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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue evaluar si el crecimiento y desarrollo en la etapa
juvenil en bovinos afecta la composicion corporal, las concentraciones de
hormonas metabdlicas y el funcionamiento de las estructuras ovaricas en la
etapa de madurez y pueden explicar diferencias en fertilidad. Se realiz6é un
disefio longitudinal que evalué la fertilidad de las vacas Hereford en la etapa
juvenil y de madurez. Las vacas se clasificaron como: 1) fértiles si quedaron
prefiadas a la primera inseminacion a los 25 meses de edad y en = tres de
cinco servicios en la etapa de madurez (60 a 76 meses de edad), y 2)
subfértiles si habiendo manifestado celo a intervalos regulares de 18-24 dias
durante el periodo de inseminacion, no quedaron prefiadas luego de tres
inseminaciones y se prefiaron o no con monta natural (27 meses de edad) y
guedaron prefiadas en < dos de cinco servicios en la etapa de madurez. Los
grupos experimentales (n = 5 fértiles y n = 6 subfértiles) se definieron a los 76
meses de edad, momento en el cual se evalud retrospectivamente la evolucion
de peso vivo desde el nacimiento. A los 90 meses se sincronizaron los celos de
las vacas con dos dosis de prostaglandina a intervalo de 14 dias. Se evaluaron
las estructuras ovaricas, concentraciones hormonales y composicién corporal.
Los datos fueron analizados por ANOVA, considerandose significativos valores
de P<0,05. Las vacas fértiles ganaron mas peso desde el nacimiento al destete
(0,54 £ 0,03 kg / dia) y fueron mas pesadas al destete (140 + 8,6 kQ)
comparadas con las subfértiles (0,46 + 0,02 kg / diay 106 + 7,8 kg; P <0,05).
En la etapa de madurez las vacas fértiles tuvieron mayor area del ojo de bife
(76,7 + 3,1 vs 66,9 + 2,9 cm?, P <0,05) y tendieron a tener mayor espesor de
grasa subcutanea (11,1 + 2,5 vs 8,7 £ 2,3 mm, P <0,1) respecto a las
subfértiles. Las vacas fértiles tuvieron mayores concentraciones de IGF-I (160 +
4,3vs 148 + 4,0 ng / mL, P <0,05) y adiponectina (7,5+0,5vs 5,9+ 0,5ng/
mL, P < 0,05) y menores concentraciones de progesterona del dia 8 al 18 del
ciclo estral (5,19 £ 1,08 vs 7,58 £ 0,96 ng / mL, P <0,01) respecto a las
subfértiles. No se observaron diferencias en las estructuras ovaricas ni en las
concentraciones de AMH entre grupos. Concluimos que el desarrollo en la
etapa juvenil podria jugar un papel importante en la programacion del
desarrollo de tejidos y 6rganos con repercusiones en la eficiencia reproductiva
de las vacas para carne en la etapa de madurez.
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SUMMARY

The objective of this thesis was to evaluate whether growth and development in
the juvenile stage in the bovine affects body composition, metabolic hormone
concentrations and the functioning of ovarian structures in the maturity stage
and can explain differences in fertility. A longitudinal design was carried out that
evaluated the fertility of Hereford cows in the juvenile and mature stage. The
cows were classified as: 1) fertile if they became pregnant at the first
insemination at 25 months of age and in = three of five services at the stage of
maturity (60 to 76 months of age), and 2) subfertile if having manifested estrus
at regular intervals of 18-24 days during the insemination period, they were not
pregnant after three inseminations and were pregnant or not with natural mating
(27 months of age) and were pregnant in < two of five services at the maturity
stage . The experimental groups (n = 5 fertile and n = 6 subfertile) were defined
at 76 months of age, at which time the evolution of live weight from birth was
retrospectively evaluated. At 90 months, the estrus of the cows was
synchronized with two doses of prostaglandin at an interval of 14 days. Ovarian
structures, hormonal concentrations and body composition were evaluated. The
data were analyzed by ANOVA, considering significant values of P <0.05.
Fertile cows gained more weight from birth to weaning (0.54 + 0.03 kg / day)
and were heavier at weaning (140 * 8.6 kg) compared to subfertiles (0.46 +
0.02 kg / day and 106 + 7.8 kg; P <0.05). In the maturity stage the fertile cows
had greater area rib eye area (76.7 £ 3.1 vs 66.9 £ 2.9 cm2, P <0.05) and
tended to have a greater thickness of subcutaneous fat (11.1 £ 2.5vs 8.7 £ 2.3
mm, P <0.1) with respect to subfertiles cows. Fertile cows had higher
concentrations of IGF-1 (160 + 4, 3 vs 148 £ 4.0 ng / mL, P <0.05) and
adiponectin (7.5 +0.5vs. 5.9 £ 0, 5 ng/ mL, P <0.05) and lower progesterone
concentrations from day 8 to 18 of the estrous cycle (5.19 + 1.08 vs. 7.58 £ 0.96
ng / mL, P <0.01) with respect to subfertiles cows. No differences in ovarian
structures and concentrations of AMH between groups were observed. We
conclude that the development in the juvenile stage could play an important role
in the programming of the development of tissues and organs with
repercussions on the reproductive efficiency of the cows for meat in the maturity
stage.
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INTRODUCCION

Eficiencia reproductiva de la vaca de cria

La vaquillona es la que determina la eficiencia reproductiva global del sistema
criador, por lo que es clave que los reemplazos tengan un adecuado desarrollo
al momento del primer servicio, para que lleguen ciclando regularmente y se
prefien en los primeros 21 dias del periodo de servicios (Cushman et al., 2013).
Esta caracteristica es determinante de la longevidad y productividad del rodeo,
ya que se repite a lo largo de la vida de la vaca. La vida util de la vaca en el
rodeo, y el peso total de los terneros destetados durante éste periodo son
componentes que describen la eficiencia reproductiva y el ingreso econémico
del sistema (Cundiff et al., 1992; Perry y Cushman, 2013). La seleccioén por
caracteristicas fenotipicas asociadas a la fertilidad es altamente deseable, pero
presenta dificultades ya que son de baja heredabilidad y se expresan tarde en
la vida del animal. La busqueda de pardmetros fenotipicos y genéticos que
tengan una alta correlaciéon con la fertilidad y se expresen temprano en la vida
del animal es constante, y se han descrito potenciales herramientas de
seleccion temprana de reemplazos mas fértiles que pueden colaborar en ésta
tarea (Santa Cruz et al., 2018).

Impacto de la nutricién en la madurez sexual de las terneras

El primer paso para alcanzar la prefiez es la ocurrencia de la pubertad. La
nutricion, la edad y la genética influyen en el desencadenamiento de la
pubertad, principalmente como reguladores de la maduracion del eje
hipotalamico — hipofisario — gonadal (Perry, 2016). La pubertad es un proceso
fisiol6gico complejo que requiere la maduracién del sistema neuroendocrino y
el subsecuente inicio de la liberacién episédica y frecuente de la hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH) y de la hormona luteinizante (LH;
Cardoso et al., 2018). Mientras que la restriccion energética durante el periodo
juvenil retrasa la pubertad, altas tasas de ganancia de peso durante éste
periodo facilitan el desarrollo puberal a través de la programacion de los
centros hipotalamicos que son la base del proceso puberal (Cardoso et al.,
2018). La edad en que las vaquillonas comienzan con ciclos estrales regulares
se correlaciona con las ganancias de peso vivo que logran desde el nacimiento
hasta la pubertad (Plasse et al., 1968; Arije y Wiltbank, 1971; Patterson et al.,
1992). El biotipo materno (cruzas vs razas puras) determina mayores pesos al
destete de las terneras, por el aumento de la ingesta y eficiencia de conversion
energética de los alimentos (Do Carmo et al., 2016).
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En animales en pastoreo, la nutricion pre y pos-destete afectan la edad a la
pubertad (Schillo et al., 1992). Las terneras que nacen al principio de la
estacion reproductiva son mas pesadas y altas al destete que terneras nacidas
mas tarde, lo que representa una importante ventaja al inicio el periodo de
recria (Wiltbank et al., 1985; Roberts et al., 2017). Las terneras que se
desarrollan solamente a campo natural tienen pérdidas de peso de hasta un 20
% durante los 100 dias que dura el invierno, y su lento crecimiento impide que
alcancen el 65% del peso adulto a los dos afios de edad (Quintans et al.,
1994). La mayoria de los trabajos publicados a nivel nacional e internacional se
han enfocado en los cambios nutricionales de las vaquillonas en la etapa pos-
destete (7 a 12 meses de edad) y su impacto en la edad a la pubertad.
Trabajos recientes se han enfocado en la ventana de 6 a 9 meses de la
ternera, encontrando que una plano nutricional alto en ese periodo permite que
alcancen la pubertad antes de los 300 dias de edad (Gasser et al. 2006;
Cardoso et al., 2018). Trabajos nacionales coinciden con éstos hallazgos, y
sugieren gue el plano nutricional pre-destete es muy relevante y puede tener
efectos de largo plazo en la eficiencia reproductiva de esa futura vaca de cria
(Guggeri et al., 2014, Guggeri et al., 2018). Recientemente, en condiciones
nutricionales no restrictivas se ha descrito que la ganancia pre-destete de las
terneras, es la caracteristica que tienen mayor correlacion genética con la
prefiez de la vaquillonas (Boldt et al., 2018). El incremento en el plano
nutricional en el periodo pre-destete tiene impacto positivo en el peso al destete
de las terneras. Este efecto se puede lograr de forma indirecta, a través de la
produccion de leche de las madres cuando el plano nutricional elevado afecta
al par vaca-ternero (Do Carmo et al., 2018; Gutiérrez et al., 2013) o de forma
directa, a través de estrategias de alimentacion diferencial de los terneros
(Guggeri et al., 2014). Este ultimo trabajo demostrd que mayores tasas de
ganancia de peso de las terneras, se asociaron con mayor altura y mayor area
de ojo de bife, diferencias que se observaron hasta los 18 meses de edad. Sin
embargo, no hubo diferencias en la deposicion de grasa subcutanea. Terneras
gue tienen mayor crecimiento y desarrollo alcanzan antes la pubertad,
comparadas con terneras mas livianas (Guggeri et al., 2014). Altos pesos al
destete permiten una recria mas acelerada de las terneras, y €s un requisito
fundamental cuando el objetivo es realizar el entore con 14 meses de edad
(Vifoles et al., 2009). Sin embargo, existe una fuerte interaccion con el plano
nutricional pos-destete, para alcanzar el peso objetivo para cada biotipo un mes
antes de iniciar el periodo de servicios.

