
(Dillon et al., 2003, Yan et al., 2006, Pires et al., 2015). Reiche et al. (2015), en vacas
primiparas, reportaron que la raza HF tuvo una mayor pérdida de CC y menor estado
corporal en el nadir que el N. Asimismo, la tasa de recuperacion de la CC fue similar entre
ambas razas y las vacas N acumularon una mayor ganancia de PV al completar la primera
lactancia.

Resultados similares han sido observados por Delaby et al. (2009) con vacas primiparas y
multiparas en condiciones predominantemente pastoriles.



2.4. CURVA DE PRODUCCION DE LECHE Y SU COMPOSICION

Teéricamente, el ciclo productivo de la vaca lechera estd dado por un parto por
afno en donde la lactancia ocupa 305 dias y el periodo seco 60 dias (Schmidt et al., 1984).
La curva tipica de produccion de leche presenta dos etapas bien diferenciadas: una
primera, que comienza inmediato al parto y que se caracteriza por un incremento diario
en la produccion de leche hasta llegar a un maximo (pico de PL), seguida de una segunda,
donde se da un decremento relativamente constante en la produccion diaria. A su vez, la
lactancia suele dividirse en tercios, y normalmente el pico de PL ocurre entre la cuarta y
octava semana post parto (Wood, 1967, Keown et al., 1986).

En paises templados con sistemas de base pastoril, a diferencia de la curva tipica
que ocurre asociada a los partos de primavera, las lactancias de otofio generalmente
presentan dos picos de produccion (Naya et al., 2001, Garcia y Holmes, 2001).

En investigaciones nacionales el andlisis de las curvas de lactancia sugiere que
los animales no logran expresar su potencial productivo, seguramente en respuesta al
desacople entre requerimientos-oferta de nutrientes y ambiente productivo (Chilibroste et
al., 2012).

La caida en la PL durante el invierno indicaria que los sistemas pastoriles no
logran cubrir los requerimientos nutricionales para que se exprese el potencial de PL,
hecho que se revierte luego en la primavera (Garcia y Holmes, 2001) vinculado a la
estacionalidad de la produccion de pasturas (Wood, 1972).

Realizando una observacion de la produccion de leche y las diferencias entre las
razas; segun los datos obtenidos de registros de Mejoramiento Lechero de los ultimos afios
(2016-2020); los kilos de solidos promedio por lactancia corregida a 305 dias, la raza HF
marco en promedio 6736 litros anuales, 199 kg de proteinas (2,95%p) y 214 kg grasa
(3,2%g).

Por otro lado, la raza N promedié 4527 litros anuales, 144 kg proteinas (3,2%p)
y 162 kg de grasa (3,6%g). Analizando estos valores podemos decir que, pese a que el



porcentaje de solidos es mayor en la raza N, la raza HF compensa con la cantidad de litros
producidos, haciendo que la suma final de solidos sea mayor en esta tiltima?.

Cuadro 1. Produccioén y composicion de leche seglin la raza.

Razas
SRR U Holando Normando
Produccion de leche (Kg/vaca/dia)* 22 312 4 14,3+2.2
Proteina (g/Kg) 30,6+2.1 35411 7
Grasa (g/Kg) 38.6+5.0 43,4442
Lactosa (g/Kg) 482.5+16.0 504,5+26.2

Conteo de células somaticas (células/ml)  113.500+£139.189 126.000+94.752
Fuente: adaptado de Le Guillou et al. (2019).

2.5. DINAMICA FISIOLOGICA Y PARTICION DE LA ENERGIA EN UN CICLO
BIOLOGICO Y SU EFECTO SOBRE LA REPRODUCCION

Los aumentos en la produccion de leche logrados en las ultimas décadas han
proporcionado evidencia de una relacidon antagdnica entre la alta produccion de leche y el
éxito reproductivo en las vacas lecheras (Nebel y McGilliard, 1993, Bagnato y Oltenacu,
1994).

Se espera que la vaca lechera de alto rendimiento produzca una cantidad
sustancial de leche cada afo y, al mismo tiempo, conciba y mantenga una gestacion a
término. Para cumplir con el potencial de produccion de por vida, se debe lograr un
equilibrio entre el rendimiento, la fertilidad y otros factores influyentes. Cualquier
incapacidad por parte del sistema de manejo para identificar y corregir problemas o por
parte de la vaca para hacer frente a las demandas metabolicas, resulta en problemas
productivos o de bienestar animal (Taylor et al., 2004).

Al final de la gestacion y al comienzo de la lactancia, los requisitos de nutrientes
para el crecimiento fetal y la sintesis de leche aumentan drasticamente y la vaca no puede
satisfacer estas demandas energéticas de su consumo de alimento. Por lo tanto, la mayoria
de las vacas entran en un periodo de balance energético negativo (BEN) (Wathes et al.,

2 Sotelo, F. 2021. Com. personal.



2007a) donde la vaca tiene que movilizar sus reservas corporales para suplir el déficit de
ingesta y cubrir los requerimientos energéticos (Pereira et al., 2010a).

La duracién y la profundidad del BEN varian segin el mérito genético, la
condicion corporal previa al parto, la produccion de leche y el consumo de alimento
(Grummer, 1995), en general, el CMS se reestablece entre la semana de lactancia (SL) 8
y 22 (Ingvartsen y Andersen, 2000) por lo que las vacas se encuentran en BEN tipicamente
hasta los 4 meses posparto (Knight, 2001). Sin embargo, Beever et al. (1998) han
observado situaciones en las que el restablecimiento del balance energético positivo se
alcanza luego de las 20 semanas de lactancia.

Las vacas lecheras de alta produccion movilizan reservas corporales y pierden
condicion corporal para mantener su produccion de leche hasta que su consumo de
alimento pueda igualar o superar los requisitos. Este estado se caracteriza ademas por
cambios en los perfiles metabdlicos individuales como, por ejemplo, aumentos en los
niveles plasmaticos de acidos grasos no esterificados (NEFA), betahidroxibutirato (BHB)
y urea (Leroy et al., 2008b).

La actividad ovarica y la eficiencia reproductiva después del parto también estan

estrechamente relacionadas con el balance energético de la vaca en términos de consumo
de nutrientes y produccion de leche (Butler y Smith 1989, Lucy et al., 1991).

2.5.1. Efectos genéticos v de manejo sobre la produccion de leche v la fertilidad

La fertilidad es un rasgo multifactorial y su deterioro ha sido causado por una red
de factores genéticos, ambientales y de gestion y sus complejas interacciones dificultan
determinar la razén exacta de esta disminucion (Walsh et al., 2011).

El sindrome de subfertilidad surge de la interaccion del sistema de manejo, el
biotipo y los procesos metabolicos que subyacen en ese aumento de la produccion
(Gutierrez et al., 20006).

El manejo inadecuado de vacas lecheras de alta produccion puede contribuir
significativamente a la causa de la baja fertilidad en lugar de efectos genéticos directos
(LeBlanc, 2010).



Comprender las interacciones entre el genotipo y el medio ambiente es crucial
para optimizar las estrategias de manejo de salud y la nutricion en paralelo con un
programa de cria mas equilibrado y asi lograr altos niveles de eficiencia productiva y
reproductiva.

2.5.2. Factores de la lactancia temprana que afectan la fertilidad subsecuente

Después del parto, el proceso de volver a quedar prenada en las vacas lecheras
comienza con la involucidn del ttero, seguido de la reanudacion de la actividad ovarica.
Esto deberia dar como resultado la finalizacion del crecimiento de un foliculo sano, que
encierra un ovocito competente y, en tltima instancia, el celo, la ovulacion, la fertilizacion
y la fijacion uterina por un embrion viable (Leroy et al., 2008b).

Pero como se menciono anteriormente, la fertilidad es un rasgo multifactorial y
su deterioro es causado por una red de eventos en el periodo posparto que impactan la
fertilidad subsiguiente de las vacas, una vez que comienza la temporada de servicios
(Walsh et al., 2011).

Ademas, los eventos en el periodo posparto también estan influenciados por el
manejo preparto, mas notablemente el manejo nutricional (Overton y Waldron, 2004;
Roche, 2006). Por lo que una mala nutricion durante el periodo previo al parto puede hacer
que una vaca al parto sea mas susceptible a un aumento de los trastornos metabdlicos, a
la pérdida de condicion corporal (CC) y a un balance energético negativo mas grave
(Walsh et al., 2011).

Cerca del periodo de servicio, la vaca alcanza su produccion méxima de leche y
cualquier alteracion en el estado metabolico o de energia en ese momento es probable que
afecte su salud fisica y su capacidad de concepcion (Taylor et al., 2004).

2.5.3. Pérdida de condicion corporal v balance energético negativo (BEN)

El conflicto en el desempeiio productivo vs el reproductivo esta en gran parte
condicionado por el manejo diferencial en el que se puede incidir especialmente durante
el periodo de transicion. La transicion del estado prefiada no lactante al no prefiado lactante
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es un periodo de cambios drasticos para la vaca. Esta debe adaptar su metabolismo a las
fuertes exigencias que le demanda la produccion de leche desfasado de la capacidad de
ingesta requerida, promoviendo la movilizacion de reservas corporales, es decir,
promoviendo el BEN (Grummer, 1995).

Este estado es caracterizado ademds por cambios en los perfiles metabodlicos
individuales como por ejemplo, aumentos en los niveles plasmaticos de acidos grasos no
esterificados (NEFA), betahidroxibutirato (BHB) y urea. También el eje somatotrofico
(hormona de crecimiento (GH), insulina e IGF-1) responde a los cambios nutricionales y
tiene numerosos efectos sobre los ovarios y el utero (Taylor et al., 2004).

Los principales cambios adaptativos ocurren alrededor del parto. El periodo seco
tardio coincide con la tultima fase del crecimiento fetal cuando aumentan los
requerimientos de nutrientes. A los pocos dias del parto, mediante cambios endocrinos y
metabolicos (Holtenius et al., 2003) hay un redireccionamiento del metabolismo hacia la
glandula mamaria en orden de proveer la energia y los nutrientes necesarios para la sintesis
lactea (Bauman y Currie, 1980, Lucy et al., 2001, Pires et al., 2015).

Durante el inicio de la lactancia los requerimientos de glucosa, aminoacidos (AA) y acidos
grasos aumentan drasticamente, se ha estimado que durante la primera semana de
lactancia los requerimientos serian, respectivamente, 2.7, 2.0 y 4.5 veces mayores que los
requerimientos del ultimo tercio de gestacion para el crecimiento del conceptus (Bell,
1995).

Las consecuencias de BEN grave son un mayor riesgo de enfermedades metabdlicas, que
ocurren en gran medida durante el primer mes de lactancia, una funcién inmune reducida
y una reduccioén en la fertilidad posterior (Roche et al., 2009).

La pérdida marcada de condicion corporal entre los periodos secos y posteriores
al parto se asocian a cambios desfavorables en la condicion corporal durante la lactacion
temprana, lo que provoca aumento de la incidencia de enfermedades metabdlicas y
reproductivas posparto, la disminucién de los niveles de colesterol total durante el primer
mes de lactancia e intervalos mas largos a la primera inseminacion postparto en vacas
Holstein (Kim y Suh, 2003).

La pérdida de CC se acompaiia con una disminucion en las concentraciones de
leptina, lo cual es consistente ya que esta es sintetizada por los adipocitos y varia con
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cambios en el porcentaje de depositos grasos. La leptina inhibe el consumo y aumenta la
tasa metabolica, por lo que se sugiere que esta disminucion es estratégica para estimular
el consumo de la vaca lechera posparto y para disminuir el consumo periférico de
nutrientes (disminucion de la tasa metabdlica) (Delavaud et al., 2000).

Las vacas con baja CC al parto, o que sufren una pérdida excesiva de CC al
comienzo del posparto, tienen menos probabilidades de ovular, hay menos vacas para la
inseminacion artificial, baja tasa de concepcion al primer servicio, baja tasa de prefiez de
6 semanas y también tienen una mayor probabilidad de pérdida de prefiez y aumento del
intervalo parto concepcion (IPC) (Berry et al., 2007, Roche et al., 2009, Walsh et al.,
2011).

Otro factor que agudiza atn mas los efectos del BEN es el estrés calorico.
Durante los periodos de estrés por calor, las vacas lactantes tienen un apetito reducido y
una mayor pérdida de CC durante el posparto temprano en comparacion con las vacas sin
estrés calorico (Shehab-El-Deen et al., 2010).

Por lo tanto, se destaca la importancia de monitorear la puntuacién de la
condicion corporal antes y después del parto como una ayuda para las decisiones
nutricionales y de manejo con el fin de garantizar que ocurra un BEN leve, pero no severo,
temprano en el posparto y para minimizar sus efectos de arrastre al resto de la prefiez
(Roche, 2006, Chagas et al., 2007).
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2.5.4. Desordenes metabolicos

Los cambios en el metabolismo de los tejidos/6rganos del cuerpo aseguran la
uniformidad del flujo de nutrientes en apoyo de la lactancia (Bauman y Currie, 1980). La
particion de nutrientes es comandada por sefiales hormonales que en conjunto con los
perfiles metabolicos pueden ser utilizados como herramientas predictivas del estado de
salud de rodeo. En ese estado fisiologico las vacas lecheras de alta produccién tienen una
utilizacion de nutrientes por parte de la glandula mamaria superior a la del resto del
cuerpo.

El inicio de la lactancia se asocia con un aumento de la hormona del crecimiento
que impulsa la particion de nutrientes (principalmente en el higado y el tejido adiposo)
que respalda la produccion de leche (Lucy, 2008). Debido al BEN, las concentraciones de
insulina permanecen bajas, lo que evita un aumento de los receptores de la hormona de
crecimiento del higado y la secrecion de IGF-I, lo que provoca el desacoplamiento del eje
somatotropico (Lucy, 2008). Esto afecta negativamente a la reproduccion, ya que la
insulina y el IGF-I no pueden actuar en sinergia con las gonadotropinas en las células
ovaricas, lo que impide que el foliculo dominante ovule retrasando la reanudacion de la
ciclicidad (Beam and Butler, 1999).