El impacto de la nutricion invernal pos-destete sobre la tasa de ganancia de
peso y la manifestacién de la pubertad, fue descrito en la década de los 60
(Wiltbank et al., 1969). La aplicacién de diferentes estrategias nutricionales
pos-destete, que permitan lograr altas tasas de ganancia de peso, se asocian
con altos pesos al inicio de la época de servicios y una menor edad a la
pubertad (Houseknecht et al., 1988a; Buskirk et al., 1995). En condiciones
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pastoriles, la obtencion de tasas de ganancia de peso de 100-200 g/dia en el
primer invierno de vida, reduce los costos de la recria de las vaquillonas y
permite que sean servidas con 24 meses de edad (Vifioles et al., 2009). La
estrategia nutricional denominada “stairstep”, es aplicada en la fase prepuberal
de desarrollo de las terneras y consiste en una restriccion de energia seguido
de la realimentacidon durante 2 meses (en primavera) antes de que comience la
época de servicios (Lohakare et al., 2012). Esta estrategia es aplicada
regularmente cuando los pesos al destete de las terneras no son limitantes, y
permite lograr los pesos objetivo pre-servicio con 14 meses de edad, asociadas
a performances reproductivas comparables a los de vaquillonas que no fueron
restringidas (Cardoso et al., 2014). La restriccion calorica en el periodo peri-
puberal asociado a un alto plano nutricional posterior, permiten aumentar el
namero de foliculos primordiales al servicio, lo cual permitiria incrementar la
longevidad de la vaca en el rodeo de cria (Amundson et al., 2015).

Independientemente de la edad al primer servicio (14 o 24 meses), la
recomendacion es que las vaquillonas sean alimentadas para lograr un 60 a 65
% de su peso vivo adulto (Day y Nogueira, 2013). Sin embargo hay diferencias
raciales en la proporcién del peso vivo adulto para alcanzar la pubertad; en las
razas de carne Europeas es un 60%, para razas doble propdésito (carne/leche)
55% y para ganado Bos indicus 65% (Larson, 2007; Diskin y Kenny, 2014). El
porcentaje del peso adulto necesario para alcanzar la pubertad, depende
ademas de cada biotipo, y de la seleccion que se ha realizado para mantener
éste parametro controlado. EI manejo de las vaquillonas debe optimizar la
nutricion, a niveles compatibles con un desarrollo adecuado que permita que
alcancen la pubertad un mes antes de la fecha de inicio del servicio, con la
finalidad de que queden prefiadas temprano, paran un ternero vivo y queden
prefiadas a principios de la siguiente temporada de cria como vaca de primera
cria (Larson et al., 2016). Trabajos previos destacan el impacto que tienen dos
aspectos en la vida productiva de la vaca: 1) realizar el primer servicio con 13-
15 meses y 2) que la concepcion ocurra temprano en la estacion reproductiva
(Lesmeister et al., 1973). Las hembras que se prefiaron mas temprano,
parieron y se volvieron a prefiar mas temprano en los afios sucesivos y
destetaron terneros mas pesados en comparacion con las hembras que
concibieron mas tarde, por lo que resultaron mas productivas (Day y Nogueira,
2013; Diskin y Kenny, 2014).

El plano nutricional que reciben los animales en crecimiento o en produccion,
determina el flujo de nutrientes para las diferentes funciones del organismo
(Short et al.,1990). El balance energético se refleja en la concentracion de
hormonas metabdlicas, que tiene acciones en diferentes érganos y tejidos,
afectando el sistema nervioso central, el masculo y huesos y el tracto
reproductivo (foliculos y Utero; Garcia-Garcia, 2012).
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Hormonas metabdlicas y sus efectos sobre la reproduccién

El crecimiento y la reproduccién esté regulados por el eje somatotrofico,
integrado por la hormona de crecimiento (GH) y su receptor (GHR), los factores
de crecimiento insulino similes I 'y Il (IGF-1y 1l), su receptor y las seis proteinas
de union (IGFP1-6; Laron, 2001). El IGF-I medido en sangre es producido
mayormente por el higado (Yakar et al., 1999; Fenwick et al., 2008), aunque
también es producido en 6rganos relacionados a la reproducciéon como son el
hipotalamo, ovarios, oviductos y atero (Spicer and Echternkamp, 1995; Daftary
y Gore, 2005) y es modificado por la variacién en la proteina o energia
consumida por el animal (Breier et al., 1988; Houseknecht et al., 1988b; Spicer
et al., 1990). Las concentraciones de IGF-I estan asociadas al momento en el
cual las vaquillonas alcanzan la pubertad, que sefalizan directa o
indirectamente en las neuronas hipotaldmicas (Brito et al., 2007; Kiess et
al.,1998; Laron, 2001; Stevens et al., 1990; Straus, 1984). Los foliculos
ovaricos expresan el receptor de IGF-I, y su accion en las células granulosa es
estimular su proliferacion y la produccién de estradiol y la calidad ovocitaria
(Mani et al., 2010). En humanos, se ha descrito que el IGF-I estimula la
produccion de progesterona por el cuerpo lateo (Meiyu et al., 2011)m . En
animales en crecimiento, hay un efecto positivo de la dieta sobre los perfiles de
hormonas metabdlicas. Dietas altas en fibra y energia promueven mayores
concentraciones circulantes de IGF-l y &rea de ojo de bife en vaquillonas
respecto a dietas de baja energia y fibra (Houseknecht et al., 1988a). Terneras
sometidas a altos planos nutricionales pre-destete, tienen mayores
concentraciones de IGF-I y mayor expresion del transcripto de GHR en higado,
ademas estos animales presentaron mayor expresion del transcripto de IGF-I
en Utero, asociados a altas concentraciones de progesterona al momento del
reconocimiento materno de la prefiez (Guggeri et al., 2018). Por lo tanto, la
nutricion a edades tempranas tiene un efecto de largo plazo sobre el
funcionamiento del eje somatotrofico, con posibles implicancias en el desarrollo
embrionario temprano.

En vacas en lactacion, el reinicio de los ciclos estrales esta determinado por el
estatus energético (plano nutricional + reservas corporales), el nimero de
partos (vacas de primera cria tienen agregados los requerimientos para el
crecimiento) y la presencia de la cria [vacas para carne vs leche; (Meikle et al.,
2018)]. En vacas lecheras posparto, la disminucion en las concentraciones de
IGF-I junto a otros metabolitos circulantes (glucosa, insulina) asociado a la
movilizacion de reservas corporales juega un rol importante en la duracion del
anestro (Lonergan et al., 2016). El IGF-I endocrino se ha asociado con varios
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parametros reproductivos, como la edad al primer parto (Yilmaz et al., 2006), la
tasa de concepcion al primer servicio (Patton et al., 2007; Velazquez et al.,
2008), las ovulaciones gemelares (Echternkamp et al., 2004; Velazquez et al.,
2008) y el desarrollo embrionario previo a la implantacion (Velazquez et al.,
2005, Velazquez et al., 2008). Las vacas multiparas y las de mayor condicién
corporal, tuvieron mayores niveles de IGF-I, asociado a intervalos parto a
concepcion mas cortos respecto a las primipras y las de menor condiciéon
corporal (Meikle et al., 2004). Vacas que reciben dietas con mayor nivel de
energia, tienen mayor expresion del transcripto de IGF-I en el endometrio,
respecto a las que reciben dietas con menores niveles de energia, por lo que el
plano nutricional también afecta el ambiente uterino (Astessiano et al., 2017).