Es en este periodo que se concentran las enfermedades metabolicas de la
produccion de leche actual. Del equilibrio con que la vaca resuelva este proceso dependera
la capacidad de maximizar la produccion de leche, evitar enfermedades metabdlicas y
asegurar la siguiente prefiez (Grummer, 1995).

Las vacas que sufren de trastornos metabolicos en el periodo periparto también
tienen mas probabilidades de tener una mayor incidencia de mastitis, cojera y endometritis
(Roche, 2006), todo lo cual contribuye a reducir la eficiencia reproductiva (Walsh et al.,
2011).

En la siguiente seccion se detallan los metabolismos glucidico, lipidico y proteico
y su influencia en la reproduccion.

2.5.4.1. Metabolismo glucidico



13

La glucosa cumple un rol central en los procesos de crecimiento fetal y sintesis
lactea, durante el ultimo tercio de gestacion y la lactancia temprana, existe un estimulo de
la neoglucogénesis (NG) como respuesta al incremento de los requerimientos energéticos
(Bell y Bauman, 1997).

En el posparto temprano, el higado sufre amplias modificaciones bioquimicas y
morfologicas para adaptarse al BEN. Esta estrategia adaptativa tiene un éxito notable en
el mantenimiento de la glucosa en sangre; a pesar del gran aumento en la demanda, las
concentraciones circulantes de glucosa generalmente solo muestran una breve caida
alrededor de 1-2 semanas del momento del parto (Wathes et al., 2007¢).

Muchas hormonas metabolicas y sus receptores también alteran su concentracion
durante este periodo critico, con el fin de regular la sintesis de glucosa a nivel hepatico
como la insulina, el glucagon, la hormona de crecimiento (GH) (Bell y Bauman, 1997) y
algunos glucocorticoides (Cirio y Tebot, 1998).

En particular, se producen cambios interdependientes en la via de sefalizacion
de GH-insulina-IGF-I-glucosa (Lucy et al., 2001). Las demandas de nutrientes al final de
la gestacion se satisfacen en parte por un mayor estado de resistencia a la insulina en el
tejido adiposo y el musculo, junto con una mayor sensibilidad a los agentes lipoliticos,
que reducen la captacion periférica de glucosa y facilitan el flujo de nutrientes desde las
reservas maternas hacia la placenta (Bell, 1995, Wathes et al., 2007c).

La mayor demanda de glucosa después del parto a menudo conduce a una caida
de la insulina circulante en la primera lactancia (Taylor et al., 2004, Walsh et al., 2008,
Pereira et al., 2010b, Meikle et al., 2013). Se ha demostrado que mientras que los niveles
de insulina aumentan luego del parto en vacas consumiendo dietas totalmente mezcladas
(TMR), permanecen bajos en vacas en pastoreo (Meikle et al., 2013).

Resultados nacionales (Astessiano et al., 2012) demuestran que la expresion
hepatica de los transcriptos de GHR-variante 1A e IGF-I disminuyeron del pre al posparto
en vacas lecheras sobre pastoreo, pero en menor medida en vacas alimentadas con raciones
totalmente mezcladas (TMR).

Se cree que el IGF-I es el principal mediador de la GH en la produccion de leche,
regulando la sintesis de leche por parte de la glandula mamaria. La mayor parte del IGF-
I en la circulacién se libera del higado en respuesta al acoplamiento de la hormona del
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crecimiento (GH) con los receptores de GH, y el IGF-I sistémico retroalimenta
negativamente a la hipofisis para regular la liberacion de GH (Lucy et al., 2001).

Durante BEN, sin embargo, el eje GH-IGF se desacopla debido a una regulacion
a la baja en el higado GH-R y esto se asocia con una reduccion en la circulacion de IGF-
I y concentraciones elevadas de GH (Lucy, 2001). Esto, junto con la baja insulina
predominante, proporciona un entorno endocrino que promueve la accion directa de la GH
sobre la lipolisis y la gluconeogénesis (Bell y Bauman, 1997, Lucy et al., 2001).

Este desacoplamiento significa que la relacion entre las concentraciones de IGF-
I y el rendimiento es inicialmente negativa en la lactancia temprana, mientras que mas
adelante en la lactancia, un aumento en el GH-R hepatico restablece la relacion positiva
entre la GH y la produccion de leche (Lucy et al., 2001, Wathes et al., 2007a).

En sintesis, en condiciones de subalimentacién o bajos planos nutricionales la
glicemia en sangre disminuye (Bjerre-Harpoth et al., 2012, Pires et al., 2015) y la
importancia relativa de los precursores de la glucosa puede variar: en la medida que el
propionato y el lactato provienen del alimento, la participacion de estos decrece (Cirio y
Tebot, 1998) y la utilizacion de glicerol y AA glucoformadores a nivel hepético se
incrementa (Brockman, 1993).

Numerosas investigaciones cientificas han demostrado que los mecanismos que
regulan la distribucion de energia y nutrientes en el sistema somatotropico pueden afectar
el sistema reproductivo en diferentes niveles del eje hipotdlamo-hipofisisovario (Roche,
2006, Chagas et al., 2007) y los metabolitos que tienen mas probabilidades de ejercer una
funcion de sefializacion son la glucosa y la insulina. Las concentraciones bajas de insulina
y glucosa posparto suprimen la secrecion hipotaldmica de GnRH y la subsiguiente
liberacion hipofisaria de LH (Diskin et al., 2003, Ohkura et al., 2004).

Debido a que la insulina estimula localmente el crecimiento folicular, la
maduracion y la esteroidogénesis, las concentraciones posparto reducidas estan
relacionadas con la disfuncion ovarica (Gutiérrez-Aguilar, 1997, Landau et al., 2000,
Armstrong et al., 2002, Butler et al., 2004, Vanholder et al., 2005a; Kawashima et al.,
2007).

2.5.4.2. Metabolismo lipidico
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Durante la lactancia temprana, la produccion lactea (PL) pasa por una fase
creciente hasta llegar a un pico de produccién maxima, a su vez el consumo de materia
seca (CMS) continua siendo bajo, y por eso depende de la lipomovilizacion en lugar de
una mayor ingesta (Knight, 2001).

Durante el proceso de movilizaciéon los triacilglicéridos (TAG) se degradan a
acidos grasos no esterificados (NEFA) y glicerol. Los NEFA son absorbidos por el higado,
donde pueden oxidarse a didoxido de carbono para proporcionar energia u oxidarse
parcialmente para producir cuerpos cetonicos o acetato que se transportan para su uso en
otras partes del cuerpo. En consecuencia, durante las situaciones de BEN aumenta la
concentracion de NEFA en sangre (Kessel et al., 2008).

Alternativamente, los NEFAs pueden esterificarse a triacilgliceroles (TAGs) que
se acumulan en el higado, alcanzando su concentracion maxima entre 7 y 13 dias después
del parto y luego disminuyendo gradualmente (Grummer, 1995, Bauman y Currie, 1980).
El beta-hidroxibutirato (BHB) es la forma predominante de cuerpo ceténico en la sangre
y su concentracion es un indice de oxidacion de acidos grasos (Bell, 1995, Cirio y Tebot,
1998) y un indicador de estrés metabdlico que supone el BEN (Gross et al., 2011, Bjerre-
Harpoth et al., 2012).

De acuerdo con Cirio y Tebot (1998) los BHB pueden ser utilizados como
substratos energéticos o durante la lipogénesis en la glandula mamaria. La produccion de
los cuerpos cetonicos ocurre tanto en el rumen como en el higado y en este ultimo se
realiza dentro de la mitocondria a partir del acetil-CoA de manera que los NEFA son
precursores importantes del BHB. Ademads, se ha sefialado que el aumento de la
concentracion de la GH estimula la lip6lisis (Bell y Bauman, 1997) y por lo tanto tiene
una correlacion positiva con los niveles de NEFA y BHB en sangre (Djokovi¢ et al., 2015).

Asi mismo, como consecuencia de la movilizacion de reservas corporales,
durante la lactancia temprana ocurre un incremento de la concentracion plasmatica de
NEFA y posteriormente un aumento de la concentraciéon de BHB (Lucy et al., 2001,
Meikle et al., 2004, Pereira et al., 2010b, Jeong et al., 2015). Durante la lactancia media y
tardia decrecen los niveles de ambos metabolitos (Piccioli-Cappelli et al., 2014) y se ha
observado que la respuesta frente a una restriccion nutricional es menor con el avance de
la lactancia (Gross et al., 2011). Se ha demostrado que existe una correlacion negativa
entre la CC en el preparto y la concentracion de BHB y NEFA en el periparto (Meikle et
al., 2004, Petrera et al., 2015).
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En el mismo sentido, las vacas que cursan la lactancia temprana consumiendo
dietas con menor disponibilidad de nutrientes presentan mayores concentraciones de
NEFA (Delaby et al., 2009, Ntallaris et al., 2017) y BHB (Meikle et al., 2013, Pires et al.,
2015). No obstante, se ha observado que vacas que consumieron dietas TMR durante esta
etapa no mostraron un incremento significativo en el nivel de BHB plasmatico (Meikle et
al., 2013) y que, en estrategias de alimentacion fuertemente pastoriles, la concentracion
de NEFA y BHB puede estar influenciada —aunque débilmente— por el tipo de mezcla
forrajera (Pembleton et al., 2016).
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TMR: Dieta totalmente mezclada; HA: alta oferta de pastura (30kg/d); MA: oferta moderada de pastura
(15kg/d); LA: baja oferta de pastura.

Figura 2. Concentraciones plasmaticas de NEFA y BHB en vacas multiparas entre -
15 y 60 dias posparto.

Fuente: claborado con base a Meikle et al. (2013).

A nivel ovarico, los NEFAs pueden afectar el crecimiento y desarrollo folicular
al actuar directamente sobre las células foliculares. Adicion de NEFA in vitro, en
concentraciones medidas en liquido folicular (FF) durante BEN tiene efectos perjudiciales
sobre la viabilidad y funcion de las células foliculares (Leroy et al., 2005b, Vanholder et
al., 2005b, 2006).

Kruip y Kemp (1999) sugirieron posibles efectos toxicos directos de altas
concentraciones de NEFA a nivel ovarico. De hecho, en un modelo de maduracién in
vitro, los acidos grasos de cadena larga saturados redujeron las tasas de maduracion,
fertilizacion, escision y formacion de blastocistos. La apoptosis, e incluso la necrosis de
las células del camulo, durante la maduracion podrian explicar estas observaciones (Leroy
et al., 2005b).
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Los genotipos de alta PL presentan mayores niveles de NEFA (asociado a una
alta movilizaciéon de reservas) y BHB (en consecuencia, de BEN mas pronunciados)
durante la lactancia temprana (Pires et al., 2015, Petrera et al., 2015, Jorge-Smeding et al.,
2021). En efecto, durante esta etapa, se han reportado mayores niveles de NEFA en la raza
HF en comparacion con N tanto en vacas primiparas (Reiche et al., 2015) como multiparas
(Delaby et al., 2009, Jorge-Smeding et al., 2021). Analogamente, se ha observado mayor
concentracion de BHB en vacas HF en comparacion con SR (Ntallaris et al., 2017).

2.5.4.3. Metabolismo proteico

Durante la lactancia temprana existe una movilizacion de reservas corporales que
en situaciones nutricionales exigentes el balance de nitrégeno es negativo y por ende la
disponibilidad de glucosa puede complementarse con un aumento del catabolismo de los
aminoacidos almacenados en el musculo esquelético y otras proteinas tisulares, lo que
aumenta la produccion de urea, y el aporte AA tanto para la glandula mamaria como para
la NG (Bell et al., 2000). Sin embargo, Bell et al. (2000) proponen que los requerimientos
de AA para la NG provienen de la inhibicion de la sintesis proteica mas que de la
movilizacion real de proteina muscular (Bell et al., 2000).

Si bien el déficit de energia puede estimular el catabolismo de los aminoacidos
de las proteinas tisulares, lo que conduce a una mayor produccion de urea (Bell, 1995), la
mayor parte del amoniaco que ingresa el ciclo hepatico de la urea proviene de la digestion
microbiana de los alimentos, y por lo tanto se tiene que la concentracion plasmatica de
urea es un indicador del contenido de nitrogeno de la dieta (Roseler et al., 1993, Baker et
al., 1995) ya que al menos un 60% de la urea en sangre proviene del rumen (Cirio y Tebot,
1998). En este sentido, se ha reportado que la concentracion de urea en sangre esta
afectada por la disponibilidad de forraje (Meikle et al., 2013) y por el plano nutricional
(Delaby et al., 2009) de manera que los niveles de urea son més bajos en las situaciones
mas restrictivas.

En los sistemas lecheros donde las vacas son alimentadas con dietas ricas en
proteinas para maximizar la produccion de leche la urea se difunde en los fluidos
corporales como la sangre y la leche y se equilibra en otras partes del cuerpo, incluyendo
los tejidos reproductivos (Melendez et al., 2003), las concentraciones de urea en sangre a
menudo fluctiian alrededor del parto (Wathes et al., 2007b) y el deterioro de la funcion
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hepatica durante el BEN, como suele ocurrir después del parto, reduce la tasa de
eliminacion (clearance) de urea (O’Callahan et al., 2001).

Diversos autores afirman que tanto las concentraciones de urea circulante altas
como bajas, se han asociado con una reduccion de la fertilidad en las vacas lecheras, en
particular, un aumento del intervalo entre el parto y la concepcion (Wathes et al., 2007c,
Wathes et al., 2007b, Moore y Varga, 1996, Butler, 2001).