El tejido adiposo es un 6rgano especializado endocrino y paracrino. Responde
a los nutrientes y las demandas de energia al secretar una variedad de factores
especificos llamados adipoquinas (Dupont et al., 2014). La familia de
adipoquinas incluye a la leptina y la adiponectina. Niveles fisiologicos de leptina
y adiponectina son fundamentales para mantener la integridad del eje
hipotalamo-hipdfisis-gonadal, los procesos ovulatorios regulares, la
implantacion exitosa de embriones y la prefiez (Tersigni et al., 2011; Garcia-
Garcia, 2012). La regulacion de éstas hormonas es interdependiente (cada
hormona afecta la sintesis y secrecion de la otra) para facillitar el didlogo
cruzado entre los tejidos que regulan el metabolismo (higado, pancreas, tejido
adiposo; Meikle et al., 2018). Se ha descrito una relacién inversa de la leptina y
adiponectina con la cantidad de tejido adiposo y el nivel de ingesta. Mientras la
leptina tiene una asociacion positiva con el nivel de ingesta y la condicion
corporal, la adiponectina tiene una asociacion negativa (Dupont et al., 2014). La
leptina juga un rol critico en hacer convergen la informacién nutricional al eje
neuroendocrino y controla el proceso de la pubertad (Cardoso et al., 2018).
Bajos niveles de adiponectina, en animales obesos, se asocian con resistencia
a la insulina, y problemas reproductivos asociados con ésta enfermedad
metabdlica (Dupont et al., 2014). La adiponectina ejerce su accion uniéndose a
sus dos receptores especificos AdipoR1 y R2 (Dupont et al., 2014). En
rumiantes se encontrd que estos dos receptores se expresan en el ovario
(foliculos pequefios y grandes y cuerpo luteo)(Maillard et al., 2010), en los
embriones (Maillard et al., 2010) y el téjido mamario (Ohtani et al., 2011). Otros
organos relacionado a la reproduccion que también expresan estos dos
receptores, incluyen el hipotdlamo (Psilopanagioti et al., 2009), hipofisis
(Psilopanagioti et al., 2009), el oviducto (Archanco et al., 2007), el endometrio
(Astessiano et al., 2017; Hehenkamp et al., 2006) y la placenta (La Marca y
Volpe, 2006). Vacas lecheras que tienen un mejor balance energético
(multiparas vs primiparas y sometidas a altos vs bajos planos nutricionales)
tienen mas concentraciones circulantes de leptina, y una mayor expresion de
Adipo R1 y R2 en atero (Meikle et al., 2004; Astessiano et al., 2017). Existe
evidencia de que la adiponectina puede regular la funcion ovérica y afectar el
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desarrollo embrionario en etapas tempranas de su desarrollo, durante el
periodo pre-implantacién (Palin et al., 2012).

El eje reproductivo (hipotalamo-hipofisis-gonadal) tiene diferentes mecanismos
de deteccion de nutrientes que permiten monitorear el estado nutricional y
procesar la informacion para promover la respuesta reproductiva apropiada. El
descubrimiento de las hormonas metabdlicas y su asociacion con parametros
de fertilidad, llevo a plantear diversas hipétesis respecto a su utilidad como
herramientas indirectas de selecciéon (Davis et al. 1995; Wood et al., 2004). Sin
embargo, y a pesar de su relevancia como sensores del metabolismo, hoy se
reconoce que su rol es permisivo.

Desarrollo embrionario temprano

Una vez que la ovulacién y la fertilizacion han ocurrido, la adecuada
funcionalidad del oviducto y el Utero son esenciales para el mantenimiento de la
prefiez (Meikle et al., 2018). El embrion resultante ingresa al Utero
aproximadamente 4 dias después en estadio de morula, formando un
blastocisto el Dia 6—7. Este blastocisto contiene capas de dos células, la masa
celular interna y una capa de células de trofectodermo, que rodean una cavidad
de blastocele. Después de salir de la zona pellcida, el blastocisto se convierte
en un concepto ovoide y luego en un concepto tubular (que contiene el embrion
propiamente dicho y las membranas extraembrionarias), que comienza a
alargarse en el Dia 12-14, formando un concepto filamentoso (Degrelle et al.,
2005; Forde y Lonergan, 2017). Al contrario de lo que sucede en los primates y
el raton, en la mayoria de los rumiantes la unién del concepto y la placentacion
no ocurre inmediatamente después de la fertilizacion, sino que el concepto
pasa un periodo prolongado dentro de la luz uterina antes de desarrollar una
unién definitiva con el endometrio uterino (Bazer, 1975; Bridges et al., 2013).
Se deben lograr cuatro pasos antes de que el embrién pueda adherirse al
Gtero, que son: desarrollo dentro de los limites de la zona pelucida, eclosion del
blastocito de la zona peldcida, reconocimiento materno de la prefiez , formacion
de las membranas extraembrionarias (Senger, 2003). En ese periodo pre-
implantacion existe un dialogo entre el concepto en desarrollo y el Gtero
materno, el embrion envia una sefial de reconocimiento materno de la prefiez,
gue provoca cambios en la regulaciéon de la expresiéon génica de las células
epiteliales y del estroma uterino (Forde y Lonergan, 2017). El reconocimiento
materno de la prefiez se puede definir como el proceso fisioldgico mediante el
cual el concepto indica su presencia a la madre y evita el inicio de los
mecanismos moleculares que provocan la regresion del cuerpo luteo. La sefial
anti-luteolitica que permite el reconocimiento materno de la prefiez en
rumiantes es el interferén tau (IFNT), producido por las células mononucleares
del trofoectodermo del concepto (Spencer et al., 2007; Bazer et al., 2008; Bazer
et al., 2017).
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La mayoria de los trabajos sobre desarrollo embrionario temprano y la
sefializacion embridn-utero en rumiantes, se han llevado a cabo utilizando al
ovino como modelo experimental. La Figura 1, resume los cambios relativos en
el desarrollo embrionario después de la fertilizacion en relacion con la ubicacion
en el tracto reproductivo de la oveja y los niveles circulantes de hormonas
esteroideas ovaricas (Spencer et al., 2004).
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Figura 1. Cambios relativos en el desarrollo embrionario después de la
fertilizacion en relacién con su ubicacion en el tracto reproductivo de la oveja y
los niveles circulantes de hormonas esteroideas ovaricas (Spencer et al.,
2004). -1

Estructuras ovaricas, hormonas esteroideas Y fertilidad

El didmetro folicular se ha asociado en forma positiva con la adquisicion de
competencia ovocitaria y mayor crecimiento y desarrollo embrionario, ya que el
cuerpo lateo que se origina de estos foliculos secreta mayores concentraciones
de progesterona que mejora el porcentaje de prefiez (Perry et al., 2007). Los
cambios morfologicos, histologicos y bioquimicos que ocurren en el tracto
reproductivo, son modulados por las concentraciones fluctuantes de estradiol y
progesterona, que actian sobre sus receptores en los tejidos blanco (Meikle et
al., 2018). Por lo tanto, su funcionalidad puede ser modificada por cambios en
el crecimiento del foliculo pre-ovulatorio y su asociada secrecién de estradiol,
asi como del cuerpo lateo que se forma posteriormente y su secrecion de
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progesterona (Meikle et al., 2018). Ademas, los cambios en el balance
estradiol/progesterona en el liquido folicular afectan la calidad ovocitaria y la
fertilidad (Revelli et al., 2009).

La progesterona producida por el cuerpo liteo estéa implicada en varias
funciones uterinas que incluyen la secrecion de proteinas uterinas, resultando
en el mantenimiento de un éptimo ambiente uterino para el desarrollo
embrionario normal (Imakawa et al., 2017). El momento en que la progesterona
aumenta es importante, ya que actia en los receptores de progesterona en el
Utero para alterar el patrén de secrecion uterina (Kerbler et al., 1997; Wathes et
al., 2003). Las concentraciones de progesterona en la fase luteal temprana
(dias 3-7) determinan el desarrollo embrionario y mantenimiento de la prefiez
(Walsh et al., 2011). El tratamiento con progesterona en el ganado del dia 2 al
5 (fase luteal temprana) incrementa 10 veces la elongacion del embrion el dia
14 (Kerbler et al., 1997; Wathes et al., 2003), mientras que un aumento mas
tardio en la progesterona no tiene efecto marcado en el desarrollo embrionario
(Garrett et al., 1988; Wathes et al., 2003).

La concentracion de progesterona esta determinada por un balance entre su
produccion por el cuerpo luteo y el metabolismo hepético (Wiltbank et al.,
2014). La concentracion de la progesterona circulante esta inversamente
relacionada con el nivel de consumo de la dieta en ovinos (Williams y
Cumming, 1982; Parr et al., 1993) y bovinos (Sangsritavong et al., 2002) y ello
se debe al incremento en la tasa de clearance metabdélica (Miller et al., 1999;
Parr et al., 1993; Sangsritavong et al., 2002).

Sin embargo, los niveles circulantes de la hormona no necesariamente reflejan
su accién a nivel del tejido donde se desarrolla su accién. La accion de la
progesterona en el Gtero estd mediada por interacciones con su receptor
intracelular (Clark et al., 1992; Sosa et al., 2004) y la respuesta celular a las
hormonas esteroideas depende de la cantidad de receptores (Sosa et al.,
2004). En ovejas sub-nutridas las concentraciones circulantes de progesterona
fueron mayores comparadas con las ovejas alimentadas a niveles de
mantenimiento (Sosa et al., 2004). Sin embargo, esto se asocié con una menor
expresion del receptor de progesterona, menor concentracion de progesterona
en el tejido endometrial y mayores pérdidas embrionarias en ovejas sub-
nutridas comparadas con ovejas alimentadas a niveles de mantenimiento
(Lozano et al., 1998; Sosa et al., 2004).
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Recuento de foliculos antrales, concentraciones de hormona antimileriana y
fertilidad

Los animales nacen con el pool de foliculos primordiales que gastaran a lo
largo de su vida productiva (Erickson, 1966). Los foliculos primordiales, tiene
una alta correlacion con el numero de foliculos antrales, y pueden ser
determinados por ultrasonografia en diferentes momentos de la vida del animal
(Ireland et al., 2008). El recuento de foliculos antrales (RFA; = 3 mm) es muy
variable entre individuos (5 a 50), pero altamente repetible en el mismo animal
y esta asociada con el numero de foliculos morfolégicamente saludables
contenidos en el ovario (Ireland et al., 2009; Ireland et al., 2011). Ademas, el
RFA es una caracteristica de heredabilidad moderada, con estimaciones de
0,31 + 0,14 y 0,25 = 0,13 para vacas lecheras de Irlanda y EEUU,;
respectivamente (Walsh et al., 2014). Por lo tanto el RFA cumple con tres
caracteristicas relevantes para ser usado como criterio de seleccion: 1) se
expresa temprano en la vida del animal, 2) es altamente repetible y 3) tiene
heredabilidad moderada.