Si bien, los vinculos entre la fertilidad y el metabolismo de las proteinas aun no
se han establecido de manera concluyente, varios autores proponen que el exceso de
proteinas en la dieta disminuye el pH uterino o altera otros aspectos del ambiente uterino
durante la fase lutea, lo que lo hace menos favorable para la supervivencia del embrion
(Elrod et al., 1993, Rhoads et al., 2004, McEvoy, 1997, Gunaretnam et al., 2013).

Algunos estudios sefialan que la urea en sangre esta afectada por la raza (Delaby

et al.,, 2009, Reiche et al., 2015, Jorge-Smeding et al., 2021) observandose que los
animales seleccionados para alta PL presentan una mayor concentracion plasmatica.

2.5.5. Reinicio de la ciclicidad

En Uruguay las vacas llegan al parto manteniendo la CC con el que fueron
secadas o inclusive, perdiendo CC, llegando en balance energético negativo (BEN) al
parto, hipotecando produccion de leche y retrasando el reinicio de la ciclicidad posparto
(Meikle et al., 2004).

Una vaca lechera posparto 'normal' se puede definir como aquella que ha resuelto
la involucion uterina, ha reanudado el desarrollo folicular ovarico, ovulé un foliculo
dominante saludable en el posparto temprano y mantiene ciclos estrales normales a
intervalos regulares de aproximadamente 21 dias, junto con concentraciones
homeostaticas de insulina, IGF-1 y glucosa (Roche, 2006).

Sin embargo, hasta el 50 % de las vacas lecheras modernas tienen ciclos estrales
anormales después del parto, lo que aumenta el intervalo parto consepcion (IPC)
(Opsomer et al., 1998), siendo este, el factor limitante a nivel nacional, al momento de
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cumplir con el requisito previo para un sistema lechero rentable que es producir un ternero
a intervalos regulares (Royal et al., 2002, Meikle et al., 2013).

En Uruguay, estudios en 200 mil lactancias indicaron que el IPC aumento de 131
a 150 dias de 1997-2001 a 2001-2005 (Rovere et al., 2007). Esto indica que la situacion
nacional actual, donde la presion por seleccion para produccion de leche ha afectado los
indices reproductivos, no escapa a lo que ocurre a nivel mundial (Gutierrez et al., 2006).

Es probable que el restablecimiento més temprano de la funcion ovarica resulte
en mas ciclos antes del periodo de servicio y se ha asociado positivamente con una mejor
concepcion (Thatcher y Wilcox, 1973, Butler y Smith, 1989).

Después del parto, ocurre una ola de desarrollo folicular en 5 a 7 dias
independientemente de BEN y en respuesta a una elevacion en las concentraciones
plasmaticas de la hormona foliculo estimulante (FSH) (Butler, 2000). El inicio de una
onda folicular y la formacion de un gran foliculo dominante durante BEN no parece ser
una limitacion para la primera ovulacion. Sin embargo, se han descrito tres resultados del
desarrollo folicular (Beam y Butler, 1999). (1) Ovulacion del primer foliculo dominante
16-20 dias después del parto; (2) No ovulacion del primer foliculo dominante seguido de
atresia folicular e inicio de una nueva onda folicular; (3) El foliculo dominante no ovula
y se vuelve quistico. El desarrollo de foliculos quisticos o dominantes no ovulatorios
prolonga el intervalo para la primera ovulacién a 40 o 50 dias después del parto. La
ovulacion de un foliculo dominante durante la lactancia temprana depende del
restablecimiento de la secrecion pulsatil de LH conducente al crecimiento folicular
preovulatorio y la produccion de estradiol (Butler, 2000, Diskin et al., 2003, Crowe, 2008).

Sin embargo, un CMS bajo junto con BEN severo durante este periodo suprime
la secrecion pulsatil de hormona luteinizante (LH), reduce la respuesta ovarica a la
estimulacion de LH (Butler, 2000) y también reduce la competencia funcional del foliculo
caracterizada por una produccion reducida de estradiol (Diskin et al., 2003) y, en tltima
instancia, provoca un retraso en la ovulacion (Butler, 2003).

Los animales estresados por el calor también pueden tener una amplitud y
frecuencia de pulso de LH bajas, concentraciones bajas de estradiol y foliculos dominantes
mas pequefios que pueden extender el intervalo desde el parto hasta la primera ovulacion
(De Rensis y Scaramuzzi, 2003).

En conclusion, los factores de manejo que estimulan la reanudacion temprana de
la ovulacion, lo que conduce a una serie de ciclos estrales antes de la inseminacion, daran
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como resultado que mas vacas queden prefiadas, que vacas mal manejadas que tienen
periodos prolongados de anestro posparto (Walsh et al., 2011).

Otros factores de riesgo citados para la reanudacion tardia de la ciclicidad
incluyen trastornos en el periparto, estacion del parto, manejo, mastitis y cojera (Crowe,
2008, Garnsworthy et al., 2008). En vacas mastiticas y cojas, un retraso en la reanudacion
de la ciclicidad podria agregar 7 y 17 dias adicionales, respectivamente, al intervalo entre
el parto y la concepcion (Dobson et al., 2008).

2.6. FACTORES QUE AFECTAN LA FERTILIDAD DURANTE LA EPOCA
REPRODUCTIVA

Para obtener un intervalo entre partos de 365 dias, la temporada de inseminacion
debe comenzar 60 dias después del parto y la vaca debe concebir a los 83 dias después del
parto, suponiendo una duracion de gestacion de 282 dias. La vaca lechera tiene que estar
en condiciones Optimas para ser servida. Esto incluye la involucién uterina, la
recuperacion de BEN y el establecimiento de ciclos estrales normales (Walsh et al., 2011).

2.6.1. Comportamiento estral

Hasta el 50 % de las vacas lecheras modernas tienen ciclos estrales anormales
después del parto, lo que aumenta el intervalo entre el parto y el primer servicio (Opsomer
et al., 1998) y disminuye las tasas de concepcion (Garnsworthy et al., 2009).

Los ciclos estrales normales en las vacas junto con signos evidentes de estro son
esenciales para que la inseminacioén pueda ocurrir en el momento adecuado en relacion
con la ovulacion. Sin embargo, el porcentaje de animales en estro que estdn en pie para
montar ha disminuido del 80% al 50% y la duracidn del estro detectado se ha reducido de
15 a 5 horas en los ultimos 50 afios (Dobson et al., 2008).

La mala expresion y la incapacidad para detectar facilmente el estro dificultan
aun mas la inseminacion en el momento correcto. Diferentes métodos de deteccion del
estro producen diferentes eficiencias de deteccion (Roelofs et al., 2010). La eficiencia en
la deteccion de celo sigue siendo una de las mayores limitantes para el éxito reproductivo



21

en tambos (Mottram, 2016). Segiin datos de la encuesta lechera 2019, el 43% de los
establecimientos lecheros utiliza el método de parche o pintura para esto (INALE. MGAP,
2019).

Los factores de riesgo para la expresion deficiente del estro se clasifican como
factores ambientales o de la vaca, donde los factores de la vaca incluyen anestro silencioso
o anovulatorio, parto, produccion de leche y salud, y los factores ambientales incluyen
nutricion, alojamiento, estaciéon y numero de animales sexualmente activos (Roelofs et al.,
2010).

Estudios demuestran que la duracion del celo y la actividad durante el mismo
decrecen a medida que aumenta la produccion de leche, por ello el comportamiento de
celo es mas dificil de registrar en vacas lecheras de alta produccion (Lucy, 2009). Un
aumento de un kilo en la produccion de leche se asocia con una disminucion de 1,6% en
los cambios de actividad en vacas en estro (Lopez et al., 2004).

Wiltbank et al. (2006) sugieren que el elevado metabolismo de las vacas lecheras
de alta produccion puede comprometer el foliculo preovulatorio o puede llevar al rapido
metabolismo del estradiol en sangre y asi reducir la expresion del celo.

En los sistemas modernos de produccion lechera, la incidencia de cojera puede
oscilar entre el 2 y el 20 % (Bergsten, 2001) y ocurre con mayor frecuencia en los primeros
60 a 90 dias de lactancia (Rowlands et al., 1985). Un estudio reportd una reduccion general
de aproximadamente 37% en intensidad de celo para vacas cojas. El nimero de montas
recibidas en vacas con laminitis disminuye hasta en un 70% (Lucy, 2009).

2.6.2. Mortalidad embrionaria

La mortalidad embrionaria es una de las principales causas de fracaso
reproductivo. Segun el Comité de Nomenclatura Reproductiva Bovina (1972), la
mortalidad embrionaria temprana ocurre entre la fecundacion y el dia 24 de gestacion, la
mortalidad embrionaria tardia ocurre entre los dias 25 y 45, etapa en la que se completa la
diferenciacion embrionaria, mientras que la mortalidad fetal ocurre después de esta y hasta
el parto.
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Un estudio realizado por Ayalon en 1978 afirma que la mayoria de las perdidas
ocurren antes de los 15 dias después del servicio, teoria que fue reafirmada por diversos
autores a lo largo del tiempo (Diskin y Morris, 2008) Sin embargo, el momento de la
pérdida embrionaria temprana no es consistente entre los estudios. Algunos estudios
informan que la mayor pérdida de embriones ocurre dentro de la primera semana posterior
a la concepcion (Sartori et al., 2002), mientras que otros estudios sugieren que ocurre
dentro de la segunda semana posterior a la concepcion (Diskin y Sreenan, 1980).

Walsh et al. (2011) considera la mortalidad embrionaria en tres periodos;
mortalidad muy precoz entre los dias 0 y 7, mortalidad precoz entre los dias 7 y 24 y
mortalidad embrionaria tardia entre los dias 24 y 45 (siendo la mortalidad fetal a partir del
dia 45).

Las causas de la mortalidad embrionaria muy temprana se centran en la
incapacidad de desarrollo de los embriones tempranos como consecuencia de la mala
calidad de los ovocitos o de un ambiente uterino inadecuado (Walsh et al., 2011).

El embrion permanece en el oviducto durante 4 a 5 dias después de la ovulacion
antes de viajar al utero. El oviducto proporciona nutrientes (iones, aminoacidos y glucosa)
y factores de crecimiento locales (IGF-I e IGF-II) al cigoto en desarrollo (Robinson et al.,
2008) que pueden ser modificados por la nutricion materna (McGuire et al., 1992,
Pushpakumara et al., 2002), balance de energia (Fenwick et al., 2008) y lactancia (Leroy
et al., 2005a, Sartori et al., 2010).

El estado fisiologico (lactancia o no lactancia) tiene un efecto significativo en la
calidad del embrion. Los embriones recuperados entre los dias 5 y 7 de vacas Holstein-
Friesian no lactantes fueron de mayor calidad en comparacion con las vacas Holstein-
Friesian lactantes (Leroy et al., 2005a, Sartori et al., 2010).

Por otra parte, Thatcher et al. (1995) afirma una relacion entre los bajos niveles
de progesterona materna y la pérdida embrionaria temprana. La insuficiente produccion
de progesterona para sustentar el desarrollo del embridn se asocia con una escasa
produccion de interferdn tau y una falla en el sistema de reconocimiento materno de la
prenez. Esta representa hasta el 25% de las fallas de concepcion en las vacas lecheras
(Sreenan y Diskin, 1983). Concentraciones incrementadas de progesterona han sido
asociadas con un incremento de la tasa de desarrollo del conceptus en el momento del
reconocimiento materno de la prefiez (Garrett et al., 1988, Lonergan, 2010).
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Aunque el grado de mortalidad embrionaria tardia y fetal temprana es
relativamente bajo en comparacion con las pérdidas observadas dentro de los 24 dias
posteriores a la inseminacion, presenta pérdidas financieras y dificultades de gestion para
el productor lechero (Walsh et al., 2011).

2.7. GESTACION Y HORMONAS DE LA GESTACION

La gestaciéon comienza con la unién del ovocito y el espermatozoide en la
ampolla del oviducto materno y su duracion es en promedio 283 dias (243-316 dias)
variando segun factores genéticos, ambientales, maternos o fetales>.

Luego de la fertilizacion, el cigoto (una célula) sufre una serie de divisiones
mitéticas dando lugar a la formacion de numerosas células denominadas blastomeros. Una
vez formados de 8 a 16 blastomeros, el embrion es denominado morula (Valadédo et al.,
2019). Los primeros 42 dias de gestacion se denomina periodo embrionario, del dia 43 en
adelante se lo reconoce como periodo fetal (Comité de Nomenclatura Reproductiva
Bovina, 1972). En esta primera etapa se produce la formacién del cigoto, la implantacion
del embrion, el inicio de la adhesion trofoectodérmica al endometrio y culmina cuando se
produce el inicio de la mineralizacion Osea fetal.

Luego los blastdmeros se reorganizan y producen un fluido formando una
cavidad denominada blastocele o embrioblasto, el embrion se divide en dos poblaciones
celulares distintas, la masa celular interna y una capa de células tnicas denominada
trofoblasto. La masa celular interna dara lugar al cuerpo del embrion y las células
trofoblasticas daran lugar al corion. El embrioblasto (masa de células internas), se
convertira en las tres capas principales del embrion (ectodermo, mesodermo y endodermo)
durante el proceso de gastrulacion. Las células trofoblasticas producen enzimas
proteoliticas que debilitan la zona pelticida para que se rompa facilmente a medida que
continta el crecimiento del blastocisto (Senger, 2003).

3 Bartolomé, J. 2009. Com. personal.
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Cuando el blastocele se vuelve muy grande, el embrion se expande, lo que
adelgaza la zona pelucida. Esta es la etapa de blastocisto expandido. Y cuando la
expansion es tan grande, el embrion sale de la zona pelucida y da lugar al blastocisto
eclosionado que flota dentro del utero durante 4-5 dia post fertilizacioén (Senger, 2003).