El recuento de foliculos antrales (RFA) esta asociado con la fertilidad en el
bovino (Jimenez-Krassel et al., 2009). Vacas lecheras con mayor RFA tienen
mayores tasas de prefiez, un intervalo parto concepcién mas corto y requieren
MeNOoSs Servicios por concepcion comparadas con vacas que tiene menor RFA
(Evans et al., 2010). El RFA de més de 2 mm o igual a 2 mm también se ha
utilizado para clasificar vacas lecheras con mejores indices reproductivos,
teniendo las vacas con mayor RFA un intervalo parto-primer estro mas corto
respecto a las de menor RFA (Martinez et al., 2015). La ventaja de incluir a los
foliculos de 2 mm en el recuento, radica en que representan un alto porcentaje
de la poblacion medible por ultrasonografia (90%),y que al ser menos
dependientes de las concentraciones de FSH para su crecimiento, pueden ser
medidos en cualquier momento del ciclo estral (Martinez et al., 2015). En
vaquillonas con mayor RFA, se han observado mayores concentraciones de
progesterona, asociadas a un cuerpo liteo con mayor funcionalidad respecto a
vaquillonas con menor RFA (Jimenez-Krassel et al., 2009). Vaquillonas
Bradford que tenian un menor crecimiento y desarrollo, presentaron menor
RFA pos-destete, una mayor edad a la pubertad y menores concentraciones de
progesterona pos-inseminacion artificial con respecto a las vaquillonas con alto
RFA (Santa Cruz et al., 2018). Estos trabajos sugieren que el RFA también
esta asociado con el crecimiento y pubertad de las vaquillonas, y
potencialmente con la fertilidad.

Se ha descrito una alta correlacion entre el RFA y las concentraciones
circulantes de hormona antimuleriana (AMH)(Ireland et al., 2008: Ireland et al.,
2011). La AMH se produce en las células de la granulosa de foliculos en
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crecimiento (Vigier et al., 1984; Takahashi et al., 1986; Bézard et al., 1987; La
Marca y Volpe, 2006; Mossa et al., 2017). La AMH circulante puede ser medida
en una muestra de sangre obtenida en cualquier momento del ciclo en ganado
adulto, ya que varia minimamente durante el ciclo estral y es repetible a lo
largo de multiples ciclos (Mossa et al., 2017). Vacas con bajas concentraciones
de AMH tienen pérdidas reproductivas mayores entre los dias 35y 65 de
iniciada la estacion reproductiva con respecto a vacas con concentraciones de
AMH altas o intermedias (Ribeiro et al., 2014).

Por lo tanto, el RFA y la AMH son marcadores fenotipicos de fertilidad y se ha
sugerido que pueden ser utilizados para seleccionar animales mas fértiles en
su primer servicio, para aumentar la eficiencia reproductiva global del rodeo.

Pérdidas reproductivas de la vaca de cria

En Uruguay la eficiencia reproductiva se ha mantenido en niveles bajos en las
tltimas décadas, como lo describen el porcentaje de prefiez (74,4 %) y la tasa
de procreo (63 %; (DIEA, 2013). Las pérdidas entre el diagnoéstico de gestacion
y el destete fueron del 11% promedio en estos ultimos 10 afios. La etiologia de
éstas pérdidas es multifactorial, incluyendo al manejo y desordenes
nutricionales, alteraciones fisiologicas, infecciones, disturbios hormonales y
factores genéticos (Boyd,1965; Hawk, 1979; Ayalon, 1978; Levine, 1999; Bage
et al., 2002). Los diferentes parametros que describen la eficiencia reproductiva
varian entre regiones y paises (Burns et al., 2010), pero se ha estimado que la
baja tasa de destete se debe a la incapacidad para concebir (22,0%), a la
muerte fetal (4,7%), muerte perinatal de terneros (6,2%) y la muerte entre el
parto y el destete (6,0%). Aungue la tasa de fertilizacion en el bovino esta
generalmente entre el 90-100 %, solo el 70% de todas esas fertilizaciones
resultan en el nacimiento de un ternero vivo. Por lo tanto, el 30% de las
fertilizaciones se pierden debido a alguna forma de muerte embrionaria (Lamb,
1990). Las pérdidas reproductivas debidas al fracaso en la concepcion y la
muerte embrionaria temprana, que tienen una alta incidencia en los rodeos
lecheros (Gustafsson, 1985; Lucy, 2001; Starbuck et al., 2004), pero son poco
conocidas en ganado para carne.

La mayoria de las muertes embrionarias en vaquillonas para carne
sincronizadas e inseminadas ocurren entre los dias 8 y 16 pos-ovulacion
(Diskin y Sreenan, 1980). Estas pérdidas embrionarias tempranas se deben a
asincronias en el dialogo embrion-atero, incremento temprano de la secrecion
de PGF2-alpha (PGF2-a) y retraso o insuficiente produccion de interferon-tau
(IFNT) por parte del embrion (Diskin y Sreenan, 1980). Las muertes
embrionarias tempranas tienen como resultado: prefieces retrasadas, menos
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terneros nacidos, retraso en el progreso genético, y pérdida substancial en la
industria lechera y carnica (Mondal et al., 2015).

Sindrome de subfertilidad

La fertilidad es una variable multifactorial y su deterioro puede estar causado
por una red de factores genéticos, ambientales y de manejo y sus complejas
interacciones haciendo dificil el diagndstico de la causa exacta (Walsh et al.,
2011). Se han utilizado diferentes variables para evaluar la eficiencia
reproductiva pero la concepcion a la inseminacion artificial es la mas adecuada,
lo que ha permitido importantes avances en el conocimiento en ganado para
leche, donde ésta tecnologia se aplica de forma rutinaria (Maurer y Chenault,
1983, Butler y Smith, 1989). Se ha definido a la vaca subfértil o repetidora
como una hembra que falla en concebir luego de tres o mas servicios de
inseminacion artificial con manifestacion de estro a intervalos regulares (18-24
dias) y en ausencia de anormalidades detectables en el Utero (Bage, 2002;
Gustafsson y Emanuelson, 2002; Dochi et al., 2008; Yusuf et al., 2010; El-
Khadrawy et al., 2011; Ergene, 2012). En la industria lechera, la seleccion
genética por mayor produccion ha inducido a una situacion de desbalance
metabdlico asociado con una reduccion en la fertilidad, ain en animales
correctamente alimentados (Chagas et al., 2007). Este fendmeno se visualiza
en vacas en lactacion, pero esta ausente en vaquillonas virgenes (Butler y
Smith, 1989). La situacion es diferente en ganado para carne en sistemas
pastoriles extensivos, ya que los niveles de produccién de leche son inferiores
y su impacto se mide solamente en un momento del afio e indirectamente a
través del peso al destete de los terneros. A pesar de que el manejo
reproductivo del rodeo de cria ha mejorado sustancialmente, todavia se
reportan porcentaje de prefiez a la inseminacion artificial a tiempo fijo muy
variables (33 a 78%), utilizando toros de fertilidad probada (De Nava, 2013). En
la produccidén céarnica, la seleccion genética por mayores tasas de crecimiento
para mejorar caracteristicas de la canal, ha llevado al desarrollo de animales
mas grandes y al aumento en los requerimientos nutricionales de
mantenimiento que son dificiles de cubrir en sistemas pastoriles extensivos
(Jenkins, 2009). La variabilidad observada en los porcentajes de prefiez de las
vaquillonas para carne puede en parte ser explicada por el plano nutricional al
gue fueron sometidas las vaquillonas en etapas tempranas de su vida (Roberts
et al., 2017).

Desarrollo folicular y concentraciones de progesterona en vacas subfértiles

La mayoria de los estudios sobre subfertilidad se han enfocado en la fase
folicular del ciclo estral, el desarrollo del foliculo ovulatorio, su produccion de
estrogenos y la duracion del estro (Hernandez-Cer6n et al., 1993; Bage,
2002;Sood et al., 2015). Las concentraciones suprabasales de progesterona
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durante el periodo periovulatorio prolongan la vida media del foliculo ovulatorio,
disminuyen la calidad del ovocito y reducen la fertilidad (Adams et al.,1992;
Bage, 2002). Niveles suprabasales de progesterona durante el desarrollo
folicular preovulatorio conducen al desarrollo de un foliculo persistente, la
reanudacion prematura de la meiosis y una alta incidencia de muerte
embrionaria en la etapa de 2 a 16 células (Inskeep, 2004). La induccion de
concentraciones suprabasales de progesterona después de la lutedlisis tiene
un impacto negativo en la fertilidad de vaquillonas (Duchens et al., 1995). Se ha
descrito una reduccién en el porcentaje de concepcion (46 vs 90 %), y un
aumento en el numero de inseminaciones (3,4 £ 0,6 vs 1,1 + 0,1) para el grupo
de vaquillonas con niveles suprabasales de progesterona comparado con el
grupo control (Duchens et al., 1995).

A pesar de que las concentraciones de progesterona regulan el recambio
folicular (Adams et al., 1992), con importantes repercusiones en la produccién
de estrégenos y en el desarrollo embrionario temprano, existen pocos trabajos
que estudien su evolucion durante la fase luteal y los hallazgos son
contradictorios. Bage (2002) no observé diferencias en la concentracion de
progesterona y el numero de ondas foliculares entre vacas subfértiles y
vaquillonas virgenes durante la fase luteal del ciclo. Mientras que Cummins et
al., (2012) reportaron que las vacas feértiles tienen un mayor volumen luteal,
asociado a mayores concentraciones circulantes de progesterona y menor
namero de ondas foliculares durante el ciclo respecto a vacas subfértiles.