El embrion desciende al utero entre los dias 5 y 7 después del servicio (Wiebold,
1988). Durante este tiempo hasta el dia 15, el embrion forma un blastocito que se
desarrolla en un concepto filamentoso alargado y ocupa el cuerno uterino. El desafio en
esta etapa es producir concentraciones adecuadas de interferon tau para sefialar el
reconocimiento materno de la gestacion e inhibir la liberacion de prostaglandina
luteolitica F2a del ttero (Spencer et al., 2008).

La concentracion de progesterona es critica para el desarrollo y supervivencia
embrionaria temprana (Roche, 2006) y las bajas concentraciones de esta hormona e IGF-
1 pueden crear un microambiente uterino subOptimo que no permite el desarrollo
embrionario temprano (Leroy et al., 2008a). Se ha observado en vacas lecheras de alta
produccion un mayor flujo de sangre y un aumento en el metabolismo hepatico, lo cual
podria explicar una mayor tasa de metabolizacion de la progesterona (Hernandez-Ceroén,
2017).

La fijacién de la placenta en los rumiantes se caracteriza por la presencia de
células binucleadas que estdn presentes durante toda la gestacion. Con la continua
expansion de la placenta en el utero, la adhesion microvellosa entre el corion y el epitelio
uterino se vuelve mas compleja para dar lugar a miles de estructuras microcotiledonarias
que mantienen la placenta firmemente en su lugar. Este proceso de desarrollo embrionario
esta regulado por la progesterona producida por el cuerpo luteo, responsable del ambiente
uterino. Dicha secrecion de progesterona estimula la produccion de liquido endometrial,
también conocido como “leche uterina”, sustancia que se encarga de mantener y nutrir al
embrion hasta la formacién de los placentomas. La progesterona originada por el cuerpo
luteo es la responsable de mantener la gestacion hasta el dia 150 aproximadamente, de
aqui en adelante se encargara la progesterona de origen placentario®.

El placentoma (punto de interfaz) en la placenta cotiledonaria consiste en un
cotiledon fetal aportado por el corion y una cartincula materna. Aproximadamente el dia

4 Bartolomé, J. 2009. Com. personal.
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25 el corion inicia la unién a las carunculas del utero y para el dia 40 el contacto esta bien
establecido (Senger, 2003).

Una vez que se finaliz6 la formacion de 6rganos y sistemas del embrion a partir
de las tres capas germinales formadas en la gastrulacion, se da el proceso de deposicion
de calcio en los huesos, y el embridén toma la forma caracteristica de su especie; es aqui
cuando comienza a ser llamado feto (Sanin et al., 2014).

Mientras que el blastocito y el embrion joven son nutridos por el liquido

endometrial, el feto recibe su aporte de nutrimentos de la circulacion materna a través de
la placenta (Senger, 2003).

2.7.1. Funcién endocrina de la placenta

El tejido placentario ademas de presentar entre sus funciones el transporte de
nutrientes, eliminacidon de desechos y la respiracion, es un 6rgano enddcrino capaz de
sintetizar en cantidades variables, factores de crecimiento y varias hormonas; esteroideas
y proteicas (Clerget et al., 2008).

Las hormonas proteicas secretadas por la placenta comprenden dos familias, la
familia de los genes GH/PRL que incluyen el lactégeno placentario (PL), las proteinas
relacionadas con la prolactina, proteinas con accidn similar a la prolactina, la hormona de
crecimiento placentaria (GH-P) y la familia de las proteinas placentarias asociadas a la
gestacion de rumiantes (PAG), también llamadas proteina B especificas de la gestacion
(PSPB). Estas ultimas presentan un rol relevante en el reconocimiento, mantenimiento y
correcto desarrollo de la prefiez (Clerget et al., 2008).

De las hormonas nombradas se describira a continuacidén las caracteristicas
quimicas y bioldgicas de las PAG, objeto de estudio en este trabajo.

2.7.2. Proteinas asociadas a la gestacion (PAGs)

Como se mencion6 anteriormente, la placenta estd conformada por cartinculas y
cotiledones que juntos forman los placentomas, la unidad de comunicacion materno fetal
(Auad et al., 2019, Hernandez-Ceron, 2017).
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Estrechamente fusionado al tejido materno, cubriendo las areas cotiledonarias e
intercotiledonarias se encuentra una capa unicelular denominada trofoblasto (Touzard et
al., 2013), la que tiene como principal funcion, facilitar la implantacion del embrion al
endometrio y proveerlo de nutrientes.

Segin Wathes y Wooding (1980) el trofoblasto esta constituido por dos tipos de
células diferentes, las células mononucleares que ocupan el 80% del mismo y las células
binucleadas que ocupan el 20% restante (Wathes y Wooding, 1980).

Dentro de las células binucleadas del trofoblasto existen granulos secretores de
las Proteinas Asociadas a la Gestacion (PAGs, figura 3), (Wooding et al., 2005, Xie et al.,
1991, Zoli et al., 1992) un conjunto de proteinas que seran entregadas al tejido conectivo
materno y algunas llegaran al torrente sanguineo (Wallace et al., 2015) entre la semana 3-
4 de gestacion (Shahin et al., 2014).

1

Capilar | Vacuolas conteniendo J

-y i hormonas placentarias '

1
Epitelio del trofoectodermo ksl e |
rs
Placenta
Fetal

Cotileddn

Juncién
microvellosa

Cartdncula

Placenta
Materna

Epitelio uterino

=
! Las hormonas placentarias |

son volcadas en .
la circulacién materna

.....................

Capilar

1 Sanguineo
Esquema realizado por : materno
Ing. Agr. Andrea Alvarez Oxiley (PhD)

Figura 3. Representacion esquematica de la migracion de las células binucleadas desde
el trofoectodermo hasta su fusion con las células del endometrio uterino.
Fuente: adaptado de Senger (2003).

En 1982, Butler et al. aislaron a partir de placenta bovina, dos proteinas
especificas de la gestacion, a las cuales llamaron proteinas especificas de la gestacion A 'y
B (PSPA y PSPB). Estudios posteriores revelaron que la PSPA era idéntica a la alfa-feto
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proteina (AFP), una proteina sintetizada en el higado fetal. Por el contrario, la PSPB no
fue caracterizada al momento de su identificacion, sin embargo, se demostr6 rapidamente
que esta glicoproteina se encontraba presente en la circulacion periférica materna y que
su cuantificacion permitiria diagnosticar la gestacion en hembras de las especies rumiantes
de mayor interés para la produccion animal.

Otros equipos de investigacion se interesaron en el uso de las proteinas
placentarias para el diagnostico y seguimiento de la gestacion, como el caso de la PAG
(Zoli et al., 1991) y de la PSP-60 (Mialon et al., 1993).

Hughes et al. (2000) a partir de analisis filogenéticos identificaron dos grupos
bien diferentes en lo que refiere a su origen y localizacion. Definieron como " PAGs
antiguas" a las que se originaron hace aproximadamente 87 millones de afios y " PAGs
modernas" a las que surgieron hace 52 millones de afios (Hughes et al., 2000).

Telugu et al. (2009) afirman que la mayoria de las PAGs pertenecen al grupo
moderno, dicho grupo se encuentra ampliamente representado en los bovidos, como el
ganado vacuno y ovino (Telugu et al., 2009).

Conforme un estudio realizado por Touzard et al. (2013), se encontré que las
PAGs antiguas son secretadas por las células intercotiledonarias mientras que las PAGs
modernas son secretadas por las células cotiledonarias (Touzard et al., 2013).

El grupo localizado en la interfaz placentaria fetomaternal, se considera de
origen antiguo y ha sido designado PAG-2; a su vez un subgrupo expresado
principalmente en el citoplasma de células binucleadas trofoblasticas, ha sido designado
PAG-1 (Wallace et al., 2015).

Una caracteristica del tejido placentario es que induce una glicosilacion tipica en
las proteinas; debido a que las PAG tienen multiples sitios potenciales de N-glicosilacion;
el nivel de glicosilacion “efectiva” afectara su masa molecular que variara entre 55000 y
70000 Da. Es por ello que también son denominadas PSP de 60000 Dalton de peso
molecular (PSP 60) (Klisch et al., 2005).

De acuerdo con Clerget et al. (2008), el nivel de glicosilacion es una caracteristica
importante debido a que confiere mayor vida media (que va de horas a dias) y estabilidad
de la hormona en la sangre materna (Clerget et al., 2008).
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Ademas de su uso como herramienta de diagnostico de gestacion, la
cuantificacion de la PAG puede brindar informacioén relevante para las lineas de
investigacion que abordan el estudio de las perdidas embrionarias y muertes fetales, asi
como estudios de biotecnologia embrionaria relacionados con la transferencia de
embriones (TE), clonaje y fertilizacion in vitro y fisioloégicos con foco en la nutricion
animal (Perry et al., 2021).

2.7.3. Concentracion de PAG durante el curso normal de la gestacion

En las vacas gestantes, las concentraciones de PAG son detectables en la
circulacion materna a partir del dia 18 — 20 post concepcion, llegando a concentraciones
de 3 a 6 mg/ml en torno a los 30 a 35 dias de gestacion (Perényi et al., 2002). Sin embargo,
la concentracion de la PAG presenta una gran variacion inter-individual. Desde un punto
de vista practico, significa que esta proteina es detectable en la circulacion materna de
alrededor de 98% de las hembras gestantes a partir del dia 28 de gestacion (Zoli et al.,
1992).

Durante la gestacion, las concentraciones de PAG se elevan progresivamente entre
la semana 6 y 35 (4 ng/ml a 159 ng/ml) para luego aumentar rapidamente entre la semana
35 y la Giltima semana de gestacion (concentracion en el orden de 1550 £+ 590 ng/ml). Los
valores méaximos son alcanzados 1 a 5 dias antes del parto (2462 + 1018 ng/ml) (Figura
4).
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Figura 4. Perfiles plasmaticos de PAG (media + SD) en vacas gestantes
Fuente: tomado de Zoli et al. (1992).

Después del parto, las concentraciones séricas de PAG disminuyen
progresivamente hasta el dia 80 - 120 alcanzando valores por debajo del limite de
deteccion (0,2 ng/ml) mediante cuantificacion por RIA (Zoli et al., 1992). Durante este
periodo, la determinacién de PAG como herramienta de diagnostico de gestacion no es
factible de hacerse a condicion que el intervalo parto — [A/entore sea superior a 60 dias.
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El periodo necesario para que la PAG se vuelva indetectable en la circulacion materna
esta relacionado a una larga vida media de esta hormona glicoproteica, la cual ha sido
estimada en 9 dias en las vacas de razas europeas (Kiracofe et al., 1993) y de 10 dias en
las razas zebuinas pertenecientes a la raza Azawak (Sousa et al., 2003).

Asi mismo, se ha observado que las concentraciones de PAG son mayores en la
circulacion materna que en la fetal, este hecho podria sugerir que la PAG es volcada

prioritariamente en la circulacion materna que en la fetal (Zoli et al., 1992).

2.7.4. Factores que pueden influenciar las concentraciones maternas de PAG

Un ensayo experimental realizado por Lopez-Gatius et al. (2007) en vacas lecheras
de la raza Holstein Friesian, reportd la interaccion entre la produccion de leche y la
concentracion de PAG. La concentracion de esta hormona decrece al incrementarse la
produccion de leche, mientras que la progesterona permanece invariable. Estos autores
sugieren que la disminucion de PAG pueda estar asociada a un aumento del trafico de esta
hormona hacia la glandula mamaria o a un aumento de la tasa de depuracion (clearance)
debido a una mayor actividad metabolica asociada a la produccion lactea.

Un estudio realizado en vacas receptoras de la raza Holstein (multiparas y
primiparas) y Hereford (multiparas) a las cuales se les transfirid6 embriones Holstein,
permiti6é poner en evidencia la influencia de la raza de la receptora y del sexo del feto
sobre la concentracion periférica de PAG. Dicho estudio, reporta que las concentraciones
medias de PAG en torno al periparto (dias -20 a dia 2; dia 0, parto) han sido
significativamente mas elevadas en vacas Hereford multiparas (3500 ng/ml) que en las
vacas primiparas (2300 ng/ml) y las vacas multiparas Holstein (1500 ng/ml). Asi mismo,
las vacas receptoras Holstein portadoras de fetos machos presentaron concentraciones de
PAG mas elevadas que aquellas vacas portadoras de fetos hembra (Zoli et al., 1992). De
la misma forma, se ha reportado la relacion entre las concentraciones de PAG durante la
gestacion y el tipo de gestacion (simple o multiple) asi como el peso del ternero al
nacimiento (Patel et al., 1997).

Asi mismo, Szenci et al. (1998) han reportado la caida de las concentraciones de
PAG como consecuencia de las pérdidas embrionarias y abortos. Estos investigadores
proponen que ademas del diagnostico de gestacion precoz, la PAG puede contribuir a
esclarecer las pérdidas embrio-fetales permitiendo realizar un seguimiento de la gestacion.

Sousa et al. (2003) reportaron que la concentraciéon de PAG puede ser modificada
por las condiciones ambientales tales como el estatus nutricional de la madre. Un ensayo
realizado con vacas zebuinas Azawak permitié poner en evidencia el aumento de las
concentraciones de PAG en vacas con una muy baja condicién corporal.
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3. HIPOTESIS

En un sistema pastoril con bajo uso de insumos, la vaca Normando es mas
equilibrada en cuanto a produccién y reproduccion, lo que se ve reflejado en la dindmica
de secrecion de la PAG. A su vez, el mayor metabolismo de las vacas HF asociado a
mayor produccion redunda en una menor secrecion de PAG.