Con respecto al RFA, estudios que evallan la poblacién de foliculos > 5 mm,
no encuentran diferencias en el recuento entre vacas fértiles y sub-fértiles
(Cummins et al., 2012). Sin embargo, como describiéramos anteriormente, la
poblacion de foliculos de 2 y 3 mm representan el 90% de la poblacién de
foliculos visibles en la superficie ovarica, por lo que seria muy relevante evaluar
ésta variable en modelos que estudien el sindrome de subfertilidad.

Debilidades de los modelos de estudio de la vaca subfeértil

El sindrome de subfertilidad ha sido estudiado utilizando diferentes modelos
experimentales. El grupo sueco ha comparado los parametros enddcrinos y de
desarrollo folicular en vacas subfértiles y vaquillonas virgenes para eliminar la
potencial presencia de enfermedades reproductivas (Bage et al., 2002). La
seleccidn de las vacas subfértiles se ha basado en el anélisis de informacion
muy detallada de datos reproductivos obtenidos en diferentes tambos
comerciales. Este modelo, ha permitido describir importantes cambios en la
fase folicular del ciclo estral, asociado a niveles suprabasales de progesterona.
Dada la dificultad en identificar vacas subfértiles, estas son en general mas
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viejas (2,4-4 vs 2-2,5 afos), y con mayor peso vivo (580 vs 478 kg) que las
vaquillonas control (Bage et al., 2002). La comparacién de animales que no son
contemporédneos, puede asociarse a la exposicion a diferentes planos
nutricionales durante la recria, y sus consecuentes efectos diferenciales en el
largo plazo. Ademas, dado que las vaquillonas control nunca han sido servidas,
se podrian estar utilizando como normales a vaquillonas potencialmente
subfértiles.

Por otra parte, Warnick y Hansen (2010) encontraron que las vacas subfértiles
no experimentaron tasas de ovulacion o fertilizacion reducidas, pero tuvieron
una mayor mortalidad embrionaria. Ademas, el aumento de la pérdida
embrionaria después del dia 34 contribuy6 a la subfertilidad.

Moore et al.(2014), caracterizaron la fertilidad de las vacas lecheras Holstein de
acuerdo a su merito genético para producciéon de leche en baja y alta fertilidad.
Se considerd una poblacién de animales limitada a una diferencia esperada de
progenie (DEP) para produccion de leche entre +200 y +900 kg y con mas de
un 75% de genética Holstein. De acuerdo a sus DEPs para produccion de
leche, las vaquillonas fueron definidas en baja fertilidad (Fert -) y alta fertilidad
(Fert +) basado en el intervalo entre partos. Los resultados demuestran la
existencia de mayores niveles circulantes de progesterona en vaquillonas de
alta fertilidad con respecto a las de baja fertilidad. Sin embargo, y a pesar de
gue el modelo lleva implicito cambios en el balance energético de las vacas, no
se describen las diferencias en las concentraciones de hormonas metabolicas
entre grupos.

Considerando la relevancia de la nutricion en etapas tempranas de la vida del
animal como factor determinante de la fertilidad futura, consideramos que los
estudios de subfertilidad requieren de una estrategia de largo plazo donde se
defina un animal subfértil en base a su propia performance reproductiva en la
fase juvenil y adulta
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El problema al que buscar aportar conocimiento esta tesis es la baja eficiencia
reproductiva de la vaca de cria en sistemas pastoriles extensivos, que limita la
productividad de la cadena céarnica nacional y comienza con la seleccion de los
reemplazos. Vaquillonas con pobre crecimiento y desarrollo alcanzan la
pubertad y se prefian tarde y repiten ésta caracteristica a lo largo de su vida,
reduciendo la produccién de carne del rodeo (Cushman et al., 2013). La curva
de crecimiento y desarrollo de las vaquillonas depende de nutricion pre y pos-
destete y se refleja en las concentraciones de hormonas metabdlicas. La
nutricion en etapas tempranas de la vida, tiene repercusiones de largo plazo,
ejerciendo un efecto de programacion de la funcionalidad del eje somatotrofico
(Guggeri et al., 2018). La GH y el IGF-I, tienen acciones en diferentes tejidos y
organos del cuerpo, actuando a nivel central (hipotalamo e hipdfisis), de
musculo y huesos y del tracto reproductivo (ovario y Utero, Figura 2)(Dupont et
al., 2014). El balance energético de los animales determina la deposicion de
grasa, que produce adipoquinas, con impacto directo en la edad a la pubertad
(Cardoso et al., 2018), el desarrollo folicular y ambiente uterino, estimulando el
desarrollo del embrion (Figura 2). El IGF-I, leptina y adiponectina, actian a
nivel ovarico estimulando el desarrollo folicular y regulando su capacidad
esteroidogénica (Dupont et al., 2014). Existe una relacion muy estrecha entre el
desarrollo y capacidad esteroidogénica del foliculo, y el tamafio y capacidad
esteroidogénica del cuerpo Iuteo que se forma luego de la ovulacién. La
progesterona, es la hormona que regula la funcién uterina promoviendo el
desarrollo embrionario temprano y su capacidad de inducir el reconocimiento
materno de la prefiez (Spencer et al., 2004). Recientemente se ha determinado
que el nimero de foliculos antrales y las concentraciones de hormona
antimileriana tienen una relacién positiva con la fertilidad y pueden utilizarse
como herramientas de seleccion de reemplazos (Ireland et al., 2008; Santa
Cruz et al., 2018). Por lo tanto, se requiere de estudios de largo plazo que
evallen en vacas contemporaneas con diferentes respuestas reproductivas y
sometidas a fluctuaciones estacionales y anuales en la oferta de forraje,
parametros de crecimiento y desarrollo, estructuras ovaricas y variables
enddcrinas, que ayuden a testar parte de las interacciones propuestas en la
Figura 2.
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Figura 2. Esquema que describe las interacciones entre la nutricion y las
hormonas metabdlicas producidas a nivel del higado (GH-IGF-1) y tejido
adiposo (Leptina-adiponectina), que afectan el crecimiento y desarrollo de las
terneras, con impactos a nivel central (cerebro-pituitaria) y en el tracto
reproductivo (ovarios-utero) y la produccion de hormonas (antimuleriana (AMH)
y progesterona) que determinan el desarrollo embrionario y el éxito
reproductivo.

HIPOTESIS

Las vacas subfértiles tienen un patron de crecimiento y desarrollo corporal mas
lento que las fértiles contemporaneas en su fase de desarrollo juvenil. Estas
diferencias se asocian a menores concentraciones de hormonas metabolicas
gue afectan el desarrollo de las estructuras ovaricas y su funcionalidad en la
edad adulta.

OBJETIVOS

1. Definir dos grupos de vacas contemporaneas: 1- fértiles y 2- subfértiles,
segun su desempefio reproductivo en las etapas juvenil y adulta

2. Evaluar retrospectivamente el desarrollo corporal de ambos grupos de
animales, en su fase de desarrollo juvenil.

3. Evaluar la altura de anca y composicién corporal en la edad adulta
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4. Evaluar las concentraciones de IGF-I y leptina durante el ciclo estral en
la etapa adulta

5. Evaluar el pool de foliculos antrales, el desarrollo del foliculo dominante,
el area del cuerpo y las concentraciones de progesterona y AMH durante
el ciclo estral en la etapa adulta.

ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

Nos planteamos un estudio longitudinal donde se evalu¢ la fertilidad de
animales contemporaneos en su fase juvenil de crecimiento y cuando
alcanzaron la madurez fisioldgica, comenzando el primer periodo de servicios a
los 25 y el segundo a los 60 meses de edad. La evolucion del peso vivo de los
animales se evalué retrospectivamente, una vez que estuvieron definidos los
grupos de vacas a los 76 meses de edad. Durante la mayor parte del
experimento (excepto el periodo de 30 a 46 meses de edad), las vacas
estuvieron sometidas a la misma oferta de forraje de campo natural, con sus
fluctuaciones estacionales y anuales (Alvez, 2014).

MATERIALES Y METODOS
Ubicacién y animales

Los procedimientos utilizados en este estudio fueron aprobados por el
Comité de Etica en el Uso de Animales Experimentales del Instituto Nacional
de Investigacién Agropecuaria (INIA) (CEUA 0009/11). El experimento se
realizé en las estaciones de investigacion "Glencoe" (S31 °, W42 °) y "Sede" (S
31 °, W 55°) del INIA (Tacuarembd), Uruguay.

Disefio experimental

El estudio comenz6 con un grupo contemporaneo de 92 vaquillonas Hereford
nacidas en el afio 2005, a las cuales se les realiz6 ecografia ovéarica una
semana antes de aplicar el tratamiento de sincronizacion en Noviembre 2007.
Ochenta y cuatro vaquillonas que estaban ciclando (presencia de cuerpo lateo
en la superficie ovérica) recibieron dos inyecciones de prostaglandina (PG) (20
Mg de éster metilico de 16- (3-clorofenoxi) -w-tetranor-trans-D2-PGF2,
DELPROSTENATO, Glandinex®, Universal Lab) administradas con 11 dias de
intervalo. A partir de las 48 horas de inyectada la segunda dosis de PG se
comenzo a detectar estro. Las vaquillonas fueron inseminadas por un
inseminador experimentado que utilizé semen congelado de buena calidad
(eyaculado con > 70% de espermatozoides normales y < 20% de
espermatozoides con anomalias primarias, tasas de movilidad pos-
descongelacién entre 50 a 70%) proveniente de dos toros de 24 meses de
edad. El periodo de inseminacién tuvo una duracién de dos meses y luego se

27



realizé el repaso con un toro apto desde el punto de vista reproductivo durante
30 dias. El diagnéstico de gestacion se realizé cada 30 dias desde el comienzo
del periodo de servicios con ecégrafo modo B equipado con una sonda lineal
de 5 MHz (Aloka SSD 500, Aloka Co., Ltd, Tokio, Japon). De las 84 vaquillonas
sincronizadas, 38 se prefiaron a la primera inseminacion (45%), 11 en la
segunda y tercera inseminaciones, y 19 en el repaso con toro, finalizando el
periodo de servicios con 68 vaquillonas prefiadas (81%) y 16 no prefiadas. Se
selecciono al azar un sub-grupo de vaquillonas que cumplieran con los
siguientes criterios de clasificacion: 1) fértiles, si se prefiaron a la primera
inseminacioén (n = 9); 2) repetidoras, si habiendo mostrando estro a intervalos
regulares de 18 a 24 dias, no concibieron luego de 3 servicios con
inseminacion artificial pero se prefiaron con el servicio de monta natural (n = 8);
y 3) infértiles, si habiendo mostrado estro a intervalos regulares de 18 a 24 dias
durante todo el periodo de inseminacién, no concibieron en el repaso con
monta natural (n = 8). Luego del diagndstico de gestacion final (30 dias de
retirados los toros), las vaquillonas infértiles fueron separadas del resto del
rodeo. A las vaquillonas prefiadas de los grupos fértiles y repetidoras se les
aplicé destete precoz a los 120 dias pos-parto (40 meses de edad) y se les
realiz6 un manejo nutricional para aumentar el peso vivo (fértiles: 429 + 11 kg;
repetidoras: 435 + 7 kg) y la condicién corporal (fértiles: 4,9 £+ 0,2 unidades;
repetidoras: 4,8 = 0,2 unidades), a niveles similares a los de las vacas del
grupo infértiles (459 + 15 kg; infértiles y 4,9 + 0,1 unidades) por un periodo de 6
meses (46 meses de edad) momento a partir del cual todas las vacas fueron
manejadas en forma conjunta. A los 60 meses de edad comenz6 el segundo
periodo de servicios con las 25 vacas seleccionadas segun el criterio descrito
anteriormente. Luego de comprobar que las vacas estuvieran ciclando por
ecografia, se sincronizaron con dos inyecciones de prostaglandina a intervalo
de 14 dias y fueron inseminadas con semen congelado de buena calidad (3
oportunidades) o se realiz6 monta dirigida con un toro apto desde el punto de
vista reproductivo (2 oportunidades). A los 30 dias de efectuado cada servicio
se realizd el diagnostico de gestacion mediante ecografia transrectal para
visualizar la presencia o ausencia del embrién y actividad ovérica. Al momento
del diagnéstico se les inyectd prostaglandina a todas las vacas para inducir el
aborto y / o la manifestacion estral. A las 2 semanas de inducir el abortoy / o el
estro, el tracto reproductivo de las vacas se evalué mediante ecografia, para
confirmar la presencia de un cuerpo luteo (CL) y la ausencia de contenido
uterino. Se permitié un intervalo de 6 a 8 semanas entre el aborto inducido y/o
el estro y el siguiente servicio, hasta alcanzar los 5 servicios planificados (60 a
76 meses de edad). Una vez finalizado el segundo periodo de servicios en la
edad adulta, las vacas fueron reclasificadas en: 1) fértiles, vacas clasificadas
como fértiles en el primer periodo de servicios que quedaron prefadas en =
tres de cinco oportunidades en el segundo periodo de servicios (n = 5); 2)
subfértiles, vacas clasificadas como repetidoras o infértiles en el primer periodo
de servicios que quedaron prefadas en < dos de las cinco oportunidades en el
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segundo periodo de servicios (n = 6). De las 25 vacas que comenzaron el
segundo periodo de servicios finalizamos con 11 porque algunas no se
prefiaron (n=6), y otras tuvieron problemas sanitarios (n=3) 0 no cumplieron
con las definiciones para ingresar en los grupos definitivos (n=5). El estudio de
las caracteristicas enddcrinas y de las estructuras ovaricas de las vacas fértiles
y subfértiles durante el ciclo estral se realiz6 a partir de los 90 meses de edad.
Para simplificar la comprension del disefio experimental longitudinal (Figura 3),
se definieron dos etapas: juvenil: desde el nacimiento hasta el diagndstico de
gestacion realizado 30 dias después de finalizado el primer periodo de
servicios (0 a 29 meses, destete a los 5,8 + 0,26 meses de edad) y de
madurez: desde el final del primer periodo de servicios hasta que se realiz6 el
experimento (30 a 90 meses de edad).

ETAPAS
JUVENIL MADUREZ

1 2 3

0 25 40 G0 TG 90

Edad (meses)

Figura 3: Descripcidn del disefio experimental longitudinal realizado para
seleccionar a los 76 meses de edad a los grupos de vacas fértiles (n=5) y
subfértiles (n=6). Se describe una Etapa Juvenil (0 a 29 meses de edad) y una
de madurez (30 a 90 meses de edad). A los 90 meses de edad se realiz6 la
caracterizacion enddcrina y de las estructuras ovaricas en ambos grupos de
animales.1= primer periodo de servicios de los 25 a los 27 meses de edad, 2=
segundo periodo de servicios de los 60 a los 76 meses de edad; 3=
caracterizacion enddécrina y de estructuras ovaricas durante el ciclo estral a los
90 meses de edad.

Caracterizacién endocrina y de las estructuras ovaricas

A los 90 meses de edad, todas las vacas (n=11) se sincronizaron con dos
inyecciones de prostaglandina (150 ug de D-cloprostenol, Dalmaprost®, Fatro,
Montevideo, Uruguay) con 14 dias de diferencia y se observaron cada 12 horas
para detectar signos de comportamiento estral. La deteccidn del estro se
realizé dos veces al dia alas 7 a.m. y alas 7 p.m. durante 30 minutos. Una
vaca con inmovilidad a la montada fue considerada en estro.

Se realizaron exadmenes ecograficos de los ovarios usando equipo modo B en
tiempo real con una sonda lineal de 7,5 MHz (Aloka SSD 500, Aloka Co., Ltd,
Tokio, Japdn). Las ecografias ovaricas fueron realizadas por el mismo operador
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cada ocho horas después de la segunda inyeccion de prostaglandina para
establecer el dia de la ovulacion (dia 0, determinado por la desaparicion del
foliculo méas grande) y para evaluar el desarrollo folicular durante un ciclo
ovulatorio completo y los siete primeros dias del ciclo siguiente. Las estructuras
ovaricas (foliculos y cuerpo luteo (CL) se dibujaron en mapas individuales
manteniendo su relacion espacial, y se registraron en fotos y videos con la
identificacion de cada animal. Los ovarios se exploraron en los planos medial y
latero dorsoventral para determinar el nimero total de foliculos, la posicion y el
diametro de cada foliculo y el area del CL. El tamafio folicular se midié en su
eje transversal, mientras que para evaluar el area de CL, se consideraron las
dimensiones horizontal y vertical (Kastelic et al., 1990). Si el CL tenia una
cavidad, se midi6 en dos dimensiones y se resto6 al area total del CL. Los
foliculos se clasificaron como pequefios (2 a 5 mm), medianos (6 a 9 mm) y
grandes (=10 mm).

El dia de emergencia de una onda se definid como el dltimo dia, en el que el
foliculo destinado a convertirse en el foliculo mas grande para esa onda se
identifico retrospectivamente con un diametro de 4 0 5 mm (Evans et al., 1994).
La informacion de la primera onda y ultima onda del ciclo se usé en todas las
vacas para analizar el perfil de crecimiento de los foliculos dominantes, porque
no todas las vacas desarrollaron tres ondas foliculares durante el ciclo estral.
Para cada onda del ciclo, se determiné el dia del recuento méaximo de foliculos
antrales (RMFA, foliculos de 2-5 mm). Se colectaron muestras de sangre para
determinaciones hormonales mediante venopuncion yugular diaria desde el dia
de la segunda inyeccion de prostaglandina hasta el final del experimento
utilizando tubos vacutainer con heparina (Vacutest®, VacutestKima,
Arzergrande, Italia) y agujas estériles. Las muestras se centrifugaron durante
10 minutos a 1500 g y el plasma se almacend a -20 ° C hasta que se analiz6 el
contenido de hormonas.

Determinaciones hormonales

Las concentraciones de progesterona se estimaron utilizando un RIA de fase
sélida directa (COAT-A-COUNT Progesterona, SIEMENS, Los Angeles, EE.
UU.). El limite de deteccidn analitica del ensayo fue de 0,02 ng / mL. Los
coeficientes de variacion intraensayo para dos muestras control (bajo: 0,52 ng /
mly alto: 18,2 ng / ml) fueron 17,1% y 12%, respectivamente, y los coeficientes
de variacion interensayo fueron 16,6% y 13,4%, respectivamente. Las
concentraciones de adiponectina se midieron con un kit de RIA comercial
(HADP-61 HK, Millipore, EE. UU.) utilizando muestras de plasma sin diluir
(Astessiano et al., 2015). El limite de deteccion analitica del ensayo de
adiponectina fue de 1,54 ng / mL. Los coeficientes de variacién intraensayo
para las dos muestras control (bajo: 11,3 ng / mL y alto: 87,4 ng / mL) fueron
28,0% y 26,6, respectivamente. Las concentraciones de IGF-I se midieron
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usando ensayos inmunoradiométricos (IRMA) con el kit comercial IGF-I-RIACT
CisBio International, GIF-SUR YVETTE CEDEX, Francia) utilizados
previamente en bovinos (Astessiano et al., 2015). Para IGF-I, el limite de
deteccién del ensayo fue 0,3 ng / mL y los coeficientes de variacion intraensayo
para las dos muestras de control (bajo: 48,8 ng / mL y alto: 656,6 ng/ mL)
fueron 9,6% y 15,9%, respectivamente. La concentracion de hormona
antimilleriana se determiné solo el dia del RMFA para cada onda folicular
utilizando el kit ELISA AL-114 (AnshLabs, Texas, EEUU), que fue validado
previamente para el ganado bovino (Ireland et al. 2008). La sensibilidad del
ensayo fue de 0,011 ng / ml. EI CV intraensayo para el control bajo 1 (0,28 ng /
mL) y alto (0,97 ng / mL) fueron 15,7% y 8,6%, respectivamente.