4. OBJETIVOS

4.1.1. Objetivo general

Determinar la dinamica de secrecion de la proteina asociada a la gestacion (PAG)
durante un ciclo productivo en vacas lecheras HF y doble propdsito Normando (N), en un
sistema de produccion lechera de base pastoril y poca incidencia de suplementos externos
(SPBI).

4.1.2. Objetivos especificos

Establecer un modelo matematico de caracter exploratorio que explique la
dinamica de secrecion de PAG a lo largo del ciclo productivo.

Determinar las correlaciones (r) entre la PAG y caracteristicas de la produccion
lechera (peso vivo (PV), peso del utero (PU), condicion corporal (CC), produccion de
leche (PL) y composicion de solidos de la leche). Tambien entre la PAG y metabolitos

sanguineos (urea, glucosa, NEFA).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1.LOCALIZACION Y DISENO EXPERIMENTAL

El experimento se llevo a cabo en la Estacion Experimental Bernardo Rossengurtt
de la Facultad Agronomia (UdelaR) situada en la ruta 26, km. 408 (32°21' S, 54°26' O),
departamento de Cerro Largo, Uruguay.

Para el presente trabajo se seleccionaron 12 vacas lecheras multiparas de raza
Normando (n = 6) y Holstein Friesian (n = 6) que formaban parte de un estudio mas amplio
que involucro 27 animales en total (14 HF, 13 N) con partos de otofio (HF: 4/4/2016 +
12,9 dias; N: 20/4/2016 + 9,9 dias) segun lo reportado por Jorge-Smeding et al. (2021). El
manejo reproductivo para sincronizar los partos consistio con dos dosis de prostaglandina
con un intervalo de 8 dias. Se realizo la deteccion de celo (desde las 36 h post 2da dosis
de PG) e inseminacion, y posteriormente se realizé repaso con toros.

Las 12 vacas utilizadas en esta tesis fueron seleccionadas de acuerdo a su fecha de
concepcion que fue el 15/07/2016 + 13 dias (HF: 15/07/2012 + 15 dias; N: 16/07/2016 +
11 dias; media + ES). Al momento del parto, las 12 vacas seleccionadas tuvieron un PV
de 589+ 17,2kgy 616+ 17,2 kg para cada raza respectivamente, y una condicion corporal
2,54 + 0,098 kg y 2,97 + 0,098 kg. A su vez, durante la lactancia de 2016, la produccion
de leche (PL) fuede 17,2 £ 0,76 kg y 13 £ 0,76 kg.

A partir del segundo dia postparto fueron manejadas en un solo lote en conjunto
con el resto de las vacas en ordefio del tambo y permanecieron en condiciones de cielo
abierto durante todo el experimento. Las vacas fueron secadas el 24/2/2017 o cuando la
PL fuera igual o menor a 4 L/dia. Los ordefios se realizaron diariamente a las 7.30 y 16.30
h.

5.2.CONDICIONES CLIMATICAS DURANTE EL EXPERIMENTO Y DIETA DE
LOS ANIMALES

Los registros climaticos fueron obtenidos de la estacion meteorologica de Melo
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del Instituto Uruguayo de Meteorologia (INUMET, 2017)°. Como evento meteoroldgico
por fuera de la media historica, se destaca las altas precipitaciones acumuladas para el mes
de abril cuando se alcanzaron 445 mm.

En relacion a la dieta, en el preparto pastorearon campo natural y se les ofrecio
cantidades crecientes de afrechillo de arroz hasta alcanzar 8 kg MF/vaca/dia. Durante la
lactancia las vacas pastorearon pasturas sembradas (verdeo de invierno, verdeo de verano,
praderas permanentes). A su vez, de acuerdo a la disponibilidad de pasturas y condiciones
climéticas el pastoreo se suplemento con reservas forrajeras (ensilaje de sorgo de planta
entera, heno de moha, heno de pradera) y concentrado (afrechillo de arroz) cuyas ofertas
variaron de acuerdo a la disponibilidad de pasturas, estado fisioldgico de las vacas y
aptitud climatica para el pastoreo. El afrechillo se ofrecié en cada ordefio dentro de la sala
y el forraje conservado en un potrero destinado a tales efectos. En el periodo seco las vacas
pastorearon sorgo forrajero (Jorge-Smeding et al., 2021). En la figura 5 se aprecia una
representacion esquematica de la dieta ofrecida a las vacas durante el experimento. La
composicion detallada de la dieta estd disponible en anexos (Tabla 1).

Parto Secado

Lactancia Lactancia Lactancia
temprana media tardia

Otofo ) Invierno i Primavera ) Verano

Pastoreos diarios

Ensilaje de sorgo p.e.

Heno de pradera ' e

BEEE iy B e E

Figura 5. Esquema grafico de la estrategia de alimentacion.
Fuente: elaborado con base en Jorge-Smeding et al. (2021).

Los turnos diarios de pastoreo se representan con la barra de tonos de verde
(verde intenso: 2 pastoreos/d; verde claro: 1 pastoreo/d; blanco: 0 pastoreo/d; verde
texturizado: pastoreo continuo de campo natural). La oferta de reservas y concentrado se
representan con barras € iconos.

5 INUMET, 2007. Com. personal.
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5.3.MEDICIONES Y MUESTREOS

El PV y la CC se determinaron mensualmente entre los -11 y los 326 dias post
parto (DPP). El PV fue corregido por peso de utero gravido segliin Ferrell et al. (1976) y
la CC se determind con escala de 1 a 5 con 0.25 punto de precision (Edmonson et al.,
1989).

Desde los 24 DPP y hasta el momento del secado se midi6 mensualmente la PL
individual utilizando medidores Waikato® y se tomaron muestras de leche de 60 ml.
Dichas muestras fueron refrigeradas a 5 °C con conservante Bronopol® y enviadas al
laboratorio COLAVECO (Colonia) para determinar la concentracion de solidos. En
coincidencia con las determinaciones de PV y CC se extrajeron muestras de 10 mL de
sangre de la vena coccigea utilizando tubos vacutainer® heparinizados. La sangre fue
centrifugada a 3000 xg y el plasma almacenado a -20 °C hasta el momento de los analisis
bioquimicos. En funcion de los datos de composicion, se calculo la leche corregida por
grasa y proteina (PLCGP) segun lo descrito por Jorge-Smeding et al. (2021).

La determinacion de PAG (n = 12) se realizé mediante un kit de ELISA indirecto
comercial IDEXX (IDEXX Laboratories, Westbrook). Este kit es un método cualitativo
cuyo resultado se expresa en absorbancia (Abs). Teniendo en cuenta que Zoli et al. (1992)
establece mediante la técnica de RIA que la concentracion de PAG para diagnosticar un
animal gestante debe ser >0,5 ng/ml; se propone realizar una comparacion entre dicho
valor y el valor de Abs (>0,3) que establece el kit IDEXX para identificar las vacas
gestantes. Cabe destacar que el kit IDEXX establece un limite superior de deteccion de
3,8 de densidad Optica por lo que la comparacion propuesta solo tiene caracter
exploratorio.

5.3.1. Principio de la técnica de ELISA tipo sandwich y céalculo de la concentraciéon
de PAG.

La determinacién de la PAG se realizd mediante la técnica de ELISA tipo
sandwich. Esta técnica cosiste en la puesta en evidencia del antigeno, en nuestro caso la
PAG, mediante la captura de la hormona en forma indirecta. La PAG de contenida en la
muestra se unird a los anticuerpos que se encuentran adheridos a los pocillos de la placa.
Un segundo anticuerpo detector, contenido en una solucion, es agregado a los pocillos. El
anticuerpo detector, se une a los complejos antigeno-anticuerpo ya formados. Por ultimo,
se agrega un conjugado que se unira al anticuerpo detector, lo cual provocara una reaccion
de viraje de color que detectard indirectamente la PAG. En la siguiente imagen se
muestran en forma esquematica dicho procedimiento.
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Procedimiento para realizacién de un ELISA de captura indirecta

Figura 6. Esquema de la técnica de ELISA tipo sandwich.
Fuente: adaptado de IDEXX (2019).

Calculos para la determinacién de la concentracion de la PAG de las muestras, medida
como valor de absorbancia:

Controles

CNx = CN1 A(450-REF) + CN2 A(450-REF)
2

CPx = CP1 A(450-REF) + CP2 A(450-REF)
2

Criterios de Validacion

CPx - CNx > 0,300 CNx < 0,150

Muestras

M-N= muestra A(450-REF) - NCx

Interpretacion

Vacias: M-N < 0,300
Gestante: M-N > 0,300

5.4.CALCULOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Para todos los andlisis estadisticos se consider6 un disefio experimental
completamente al azar (DCA) siendo la raza el factor experimental. La PL, PV, CC y la
concentracion plasmatica de PAG fueron analizadas como medidas repetidas en el tiempo
mediante un modelo mixto que considero la raza, los dias postparto (DPP) y su interaccion
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como efecto fijo y la vaca anidada en la raza como efecto aleatorio utilizando PROC
MIXED del paquete estadistico SAS (SAS Institute, Carey, NC, USA). Los DPP fueron
considerados el factor de repeticion. Para la PL se considero una estructura de covarianza
tipo AR(1). Para las demas variables se considerd una estructura de covarianza sp(spow)
dado que las fechas de muestreo no tuvieron un espaciamiento uniforme en el tiempo
(Littel et al., 2006). La paridad, la fecha de parto, y la fecha calendario de concepcion
evaluadas como covariables y se mantuvieron en el modelo siempre que P < 0.05. Las
medias se separaron con LSD Fisher considerandose efecto significativo de los factores
fijos en caso de P < (.05 y tendencia con P <0.1.

A su vez, de forma exploratoria, la concentracion de PAG en funcion de los dias
de gestacion (DG) fue ajustada mediante modelos polinomiales utilizando el paquete plyr
del software R (R version 3.6.3, Core Team, 2020). Para esta modelacion se considero los
DG como el tnico regreso y los datos fueron ajustados para cada raza de forma separada.
Se evaluo el ajuste a modelos polinomicos de grados creciente que fueron comparados
segun el criterio de Akaike (AIC, cuanto menor AIC mejor modelo), R2 y R2 ajustado.

A su vez, para poder comprender mejor la relacion entre los niveles circulantes
de PAG y el estatus nutricional/metabolico de los animales se estudiaron las correlaciones
entre PAG y datos de balance energético, consumo estimado de energia neta y parametros
metabolicos en plasma (glucosa, NEFA, BHB, insulina, urea) (Jorge-Smeding, 2017,
Jorge-Smeding et al. (2021). Dado que la concentracion de PAG alcanza un plateau debido
al limite superior de cuantificacion del kit utilizado, se utilizaron datos hasta el dia 250
postparto para evitar efectos de confusion.

A su vez, de forma complementaria a las correlaciones, la asociacion entre la
PAG, el balance energético y el consumo estimado de energia neta con los dias postparto
se estudiaron mediante regresion utilizando el paquete ggplot2 del software R (R version
3.6.3, Core Team, 2020). Comparado con métodos mas comunes como la regresion lineal,
este método tiene la ventaja de poder combinar la sencillez de los minimos cuadrados
utilizados y la flexibilidad de la regresion no lineal a través del ajuste de modelos sencillos
sobre subconjuntos de datos locales. El objetivo de aplicar este método era poder obtener
una idea cualitativa y grafica de las respuestas temporales de PAG, balance energético y
consumo estimado de energia a lo largo de la lactancia cuando se miran las tres variables
de forma superpuesta.
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6. RESULTADOS

6.1 PERFILES DE CONCENTRACION PLASMATICA DE PAG

La concentracion de PAG fue afectada por el genotipo, siendo superior (P = 0,028)
en el genotipo N (9,04 + 0,028 ng/ml) que en el HF (8,52 £+ 0,028 ng/ml). Asimismo, la
concentracion de PAG fue afectada (P = 0,0017) por la interaccion entre la raza por los
dias posparto (DPP).

A continuacion, se presenta (cuadro 2) los resultados estadisticos de ANOV A para
para el peso vivo, condicion corporal, produccion de leche corregida por grasa y proteina
(PLCGP) y proteinas asociadas a la gestacion (PAG). Asi mismo se presenta el perfil de
concentracion plasmatica promedio de la hormona PAG, correspondientes al PV, CC y
PLCGP para los genotipos HF y N durante el periodo de estudio (figura 7).

Curvas de peso vivo (PV, A), condicion corporal (CC, B), produccion de leche corregida
por grasa y proteina (PLCGP, C) y proteinas asociadas a la gestacion (PAG, D) durante el
ciclo productivo de vacas Holando (HF, azul) y Normando (N, rojo). Diferencias
significativas (P < 0,05) entre razas para una fecha dada estan indicadas por *. En el panel
D (PAGQG), la fecha de concepcion (media + ES) de cada raza (HF, azul; N, rojo) esta
representada con el icono de barra y bigote.

Cuadro 2. Resultados de ANOVA para PV, CC, LCGP y PAG en vacas H y N.

Medias P-valor
HF N SEM Raza Fecha RazaxFecha
Peso vivo (kg) 589 616 17,2 0,27 <0,01 0,07

Condicion corporal 2,54 2,97 0,098 0,01 <0,01 0,12
PLCGP (kg/dia) 17,2 13 0,76 <0,01 <0,01 0,14
PAG (ng/mL) 8,52 9,04 0,028 0,03 <0,01 <0,01

Figura 7. Curvas de PV, CC, LCGP, PAG del ciclo productivo de vacas Hy N.
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El PV fue similar entre razas en promedio, pero tendio a estar afectado por la
interaccion RazaxFecha (P = 0,07) dado que el PV disminuyo (P < 0,01) para todas las
vacas durante la lactancia temprana entre los -11 y los 75 DPP, aumentando (P < 0,01)
luego durante la lactancia media y tardia cuando las vacas N tuvieron un mayor (P <0,05)
PV que las vacas HF durante la lactancia tardia en primavera entre los 255 y 279 DPP
(Cuadro 2, Fig. 7 A). La condicion corporal fue mayor (P =0,01) para las vacas N que HF
en el promedio del ciclo productivo. A su vez, independiente de la raza, la CC disminuyo
(P <0,01) entre los -15 y los 75 DPP, observandose valores similares en los 75 y 165 DPP
y aumentando (P < 0,01) luego a los 188 DPP para mantenerse en valores similares hasta
los 279 DPP aumentando (P < 0,01) luego en el periodo seco a los 326 DPP (Cuadro 2,
Fig. 7 B).