Fecha de nacimiento, peso vivo, composicién, condicién corporal y altura de
anca

Una vez definidos los grupos experimentales a los 76 meses de edad (fértiles
n=5 y subfértiles n=6), se estudiaron retrospectivamente la fecha de nacimiento
y la evolucion de peso de las vacas de ambos grupos. Las vacas fértiles
nacieron en promedio 32 dias antes (28/8 al 9/10/2005) que las vacas
subfértiles (13/9 al 1/12/2005). Para realizar ésta evaluacion contabamos con
registros de peso vivo cada tres o cuatro semanas, desde el nacimiento. Las
evaluaciones de peso vivo continuaron realizandose cada 4 semanas de los 76
a los 90 meses de edad, utilizando una balanza electronica (TRU-TEST XR
3000). Los pesos siempre fueron tomados sin ayuno previo y en las primeras
horas de la mafiana. A los 90 meses de edad, la composicién corporal se
estimo por ecografia evaluando el espesor de la grasa subcutanea (sobre el
musculo dorsal largo entre la 122 y la 132 costilla, mm), el marmoreado
(porcentaje de grasa intramuscular dentro del masculo dorsal largo) y el area
del ojo de bife (area del musculo dorsal largo; cm?) y espesor de la grasa en el
anca (profundidad del tejido graso en la interseccion de los musculos Gluteus
medius y Biceps femoris en la region de la cadera expresada en mm). Las
mediciones se realizaron usando un ecografo modo B en tiempo real con un
transductor lineal de 3.5 MHz (AlokaSSD 500, Aloka Co., Ltd, Tokio, Japén) y
almacenado en una computadora portatil (Houghton & Turlington, 1992). Estas
imagenes se analizaron utilizando el software Biosofts (Bio-tronics Inc., Ames,
lowa, EEUU) (Guggeri et al., 2014). La altura de anca se midio a los 44, 60 y 90
meses de edad, con una regla en el punto directamente sobre los huesos de la
cadera, con el animal de pie en un piso nivelado.

Andlisis estadisticos

Se realizaron analisis univariados en todas las variables para identificar valores
atipicos e inconsistencias y para verificar la normalidad de los residuos. Datos
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continuos con medidas repetidas (peso vivo, aumento de peso diario y
condicidn corporal, concentraciones de progesterona, adiponectina, IGF-1y
AMH, tamafio de foliculos dominantes y subordinados, nimero de foliculos de
2 a5 mm y foliculos totales, &rea del CL y altura de cadera) se compararon
mediante andlisis de varianza, utilizando el procedimiento mixto disponible en
SAS (SAS 9.0, SAS Institute Inc., Cary, NC, EE. UU., 2002). El nimero de
foliculos de 2 a 5 mm se estudi6 el dia del RMFA, y su correlacion con las
concentraciones de AMH fue analizada utilizando PROC CORR disponible en
SAS. Para el estudio de las concentraciones de progesterona, el ciclo
ovulatorio se dividié en 3 fases: 1) la fase folicular, desde el dia -3 a 0 (dia 0 =
ovulacion); 2) la fase litea temprana, del dia 1 al 7, y 3) la fase lutea media a
tardia, de 8 a 18 dias del ciclo. Los dos efectos principales estudiados en el
modelo fueron el grupo y la observacion (dia o mes) y la interaccion
grupo*observacion, utilizando al animal como efecto aleatorio. Para las
variables como el peso vivo y el aumento diario de peso, la edad al destete se
utilizé como covariable. El peso vivo fue estudiado considerando la fase juvenil
y de madurez en el modelo. El tipo de estructura de covarianza utilizada se
eligié segun el criterio de informacion de Akaike (AIC). Se eligio el modelo con
el AIC mas bajo. El procedimiento GLM de SAS se utilizé para analizar las
variables continuas sin mediciones repetidas a lo largo del tiempo (variables de
composicién corporal, nimero de ondas foliculares, area de CL, duracion del
ciclo, intervalo estro-ovulacién). Los datos se presentan como medias + EE
agrupadas y las diferencias se consideraron significativas cuando P <0,05 y las
tendencias se identificaron cuando P> 0,05 y P<0,10.

RESULTADOS

Peso vivo y ganancia diaria de peso en las etapas juvenil y de madurez

El peso vivo desde el nacimiento hasta los 29 meses de edad (Etapa juvenil) se
vio afectado por el grupo (P <0,05). Las vacas fértiles (140 + 8,6 kg) fueron méas
pesadas al destete que las subfértiles (106 + 7,8 kg). La interaccién grupo*
observacioén fue significativa (P <0,05; Figura 4A). La ganancia de peso en este
periodo estuvo afectada por el grupo (P <0,05), teniendo las vacas fértiles
mayores ganancias de peso (0,537 £ 0,03 kg / dia) que las vacas subfértiles
(0,456 + 0,02 kg / dia). Desde el diagndstico de gestacion hasta el segundo
periodo de servicio (Etapa de madurez), el efecto grupo no fue significativo,
pero hubo un efecto significativo para la interaccion grupo*observacion (P
<0,05), ya que el peso vivo de las vacas subfértiles fue mayor de los 39 a 42
meses de edad que el de las vacas fértiles (Figura 4B).
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Figura 4. Evolucion del peso vivo (Media + EE) desde el nacimiento hasta los
76 meses de edad de las vacas fértiles (m) y subfértiles (o). A) Fase Juvenil:
desde el nacimiento hasta el diagnostico definitivo del primer periodo de
servicios (0 a 29 meses de edad). B) Fase de madurez: desde el diagndstico
definitivo hasta finalizado el segundo periodo de servicios (30 los 76 meses de
edad) * = diferencias significativas entre los grupos (P <0,05).

Altura de anca, masculo y grasa en la fase de madurez

La altura de anca no fue diferente para las vacas fértiles y subfértiles en el
periodo de estudio, pero aumento de los 44 (125 + 1,6 cm) a los 60 meses (129
+ 1,6 cm, P <0,05) y permanecio sin cambios hasta los 90 meses de edad
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(128+ 1,6 cm). El marmoreado (6,1 + 0,4%) y el espesor de la grasa del anca
(16,8 £ 4,5 mm) no fueron diferentes en las vacas fértiles y subfértiles. Sin
embargo, el &rea del ojo de bife fue mayor en las vacas fértiles (76,7 + 3,1 cm?)
que en las subfértiles (66,9 + 2,9 cm?; P <0,05) y las vacas fértiles (11,1 + 2,5
mm) tendieron a tener mas grasa subcutdnea que las vacas subfértiles (8,7 £

2,3 mm; P <0,1).

Concentraciones de progesterona, area del cuerpo lateo y dinamica folicular en

la etapa de madurez

Las concentraciones plasmaticas de progesterona no fueron diferentes durante
la fase folicular y la fase luteal temprana entre las vacas fértiles y subfértiles,
pero fueron mayores en la fase luteal media-tardia del ciclo en las subfértiles
que en las fértiles (P <0,05) (Figura 5A). No se encontraron diferencias en el
area del CL (Tabla 1). El diametro del foliculo ovulatorio no fue diferente entre
vacas subfértiles (13,4 + 1,15 mm, Figura 5B) y vacas fértiles (14,3 + 1,68 mm,
Figura 5C) en la segunda ovulacién. El efecto del grupo y la observacion y su
interaccion no fueron significativos. No se observaron diferencias en el niamero
de ondas foliculares, la duracioén del ciclo estral y el intervalo estro-ovulacion
entre las vacas fértiles y subfértiles (Tabla 1).

Tabla 1. Numero de ondas foliculares, area del cuerpo lateo, duracién del ciclo
estral e intervalo estro-ovulacion en el grupo de vacas fértiles y subfértiles

Grupo Fértiles Subfértiles
(n=5) (n=6)
Ondas foliculares (n) 3,0+0,1 28+0,1
Area del cuerpo Iateo (mm?) 32321 311 +19
Duracion del ciclo estral (dias) 20,4 +£0,9 21,2+0,8
Intervalo estro- ovulacion (dias) 26 %05 25+05

(Media £ EEM).
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Figura 5. (A) Concentracién de progesterona en plasma (Media + EE) desde el
dia de la segunda prostaglandina (dia -5) hasta el dia 7 del siguiente ciclo inter-
ovulatorio en vacas subfértiles (o, n = 6) y fértiles (m, n = 5). Los asteriscos
indican diferencias significativas entre grupos. (B) Numero de foliculos totales
(22 mm) durante el ciclo inter-ovulatorio en vacas subfértiles (barras blancas) y
fértiles (barras negras). (C) Patrén de crecimiento de los foliculos ovulatorios (o
y @), foliculo dominante de la primera (¢ y ¢) y segunda onda del ciclo (Ay A),
y foliculo dominante de la primera onda del siguiente ciclo (m y o). La primera
ovulacion (*) fue inducida por la inyeccion de dos dosis de prostaglandina y la
segunda (*) ocurrio en forma espontanea.
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Recuento maximo de foliculos antrales y concentraciones de AMH en la etapa
de madurez

Los resultados sobre el RMFA (2 a 5 mm) y las concentraciones de AMH para
cada onda durante el ciclo estral se presentan en la Tabla 2. Los foliculos de 2
a 5 mm de diametro representaron el 90,0 + 1,2% de la poblacion folicular total.
No se encontraron diferencias entre los grupos en ninguna de estas dos
variables. La correlacién entre RMFA y AMH no fue significativa (r2 =0,2; P =
0,2).