La PLCGP fue mayor (P < 0,01) en promedio para las vacas HF vs. N.
Independientemente de la raza, la PLCGP se mantuvo similar entre los 24 y 161 DPP,
aumentando (P = 0,02) luego entre los 161 y 188 DPP. Posteriormente, la PLCGP
disminuyo (P <0,01) hasta los 255 DPP manteniéndose en valores similares hasta el final
de la lactancia (Cuadro 2, Fig. 7 C).
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La concentracion de PAG previo al parto (dia -15) no presentd diferencias
significativas entre genotipos y se situ6 en torno a los 11,19 + 0,99 ng/ml y 11,85 + 1,39
ng/ml, para HF y N, respectivamente.

A partir del parto, la concentracion de PAG descendio, hasta alcanzar valores
promedio en torno a cero en ambos genotipos, en los dias 24 DPP (HF: -0,04 + 1,14 ng/ml;
N: 0,66 £ 0,97 ng/ml) y 60 DPP (HF: 0,38 £ 0,79 ng/ml; N: 0,83 + 0,98 ng/ml). Esta
disminucioén es progresiva dado que esta hormona posee una vida media alta en la
circulacion materna.

A partir del dia 60 DPP, la concentracion de PAG experimenta un aumento,
alcanzando al dia 161 DPP concentraciones significativamente superiores (P=0,0017) a
favor del genotipo N (10,54 + 0,87 ng/ml) vs. HF (7,11 £+ 0,79 ng/ml). Por el contrario, al
dia 188 DPP, la concentracion de PAG fue significativamente superior (P < 0,05) a favor
del genotipo HF (11,31 + 0,79 ng/ml) vs. N (9,52 £ 0,79).

Como se observa en la grafica, el genotipo N alcanza un pico de concentracion de
PAG al dia 161 DPP mientras que el HF lo hace 27 dias mas tarde (188 DPP).

A partir del dia 227 DPP y hasta el dia 326 DPP la concentracion de PAG se
mantiene relativamente constante, no observandose diferencias significativas entre ambos
genotipos de estudio.

6.2.MODELACION EXPLORATORIA DE LA PAG EN FUNCION DE LOS DiAS
DE GESTACION

A continuacion se presenta un resumen de los grados de libertad (GL),
significancia global, grado de ajuste (R2, R2 ajustado) y criterio de Akaike (AIC) para los
modelos polindmicos (2°, 4° y 6° grado) de ajuste de la concentracion plasmatica de PAG
en funcion de los dias de gestacion para cada raza (Holando, HF; Normando, N)
(Cuadro3).

Cuadro 3. Modelos polindmicos de ajuste de la concentracion plasmatica de PAG en
funcion de los DG para cada raza.

HF N

GL P-valor R* RZ?aj. AIC  GL P-valor R*> R?aj. AIC
pol2 45 <001 048 046 264 37 <001 036 033 221
pol4 43 <001 061 0,58 253 35 <001 038 031 224
pol6 41 <001 087 0,8 203 33 <001 062 055 208
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La modelacion exploratoria de la dindmica de la concentracion plasmatica de
secrecion de la PAG en funcion de los DG para los genotipos HF y N indic6 que en ambas
razas el modelo con mejor ajuste (mayor R? y R? ajustado menor AIC) fue el modelo
polindémico de 6° grado (Figura 8).
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Figura 8. Curvas de modelacion de la PAG en funcion de los DG en un ciclo bioldgico
de vacas HF y N, en un SPBI.

La concentracion plasmatica de PAG para ambos genotipos se ajusté a un modelo
de tipo polinomial de grado 6.

Ecuacion para genotipo HF:
PAG (ng/mL) = 1E-11x° - 9E-09x° + 3E-06x" - 0,0004x> + 0,0209x> - 0,2707x + 0,8345

Ecuacion para genotipo N:
PAG (ng/mL) = 1E-11x° - 8E-09x° + 2E-06x* - 0,0003x> + 0,0168x> - 0,1357x + 3,0847

Este modelo representa las variaciones de la concentracion de PAG en funcién de
los dias de gestacion (DG), observandose una caida de los niveles de dicha hormona desde
el preparto, para luego aumentar en el momento de la concepcion. En este momento la
curva que representa a las vacas N se encuentra por encima de aquella de las vacas HF.
Seguidamente, se revierte este patrén a favor de las vacas HF, observandose un
movimiento "ondular" descendente entre los dias 100 y 200 DG (gestacion media), para
ambos genotipos, lo que coincide con la primavera, momento en el cual la oferta de forraje
aumento y se restablecio el balance energético de los animales. Posteriormente, la
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concentracion de PAG aumenta y se mantiene en valores en torno a los observados en el
preparto.

6.3.CORRELACIONES ENTRE LA PAG Y CARACTERISTICAS DE LA
PRODUCCION LECHERA PARA LOS GENOTIPOS HF Y N EN UN SPBI

En el siguiente cuadro (Cuadro 4) se presentan los coeficientes de correlacion de
Pearson (1) entre la PAG y un grupo de caracteristicas de la produccion lechera, para los
genotipos de estudio, en un SPBI. Se observa que la PAG presenta una correlacion
significativa, alta y positiva con los DPP y DG lo cual esta en concordancia con el aumento
de las concentraciones de PAG observadas a medida que avanza la gestacion (figura 7 D).
En el mismo sentido, se observa una correlacion alta y positiva con el PU asociado al
aumento del utero gravido.

Cuadro 4. Correlaciones entre la (PAG) y caracteristicas de la produccion lechera para
los genotipos lecheros HF y N en un SPBL

Proteina asociada a la gestacion (PAG)

Caracteristicas Correlacion (r) P-valor Sig.
Periodo
Dias posparto (DPP) 0,84 3,11E-15 L
Dias de gestacion (DG) 0,77 9,24416099E-12 e
Caracteristicas del animal
Peso Vivo (PV) 0,18 0,19974 ns
Peso del ttero (PU) 0,57 6,23540121E-06 b
Condicion corporal (CC) 0,11 0,40535 ns
Balance energético
Balance energético (BE) 0,51 0,00019 R
Metabolitos sanguineos
Glucosa 041 0,00216 A
NEFA 0,67 4,04E-07 ok
Urea 0,24 0,08652 ns

Sig.: nivel de significancia estadistica; *: P<0,05; **: P<0,01; ***: P<0,001; n.s: no significativo

La PAG no present6 asociacion con variables como el PV y la CC, situdndose en
valores no significativos de correlacion de 0,18 y 0,11, respectivamente. En cuanto a la
asociacion entre la PAG y el BE, se observo una correlacion significativa, alta y positiva
correspondiente a r=0,51.



41

La correlacion de la PAG con metabolitos sanguineos como la glucosa fue de 0,41
y significativa (P=0,00216). No se observo correlacion de la PAG con la urea, sin
embargo, la PAG presentd una correlacion alta y negativa (r=-0,67), altamente
significativa (P- valor, 4,04E-07) con los NEFA.

En el siguiente cuadro (cuadro 5) retoma las correlaciones entre la PAG, la
produccion de lechera y la composicion de la leche para ambos genotipos de estudio.

Cuadro 5. Correlaciones entre la PAG, caracteristicas la produccion y composicion de
leche para HF y N en un SPBIL

Proteina asociada a la gestacion (PAG)

Caracteristicas Correlacion (r) P-valor Sig.
Produccion
Produccion de leche -0,02 0,87223 n.s
Composicion de la leche
% Proteina -0,28 0,04142 ok
% Grasa 0.25 006611 ¢
% Lactosa -0.38 0,00447 i

Sig.: nivel de significancia estadistica; *: P<0,05; **: P<0,01; ***: P<0,001; n.s: no significativo

No se observo asociacion entre la PAG y la produccion de leche, ni tampoco con
el % de proteina y % de grasa de la leche. No obstante, el % de lactosa presentd una
correlacion media-alta, negativa (r=-0,38) y significativa (P=0,00447) con la PAG
(Cuadro 5).

Las correlaciones mas significativas entre la PAG y metabolitos, asi como con los
solidos de la leche, se presentan en la figura 9.
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Figura 9. Correlacion entre la PAG y NEFA (A) y PAG y % de Lactosa (B) para los
genotipos HF y N, en un SPBI.

La linea entera (__ ) corresponde a la correlacion tomando en cuenta ambos
genotipos, linea punteada roja (---) corresponde al genotipo N, linea punteada azul (---)
corresponde al genotipo HF.

Notese la relacion inversa entre las concentraciones de PAG y NEFA, donde a
mayor concentracion plasmatica de NEFA se observa una menor concentracion
plasmatica de PAG. En el rango de concentraciones de NEFA de 0,1 a 0,2 mmol/L, el
genotipo N presenta menor concentracion de PAG. Por el contrario, a partir de 0,2
mmol/L, el genotipo HF ve méas afectada la secrecion de la hormona PAG.

En lo que respecta al % de lactosa, como se mencioné anteriormente, la correlacion
es negativa y en la gréafica se puede observar que la linea que representa al genotipo N se
mantiene por encima de la linea media en todo el rango de concentraciones de lactosa.
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Figura 10. Gréficos de regresion local de la concentracion plasmatica de PAG (A),
CEN (B) y BE (C) segun la raza, entre los -15 y 288 DG.

En términos cualitativos, las curvas de regresion local indican que la PAG tuvo un perfil
caracterizado por un aumento durante la primera etapa de gestacion manteniéndose luego
en niveles similares hasta el final de esta (Fig. 10 A). Mientras tanto, el balance energético
se caracterizo por aumentar entre los -15 y 100 DG partiendo de valores negativos, luego
describid una disminucion y posterior recuperacion hacia el final de la gestacion (Fig. 10
B). Segun la curva de regresion local, el consumo estimado de energia neta presento un
aumento entre los -15 y 60 DG, para luego disminuir paulatinamente y de forma constante
hasta el final de la gestacion (Fig. 10 C).
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7. DISCUSION

La PAG es secretada precozmente por las células binucleadas del trofoectodermo,
para luego pasar a la circulacion periférica materna durante toda la gestacion, pudiéndose
cuantificar en el plasma sanguineo mediante métodos inmunologicos (RIA, ELISA).
Desde su puesta en evidencia en la década de los afios 80 (Butler et al., 1982) los esfuerzos
en la investigacion se han concentrado en el uso de la PAG como herramienta de
diagndstico precoz de gestacion. En este sentido, mediante la cuantificacion de PAG en
sangre es posible diagnosticar gestaciones a partir de los 28 dias post concepcion. Por otra
parte, la PAG también es interesante desde el punto de vista del seguimiento de la
gestacion ya que aporta informacion sobre la viabilidad del proceso y evidencia pérdidas
embrionarias tardias y fetales (Zoli et al., 1991, Sousa et al., 2003). Sin bien en la
actualidad se cuenta con evidencia cientifica que indica que la PAG es una sefial endocrina
que forma parte de un complejo sistema de comunicacion entre el compartimento materno
y fetal, continuan sin ser esclarecidos sus roles biologicos. En especial su vinculacion con
el balance energético de los animales en los sistemas de produccion lechera, su asociacion
con el ambiente nutricional y el estrés calorico y los mecanismos metabolicos a través de
los cuales estos factores afectan la viabilidad de la placenta y el crecimiento intrauterino.

La mayoria de los trabajos publicados se centran en los perfiles de PAG en
sistemas estabulados donde las estrategias de alimentacion estan disefadas para cubrir los
requerimientos nutricionales de genotipos de alto mérito genético (Mialon et al., 1993,
Shahin et al., 2014) y muy pocos trabajos se han desarrollado en condiciones extensivas
con base pastoril (Mercadante et al., 2016, Santos et al., 2018). En el presente trabajo, se
cuantifico la concentracion plasmatica de PAG durante todo un ciclo productivo de vacas
lecheras multiparas de dos razas contrastantes: por un lado, animales con una alta
especializacion para la produccion de leche (HF) y por el otro, animales doble propdsito
(N), en un sistema pastoril de baja dependencia de insumos externos con un uso de
concentrados por lactancia en torno a los 700 kg MS/VO.

La cuantificacion de la PAG se llevo a cabo utilizando un kit comercial ELISA
cualitativo orientado al diagndstico de prefiez, sin embargo, al igual que en nuestro
estudio, trabajos recientes han utilizado este mismo kit para realizar estudios de la
dinamica de secrecion de la PAG (Ricci et al., 2015, Perry et al., 2021).

En general, el patron de secrecion de la PAG del presente trabajo se corresponde
con los reportados por otros autores para bovinos tanto de carne como de leche (Sasser et
al., 1986, Mialon et al., 1993, Patel et al., 1997, Green et al., 2005, Shahin et al., 2014).
En tal sentido, en nuestro trabajo se observéd que todas las vacas, independientemente de
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la raza, presentaron un maximo en las concentraciones de PAG durante el preparto (-11
DPP). Este primer resultado concuerda con los reportados por Mialon et al. (1993) quienes
también reportan un pico de concentracion de PAG (PSPB60) previo al parto, sin
diferencias significativas entre genotipos lecheros HF y doble proposito, N.

Puesto que la PAG posee una larga vida media en torno a 7-8,8 dias en promedio
para las razas taurinas (Kiracofe et al., 1993), luego del parto se observd un descenso de
la concentracion de PAG, remanente de la gestacion anterior, alcanzando valores cercanos
a cero recién al dia 60 DPP lo cual estd en concordancia con las indicaciones del kit
IDEXX. No obstante, difiere de trabajos en los que se estudio la vida media de la hormona
posparto mediante cuantificacion de la PAG por RIA, donde se reporta que para alcanzar
una concentracion residual < a 0,02 ng/ml se requiere en promedio de 85 dias para el
genotipo N y 87 dias para el H (Mialon et al., 1993).

Posteriormente, la concentraciéon de PAG a los 165 DPP fue mayor que a los 60
DPP en ambas razas, lo que es concordante con el hecho de que las vacas del presente
trabajo quedaron prefadas hacia el final de la lactancia temprana a los 88 (+ 15 DPP) y
104 (+ 14 DPP) en promedio para las razas N y HF, respectivamente. A medida que la
PAG es secretada por el trofoblasto, avanza el desarrollo embrionario y fetal estos
determinan el crecimiento de la placenta y, en consecuencia, existe un aumento en
secrecion de PAG. En este sentido es de destacar que en nuestro trabajo las
concentraciones plasmaticas de PAG estuvieron asociadas positivamente con el peso del
utero, poniendo de manifiesto esta asociacion entre secrecion placentaria y desarrollo
embrionario-fetal. Patel et al. (1997) reportaron que la edad del embrién fue positivamente
asociada con los niveles de PAG. A su vez, Barbato et al. (2017) observaron un incremento
en la expresion de PAG hasta el dia 105 post IA, correspondiente al mayor crecimiento
placentario en el bufalo de agua.

Si bien en términos promedio la concentracion de PAG fue significativamente
mayor para las vacas N vs. HF, los perfiles de PAG plasmatica se revelaron muy similares
entre ambas razas a lo largo de todo el ciclo productivo. Contrariamente, Ackermann et
al. (2021) en su trabajo de tesis, trabajando en vacas HF y N multiparas del mismo rodeo
experimental, pero en otro afio, reportan no haber encontrado diferencias significativas
entre razas durante el primer tercio de gestacion. No obstante, en las semanas 2 a 6 de
gestacion reportan un efecto significativo de la interaccion razaxsemana de gestacion,
observando una mayor concentracion de PAGa favor de la raza N (Ackermann et al.,
2021). Por su parte, Shahin et al. (2014) reportaron una menor concentracion de la PAG
al inicio de la gestacion, en las vacas lecheras Holstein en comparacion con las doble
proposito, Simmental. Mialon et al. (1993) comparando perfiles de PAG de vacas HF, N
y Charolais, proponen que la menor concentracion de PAG presente en las razas lecheras
podria estar asociada a una mayor tasa metabodlica presente en las razas de alto mérito
genético para produccion de leche. En este sentido, debe notarse que en nuestro trabajo la
PLCGP fue mayor para las vacas HF vs. N mientras que el PV fue similar en promedio lo



46

que indica una mayor actividad metabodlica por unidad de peso vivo en términos de sintesis
de leche. En el mismo sentido, en base a un mayor nimero de vacas (14 HF, 13 N) que
incluian las 12 vacas seleccionadas en la presente tesis, Jorge-Smeding et al. (2021)
reportaron no solo una mayor PLCGP para las vacas HF sino, también, un mayor consumo
estimado de energia neta lo que naturalmente deberia conducir a un metabolismo maés
acelerado en las vacas HF vs. N.

Por otra parte, es interesante notar que en concordancia con lo reportado
previamente por Jorge-Smeding et al. (2021), las CC fue menor en promedio para las
vacas HF vs. N. En este sentido, una menor CC asociada a movilizaciones de reservas
corporales mas intensas estan, en general, asociados a una menor eficiencia reproductiva.
Asi, Berry et al. (2007) en su revision de la literatura mencionan que las mayores pérdidas
de CC se asocian a altos rendimientos de produccion de leche presentes en vacas de mayor
mérito genético. Asimismo, Roche et al. (2007) sefialan una relacion desfavorable entre
el maximo de pérdida de CC (nadir) y el comportamiento reproductivo, tales como la tasa
de prefiez a la primera inseminacion o incluso el intervalo parto-concepcion.

En relacion a la comparacion entre las razas HF y N, Delaby et al. (2009) reportaron que
en un experimento realizado con dos planos nutricionales (alto y bajo), las vacas HF
tuvieron una mayor produccion de leche que estuvo asociado a una mayor movilizacion
de reservas corporales y peor comportamiento reproductivo, en particular, a la primera
[.A. A su vez, Balberini et al. (2012) reportan que en un sistema lechero con bajo aporte
nutricional, similar al del presente trabajo, las vacas de raza H tardaron mas tiempo en
retornar la ciclicidad posparto y tuvieron mayores dificultades para volver a prefiarse en
comparacion con vacas N. Finalmente, agregan que las vacas H que recibieron un mayor
aporte nutricional, presentaron mayores pérdidas embrionarias tardias (27%; P=0,01) a
causa de la fuerte competencia entre los nutrientes destinados a la produccion de leche y
a la reproduccion.

Utilizando datos historicos del mismo rodeo experimental del presente trabajo,
André (2020), sobre un total de 587 lactancias pertenecientes a 233 vacas lecheras en
produccion, reportd que las vacas N presentaron un menor intervalo parto concepcion,
menor intervalo inter parto y mayor proporcion de vacas con dos partos en afos
consecutivos que las vacas Holando.

Otro elemento a considerar, es el desfasaje observado en el presente trabajo entre
la concentracion de PAG de las vacas N vs. las HF. Al dia 160 DPP, las vacas N alcanzaron
una concentracion significativamente mayor (+32%) que las vacas HF, tardando estas
ultimas, 27 dias mas en llegar a un valor similar de concentracion. Como es sabido,
cambios en la concentracion plasmatica de NEFA conjuntamente con cambios en la CC,
reflejan la dinamica de movilizacién de las reservas corporales, siendo mayor en la
lactancia temprana a consecuencia de la movilizacion de tejido adiposo para cubrir la
demanda energética requerida para la produccion de leche. Jorge-Smeding et al. (2021)
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sobre la base de datos metabolicos que incluian a las vacas del presente estudio observaron
que el nadir de CC para las vacas N se situd en torno a la semana 6 posparto mientras que
en el genotipo HF ocurrid posteriormente, en torno a la semana 18. En este sentido, resulta
interesante notar que las concentraciones plasmaticas de PAG y NEFA se correlacionan
negativamente, de manera que las mayores concentraciones de PAG y menores de NEFA
observado para las vacas N podrian estar de alguna manera vinculadas. En linea con lo
reportado por Delaby et al. (2009), es posible que este mayor tiempo de movilizacién de
reservas en el ganado HF pueda repercutir en el reinicio de la actividad ovarica posparto
de cada uno de los genotipos de estudio, pudiendo al menos parcialmente, relacionarse
con el desfasaje observado entre la concentracion de PAG de ambos genotipos al dia 160
DPP. Es importante mencionar, por tanto, que estas mayores concentraciones de PAG a
los 160 DPP observado para las vacas N en parte podria deberse a que la concepcion en
estas vacas ocurri6 20 dias antes (88 vs. 104 DPP) que en las vacas HF, de manera que a
los 160 DPP la gestacion estaba algo mas avanzada en las vacas N.

Asimismo, se ha observado que la severidad del BEN influye en la concentracion
de metabolitos sanguineos, incluyendo NEFA (Ospina et al., 2013). En tal sentido, una
elevada concentracion de los NEFA se ha utilizado previamente como un indicador de
BEN en vacas lecheras Garverick et al. (2013). Jorge-Smeding et al. (2021) reportaron
que la concentracion plasmatica de NEFA aumento por un corto periodo de tiempo en las
vacas N en comparacion con las HF, lo cual se tradujo en una mayor pérdida de CC en las
vacas HF que en las N como fuera explicado anteriormente. Rojas-Canadas et al. (2020)
reportaron en un estudio transversal de caracter observacional y prospectivo, realizado
sobre un total de 2700 vacas lecheras en sistemas pastoriles en Irlanda, que las vacas con
una baja CC tanto en la semana 3 como en la semana 7 posparto presentaron un peor
desempefio reproductivo en comparacion con vacas con Optima CC. En lo que respecta a
la PAG, Mercadante et al. (2016) reportan no haber obtenido ninguna asociacion de esta
hormona con la CC.

La concentracion de los metabolitos sanguineos ha sido propuesta en previos
estudios como una herramienta para predecir el balance energético (BE) de un rodeo y el
comportamiento reproductivo asociado (Ospina et al., 2010, Garverick et al., 2013). A su
vez, situaciones de BEN muy profundo ha sido asociadas con una gran incidencia de ciclos
estrales irregulares, lo cual trae aparejado un aumento en el intervalo parto-primer
servicio, asociado a efectos deletreos sobre el desarrollo folicular y sus ovocitos (Wathes
et al., 2007c). Jorge-Smeding et al. (2021) reportaron que las vacas N presentaron un BE
positivo a las 10 semanas posparto mientras que las vacas HF se encontraban atin en BEN
a la semana 20 posparto, en un SPBI E. Este hecho, marca claramente que ambas razas
cuentan con diferente dindmica de particion de la energia lo cual podria tener
repercusiones sobre el comportamiento reproductivo, hecho que podria estar vinculado al
desfasaje de las concentraciones de PAG al dia 160 DPP, entre los genotipos N y HF, en
el presente trabajo. Por su parte, Garverick et al. (2013) reportaron que las vacas que
concibieron en la primera inseminacién presentaron menor concentracion de NEFA
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circulante, en comparacion con las vacas que no concibieron. Estos mismos autores,
indicaron que el BEN estimado a través de la concentracion posparto de los NEFA, tuvo
un efecto sobre la tasa de prefiez a la primer 1A, la cual tuvo lugar aproximadamente 70
dias posparto.

Asimismo, existen otros factores que podrian afectar la secrecion de PAG de forma
indirecta, mediante un aumento de los dias abiertos. En tal sentido, Garverick et al. (2013)
reportan que el efecto del BEN pareceria tener mayor impacto una vez que los foliculos
comenzaron la fase de crecimiento, por lo que la ventana critica de exposicion de los
foliculos al BEN podria situarse entre la semana 6 y 12 previo a de la ovulacion. Lussier
et al. (1987) reporta que alcanzar el tamafio ovulatorio, tomaria alrededor de 2 ciclos
estrales (42 d). Asimismo, Britt (1994) citado por Garverick et al. (2013) sugirié que los
eventos que ocurren durante el crecimiento folicular temprano pueden afectar la fertilidad
posterior y, por lo tanto, estar asociada con baja fertilidad cuando las vacas son
inseminadas a los 70 a 100 d posparto. Por su parte, Jorritsma et al. (2004) reportaron que
la fecundacion, escision y desarrollo embrionario después de la maduracion in vitro se
redujeron en presencia de los NEFA. En tal sentido, se ha reportado que una alta
concentracion de NEFA podria tener efectos sobre los oviductos y utero. Por su parte,
Wathes et al. (2011) han observado que las vacas que se encuentran en BEN severo
experimentan cambios en IGF e Insulina, los cuales podrian afectar al utero, el cual se
encuentra en el proceso de involucion uterina. Asimismo, cambios en las vias de
sefializacion de estos factores también podrian limitar la interaccion feto-uterina,
necesaria para el optimo desarrollo de la placenta y el crecimiento fetal.

En el presente estudio se determinaron las correlaciones entre la concentracion de
PAG vy algunas de las caracteristicas relevantes de importancia econdémica en la
produccion lechera. La PAG present6 una correlacion significativa, alta y negativa con la
concentracion de NEFA, lo cual concuerda con los fundamentos anteriormente
desarrollados.

Respecto a la correlacion entre la PAG y la concentracidon de glucosa, esta presentd
una correlacion significativa, media y positiva con la concentracion de PAG. En la
actualidad, no se reportan datos en la literatura cientifica respecto a esta correlacion. Sin
embargo, dado que la glucosa es la principal fuente de energia para el crecimiento y
desarrollo del conceptus, es posible postular que esta correlacion sea directamente
proporcional entre ambas variables. Por su parte, Green et al. (2012) reporta que una
adecuada concentracion de glucosa es necesaria para el correcto funcionamiento y la
preparacion del ovario, oviductos y utero para la gestacion subsecuente. Garverick et al.
(2013) reportaron que la concentracion de glucosa y de NEFA en sangre fueron mayores
durante las primeras 3 semanas posparto en las vacas que quedaron prefiadas a la primera
inseminacion/servicio. La mayor concentracion de glucosa en la sangre puede de alguna
manera facilitar la involucion uterina y preparar el utero para el establecimiento y
mantenimiento de la gestacion (Wathes et al., 2011). También es posible que la glucosa
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posparto temprana imprima las células del ttero y el ovario para que funcionen de manera
diferente durante el periodo de reproduccion. La naturaleza especifica de esta impronta
metabolica del utero y el ovario se desconoce en este momento, pero se ha demostrado el
potencial de la nutricion para imprimir la capacidad funcional a largo plazo de los tejidos
en el bovino (Funston et al., 2010). Una reducida concentracion de glucosa en vacas
lactantes en el posparto temprano podria asociarse a la disminucién de la fertilidad y al
aumento de los dias abiertos.

En relacion a la concentracion de urea y su correlacion con la PAG, no se observo
correlacion significativa. Una alta o baja concentracion de urea en sangre ha sido asociada
con una reducciéon en la fertilidad de las vacas lecheras, en particular asociada a un
incremento en el intervalo parto-concepcion (Cheng et al., 2015). Wathes et al. (2007b)
establecieron multiples correlaciones entre la fertilidad y los perfiles metabolicos y
enddcrinos, reportando que las vacas que tuvieron mayor intervalo parto- concepcion,
fueron aquellas que presentaron elevadas concentraciones de urea a la semana 7 postparto
y un mayor rendimiento de produccion lechera asociada al pico de produccion de leche.

En cuanto a las correlaciones de la PAG con las caracteristicas de importancia
econdmica para la produccion lechera, en el presente trabajo se observo que la
concentracion de PAG no se correlacion6 con la produccion de leche (r=-0,02) durante el
ciclo bioldgico de estudio. Lopez-Gatius et al. (2007) estudiando los factores que afectan
la concentracion de PAG en la gestacion temprana en vacas de alta produccion lechera
(41 Kg), reportaron que la concentracion de PAG present6 una correlacion alta-negativa
y significativa, entre la produccion de leche y la PAG al dia 63 de gestacion. En el mismo
sentido, Ricci et al. (2015) reportaron que tanto la concentracion plasmatica de PAG en
leche como en plasma, presentaron una correlacion negativa con la PAG en vacas
primiparas y multiparas en la gestacion temprana (25 y 35 dias post IA). En
contraposicion, Mercadante et al. (2016) reportan que las vacas con mayores rendimientos
de produccion de leche incrementaron la concentracion plasmatica de PAG. Mientras que
el trabajo de Serrano et al. (2009), estudiando los posibles factores que afectan la
concentracion plasmatica de PAG durante toda la gestacion, en vacas lecheras de alto
merito genético, no encontraron efecto significativo de dicha hormona sobre la produccion
de leche. Sin embargo, en concordancia con nuestro resultado, Santos et al. (2018)
reportan que no encontraron correlacion entre la PAG medida en leche y la produccion de
leche (r=0,07), estudiando los factores genéticos y no genéticos asociados a los perfiles
de PAG en vacas Holstein. Si bien la literatura es escasa y la mayor parte de los trabajos
reportados se han realizado en condiciones de estabulacion en vacas lecheras de muy alto
mérito genético, los resultados son inconsistentes, por lo que se requieren de mayores
ensayos experimentales para su esclarecimiento.

Con el fin de evitar las practicas invasivas como el sangrado de los animales,
recientemente se han propuesto varios trabajos cientificos que correlacionan el estatus
energético de las vacas, con el comportamiento reproductivo y con la produccion lechera
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y la composicion de solidos de la leche (Tiplady et al., 2022). En nuestro trabajo, la
concentracion de PAG presento una correlacion baja con el porcentaje de grasa y una baja
y negativa con el % de proteina. Santos et al. (2018) describen que obtuvieron
correlaciones positivas de la PAG con el % de grasa y proteina. Respecto al % de lactosa,
este presentd una correlacion moderada a alta y negativa. No se reportan en la literatura
antecedentes que asocien a la concentracion de PAG y el % de lactosa. Sin embargo,
Rodriguez-Cutzal et al. (2021) recientemente publicaron un estudio con vacas lecheras
HF, Jersey y cruzas de alta produccion en sistemas pastoriles de Nueva Zelanda, en el cual
reportaron que el porcentaje de lactosa en la leche fue asociado negativamente (P <0.05)
con las tasas de prefiez al dia 21 y al dia 42 post IA.

Durante la gestacion, la secrecion de PAG es codificada y regulada por el genoma
del embridn, pero su concentracion también puede ser afectada por factores inherentes a
la madre como el balance energético y el ambiente, como la nutricion (Zoli et al., 1992).
Respecto al modelo polinomial al cual se ajustd la dindmica de secrecion de la PAG del
presente trabajo, es interesante notar que en torno a la gestacion media (dias 80 a 180 en
promedio), tanto la curva para el genotipo N como para el HF descienden. Este hecho
podria relacionarse al restablecimiento del BEN, asociado a un efecto ambiental vinculado
con el aumento de la oferta de forraje que ocurre en la primavera. Wallace et al. (1997)
reportan que los perfiles de concentracion de PAG fueron influenciados por el plano
nutricional que recibieron los animales durante la gestacion. Dichos autores observaron
que la concentracion de PAG fue menor en ovejas primiparas sometidas a un mayor plano
nutricional durante la gestacion que aquellas que recibieron un menor aporte energético.
Alvarez-Oxiley et al. (2021) reportan que la concentracion de PAG fue mayor al dia 30
post IA, en vacas de cria alimentadas con bajo un plano nutricional (4 Kg MS/Kg PV) vs
vacas alimentadas con un alto plano (8 Kg MS/Kg PV) nutricional. Asimismo, Sousa et
al. (2003) reportan que la concentracion de PAG se vio aumentada en vacas con una muy
baja CC. Dichos autores proponen que la sefial endocrina de la PAG se amplificaria en los
casos que no se cuente con suficientes reservas corporales para asegurar el crecimiento
fetal. En el presente estudio, ambos genotipos descienden sus concentraciones de PAG
durante la primavera, sin embargo, el genotipo N es quien llega a valores mas bajos de
PAG. Posiblemente esto pueda deberse a que en la gestacion media, la produccion de
leche ya no compite con el crecimiento fetal en el genotipo N. Sin embargo, en el genotipo
HF los niveles de produccion son mayores que en el genotipo N, solapandose con los
requerimientos de crecimiento fetal que en la gestacion media comienzan a incrementarse.
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8. CONCLUSIONES

Las vacas doble proposito tienen un menor rendimiento de produccion lechera,
lo cual se traduce en una menor movilizacion de sus reservas corporales (NEFA y CC),
por lo tanto estos animales reinician su ciclicidad posparto antes que aquellos animales
que fueron seleccionados genéticamente para produccion de leche, como la raza Holando.

Se encontraron diferencias raciales significativas en la concentracion de PAG
dejando en manifiesto el mejor equilibrio en cuanto produccion y reproduccion que tiene
la vaca Normando en SPBI.

Dado que la PAG es considerada una sefhal endocrina que comunica el
compartimento materno con el fetal, la concentracion de PAG puede ser un buen indicador
del estatus nutricional de la madre, el cual esta vinculado directamente a cubrir los
requerimientos energéticos para el crecimiento y desarrollo fetal. El seguimiento de la
PAG durante la gestacion toma relevancia en sistemas pastoriles de baja dependencia de
insumos externos, donde la produccion estd sujeta a las variaciones estacionales de la
disponibilidad de pasturas.

Asi mismo la dindmica de secrecion de la PAG a lo largo de la gestacion
permitiria identificar periodos de vulnerabilidad energética donde es posible que las vacas
sean mas propensas a presentar pérdidas reproductivas.
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9. RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar la dinamica de secrecion de la proteina asociada
a la gestacion (PAG) durante un ciclo biolégico en bovinos lecheros Holstein Friesian
(HF) y doble propoésito, Normando (N), en un sistema de produccion lechera de base
pastoril con poca incidencia de suplementos externos (SPBI). Con el fin de esclarecer la
relacion entre los niveles de PAG circulante y el estado nutricional/metabolico de los
animales, se determinaron las correlaciones entre PAG y el balance energético (BE), el
consumo estimado de energia neta (CEN), el peso vivo (PV), el peso del utero (PU),
condicion corporal (CC), pardmetros metabodlicos (urea, glucosa, NEFA), produccion de
leche (PL), produccion de leche corregida por grasa y proteina (PLCGP) y composicion
de solidos de la leche (% proteina, % grasa, % de lactosa). Ademas, se establecid un
modelo matematico exploratorio para explicar la dindmica de secrecion de PAG a lo largo
del ciclo bioldgico. El experimento se realizdo en la Estacion Experimental Bernardo
Rossengurtt de la Facultad de Agronomia, Udelar. Se seleccionaron 12 vacas lecheras
multiparas, de las razas N (n = 6) y HF (n = 6) segun su fecha de concepcion (15/07/2016
+ 13 dias). La produccién de leche (PL) se midi6é cada dos semanas y una vez al mes, la
composicion de la leche. La concentracion de PAG en plasma se midid preparto (dia -11)
y posparto los dias 24, 60, 161, 187, 227, 255, 279, 313 y 326, a lo largo del ciclo
biologico. La concentraciéon media de PAG considerando todo el periodo de estudio se vio
significativamente afectada por el genotipo, siendo mayor (P = 0,03) en el genotipo N
(9,04 + 0,028 ng/ml) que en el HF (8,52 + 0,028 ng/ml). La concentracién plasmatica de
PAG para ambos genotipos se ajustd a un modelo polinomial de grado 6. Asi mismo, PAG
presento una correlacion alta y negativa (r=-0.67), altamente significativa (P-valor, 4.04E-
07) con los NEFAs. El % de lactosa presentd una correlacion media-alta, negativa (r=-
0,38) y significativa (P=0,00447) con la PAG. Los perfiles de PAG del presente trabajo
pusieron en evidencia que la raza Normando la cual moviliza reservas corporales en un
periodo breve en comparacion a las vacas de la raza HF, presentan un mejor
comportamiento reproductivo. Ademas, en los sistemas pastoriles con fluctuaciones
estacionales en la oferta de forraje, la concentracion de PAG a lo largo de la gestacion
podria ser un buen indicador del estado nutricional de la madre, lo cual est4 directamente
relacionado con la demanda energética para el crecimiento y desarrollo fetal.

Palabras clave: razas lecheras, Holstein Friesian, Normando, proteina asociada a la
gestacion, parametros metabdlicos, composicion de leche.
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10. SUMMARY

The aim of this study was to determine the secretion dynamics of the pregnancy-
associated protein (PAG) during a biological cycle in dairy cattle Holstein Friesian (HF)
and dual purpose Normande (N), in a pastoral-based dairy production system with little
incidence of external supplements (SPBI). In order to better understand the relationship
between circulating PAG levels and the nutritional/metabolic status of the animals,
correlations were determined between PAG and energy balance data (EB), estimated net
energy consumption (EC), live weight (LW), uterus weight (UW), body condition score
(BCS), plasma metabolic parameters (urea, glucose, NEFA), milk yield (MY), Fat-and
protein-corrected milk yield (FPCM) and milk solids composition (% protein, % fat, %
lactose). Moreover, an exploratory mathematical model was established to explain the
dynamics of PAG secretion throughout the biological cycle. The experiment was carried
out at the Bernardo Rossengurtt Experimental Station of the Agronomy Faculty, Udelar.
Twelve multiparous dairy cows, N (n = 6) and HF (n = 6) breeds were selected according
to their conception date (07/15/2016 + 13 days). Milk Yield (MY) was measured every
two weeks, and once a month milk composition. Plasma PAG concentration was measured
prepartum (day -11) and postpartum on days 24, 60, 161, 187, 227,255,279, 313 and 326,
through the biological cycle.

The mean PAG concentration considering the entire study period was
significantly affected by the genotype, being higher (P = 0.03) in the N genotype (9.04 +
0.028 ng/ml) than HF (8.52 £ 0.028 ng/ml). The plasma concentration of PAG for both
genotypes was adjusted to a polynomial model of degree 6. PAG presented a high and
negative correlation (r=-0.67), highly significant (P- value, 4.04E-07) with the NEFAs.
The % of lactose presented a medium-high, negative (r=-0.38) and significant (P=0.0044)
correlation with the PAG. The PAG profiles of the present study showed that the
Normando breed, which mobilizes body reserves in a short period compared to HF breed,
have a better reproductive performance. In addition, in pastoral systems with seasonal
fluctuations in forage supply, the concentration of PAG throughout gestation could be a
good indicator of the nutritional status of the mother, which is directly related to the energy
demand for growth and fetal development.

Keywords: dairy breeds, Holstein Friesian, Normande, pregnancy associated
glycoprotein, metabolic parameters, milk composition.
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12. ANEXOS

En la tabla 1 se aprecia el nimero de pastoreos y la oferta de forraje conservado
y afrechillo de arroz

Tabla 1. Pastoreos diarios y oferta de forraje conservado y afrechillo de arroz durante el
experimento.

Fecha Pastoreos Ensilaje Heno Af. Arroz
(kg (kg (kg MS
No. pastura MS/vaca/d MS/vaca/d /vaca/ordeno
) ) )

28/3/2016 2 cebadilla 1.3
22/4/2016 6 7 1.3
2/5/2016 1 avena 6 1.8

pp 3er. ano
17/5/2016 1 (festuca+ TB+lotus) 6 3.5 1.8
31/5/2016 1 avena 6 2.2
7/8/2016 1 avena 7 2.2
13/8/2016 1 pp 2°. afio (cebadilla + TR) 7 2.2
25/8/2016 2 avena 2.2

pp 3er. ano
28/9/2016 2 (festuca+TB+lotus) 1.8
18/10/2016 2 pp 2°. afio (cebadilla + TR) 1.3

pp 3er. afo
27/10/2016 2 (festucaTB +lotus) 1.3
15/11/2016 2 pp 2°. afio (cebadilla + TR) 1.3

pp 4°. ano (alfalfa + TB+
29/11/2016 2 Pasp+Dact) 1.3

pp 3er. ano
13/12/2016 2 festuca-tTB-lotus 1.3
7/1/2017 2 Sorgo forrajero 1.3

*: la oferta en MS de forraje conservado y afrechillo de arroz estan estimadas a partir de

la oferta en MF y resultados de % MS segiin Cozzolino et al. (1994). pp: pradera
permanente; Cebadilla: Bromus auleticus; Avena: Avena bizantina; alfalfa: Medicago
sativa; Lotus: Louts cornicolatus; Festuca: Festuca arundinaceae; Dact: Dactilys
glomerata; TB: Trifolium repens; TR: Trifoliu, pratense; Pasp: Paspalum dilatatum;
Sorgo forrajero: Sorghum vulgare.
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