Tabla 2. Recuento maximo de foliculos antrales (RMFA, foliculos 2-5 mm) y
concentraciones de hormona antimuleriana (AMH, ng / mL) para cada onda
folicular (1 a 3) en vacas fértiles y subfértiles durante un ciclo estral a los 83
meses de edad (Media + EE).

Grupo Onda RFMA AMH (ng/mL)
Fértiles 1 106 +1,1 0,44+0,1

2 10,0+1,1 0,44+0,1

3 9,0£1,1 0,36 £ 0,1
Subfértiles 1 8,0+0,9 0,46+ 0,1

2 89+1,2 0,40+0,1

3 10,7+1,0 0,41+ 0,1

IGF-1 y adiponectina en la etapa de madurez

Las concentraciones de IGF-I fueron mayores en vacas fértiles (160 + 4.3 ng/
mL) que en las subfértiles (148 + 4.0 ng / mL) (P > 0.05) y la interaccién grupo*
observacion tendi6 a ser significativa (P > 0.07) (Figura 6A).

Las concentraciones de adiponectina fueron mayores en las vacas fértiles (7,5
+ 0,5 ng / mL) que en las subfértiles (5.9 £ 0, 5 ng / mL, P <0.05), pero no se
observo efecto de la observacion, ni de la interaccion grupo*observacion
(Figura 6B).
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Figura 6. Concentraciones plasmaticas de IGF-1 (A) y adiponectina (B) en las
vacas fértiles (m, n = 5) y subfértiles (o, n = 6) durante un ciclo ovulatorio

(Media + EE).

DISCUSION

La hipoétesis de que la fertilidad en la etapa de madurez estaria relacionada con
variables que describen el crecimiento y el desarrollo en la etapa juvenil fue
aceptada. Las vacas fértiles tuvieron una mayor ganancia de peso y peso vivo
durante la etapa prepuberal, asi como una mayor area del ojo de bife y grasa

37



en la etapa de madurez en comparacion con las vacas subfértiles. En la etapa
de madurez las vacas fértiles tuvieron concentraciones de progesterona mas
bajas que las subfértiles, pero esta diferencia no se asocié con el tamafio del
foliculo ovulatorio ni del CL, y no promovié cambios en la dinamica folicular, el
namero de foliculos antrales y las concentraciones de AMH. Las diferencias en
composiciéon corporal estuvieron asociadas con mayores concentraciones de
IGF-I y adiponectina en las vacas fértiles respecto a las subfértiles.

Las vacas fértiles nacieron mas temprano, crecieron mas rapido desde el
nacimiento hasta el destete, fueron mas pesadas al destete y las diferencias en
el peso vivo se mantuvieron durante casi toda la etapa juvenil. Estas
diferencias en el crecimiento fueron aun significativas cuando la edad al destete
se utiliz6 como covariable en el modelo, para tener en cuenta su efecto en la
trayectoria de crecimiento de las terneras (Vifioles et al., 2013). Trabajos
recientes describen que vacas que nacen mas tarde, crecen mas lento desde el
nacimiento al destete, son menos eficientes y tienen una menor AOB (Roberts
et al., 2017). Nuestros resultados refuerzan la importancia de la fecha de
nacimiento de las terneras de reemplazo por dos motivos: 1) la ventaja en la
edad al destete y 2) el mejor ajuste de la curva de produccién de forraje con la
curva de lactacion de las madres (Soca y Orcasberro, 1992). Ambos motivos
ayudan a explicar la ventaja en el peso al destete de las vacas fértiles respecto
a las subfértiles. El impacto del plano nutricional a edades tempranas en el
peso vivo hasta los 18 meses de edad ha sido previamente reportado (Berge,
1991). En éste trabajo, el mayor desarrollo corporal de las vacas fértiles en la
etapa juvenil se asocié con una mayor area del ojo de bife en la etapa de
madurez, en comparacion con las vacas subfértiles. La razon de esta diferencia
podria ser la mayor deposicién de musculo en el periodo prepuberal, cuando
las vacas fértiles crecieron a un ritmo mas rapido en comparacién con las
vacas subfértiles (Owens et al., 1993). La tasa de ganancia de peso en etapas
tempranas en la vida (dos a cinco meses) se ha asociado con una mayor area
del ojo de bife en el momento del destete, probablemente explicada por una
mayor expresion de ARNm para GH en el higado y mayores concentraciones
circulantes de IGF-1 (Guggeri et al., 2014, 2018). Por otra parte, en el primer
periodo de servicios, las vaquillonas que recibieron un mayor plano nutricional
tenian mayores concentraciones de progesterona y una mayor expresion de
ARNmM de IGF-I en el utero, compatible con un mejor ambiente para el
desarrollo embrionario temprano (Guggeri et al., 2018). Este hallazgo es
relevante y sugiere la ocurrencia de una programacion metabdlica en
vaquillonas para carne. En la etapa de madurez, la disminucion en el peso vivo
de las vacas fértiles en comparacién con las subfértiles se restringié al periodo
de 39 a 42 meses de edad, ya que sélo la mitad de las vacas subfértiles
parieron durante este periodo. La caida mas pronunciada en el peso vivo en
vacas feértiles versus subfértiles fue debido al estado de lipomovilizacién
inducido por los mayores requerimientos del altimo tercio de gestacion y el
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inicio de la lactancia (Quintans et al., 2010; Astessiano et al., 2012; Soca,
2014). Es importante enfatizar que ambos grupos de animales fueron
alimentados diferencialmente después del destete de su primer ternero, para
que pudieran alcanzar un desarrollo corporal similar, y también que
mantuvieron el peso durante al menos 6 meses, para eliminar el efecto de corto
plazo del balance energético negativo en el eje reproductivo (Britt, 1992). Los
resultados de éste experimento resaltan la relevancia de la programacion del
desarrollo en la eficiencia reproductiva de las vacas, a través del impacto de
largo plazo que tiene la mayor tasa de ganancia pre-destete y el mayor peso al
destete en la clasificacion de las vacas en fértiles o subfértiles en la etapa de
madurez. Por lo tanto, terneras nacidas mas temprano y mas pesadas al
destete deberian de seleccionarse como reemplazos para ingresar al rodeo de
cria en nuestros sistemas pastoriles, ya que redundaran en su mayor
productividad y longevidad (Cushman et al., 2013; Roberts et al., 2017).

En este experimento, las vacas fértiles y subfértiles tuvieron concentraciones
de progesterona similares en la fase folicular del ciclo estral pos-sincronizacion,
lo que no concuerda con reportes previos (Bage et al., 2002), que describen
concentraciones suprabasales de progesterona en vaquillonas subfértiles
durante este periodo. Las diferencias podrian deberse al tipo de vaca (lechera
VS. vaca para carne) y a la estrategia experimental utilizada, que incluye la
edad de los animales en ambos experimentos (vaquillonas virgenes vs.
vaquillonas repetidoras en su caso y animales contemporaneos cuya fertilidad
fue evaluada durante el desarrollo y cuando alcanzaron la edad adulta en
nuestro caso). Por otra parte, la metodologia utilizada para medir las
concentraciones de progesterona en ambos experimentos fue diferente
(luminiscencia inmunoensayo vs un kit de radioinmunoensayo fase sélida), y en
las vaquillonas repetidoras hubo una gran variabilidad en las concentraciones
de progesterona durante la fase folicular del ciclo (Bage et al., 2002). Por lo
tanto, sugerimos que las diferencias en las concentraciones de progesterona
durante la fase folicular del ciclo probablemente no sean la principal alteracion
endocrina en las vacas subfértiles. En concordancia con éstos hallazgos, no
observamos ningun impacto en la vida media o en el diametro del foliculo
ovulatorio en nuestro estudio, por tanto, no serian esperables cambios en la
calidad de los ovocitos que pudieran explicar las diferencias en fertilidad entre
los grupos de vacas (Mihm et al., 1994; Revah y Butler, 1996).

En la fase lutea temprana no hubo diferencias en las concentraciones de
progesterona entre los grupos, pero en la fase luteal media a tardia (dias 8 a
18) las concentraciones de progesterona fueron mas bajas en las vacas fértiles
que en las subfértiles. Estos hallazgos contrastan con el trabajo previo de Bage
et al. (2002), quienes encontraron que las concentraciones de progesterona no
difirieron entre vaquillonas subfértiles y vaquillonas virgenes en la fase Iuteal.
Otros autores, utilizando un modelo en que seleccionan animales de similar
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meérito genético para produccion de leche pero diferente para fertilidad,
observan que las concentraciones de progesterona son 34% superiores en la
fase luteal media (dia 5 a 13) en vacas fértiles respecto a las sub-fértiles
(Cummins et al., 2012). En nuestro estudio, las diferencias en las
concentraciones circulantes de progesterona no se relacionaron con diferencias
en el area del CL (Adams et al., 1992), medicion que se ha utilizado como
indicador de las concentraciones periféricas de progesterona en vaquillonas
Holstein nuliparas (Kastelic et al., 1990). Nuestros resultados contrastan con
los de Cummins et al. (2012), quienes reportan un volumen 16% superior del
CL en vacas feértiles respecto a las subfértiles. Por lo tanto, el tamafio del CL no
explica 100% lo cambios en las concentraciones circulantes de la hormona.
Una explicacién alternativa podria ser que las vacas fértiles retuvieron
progesterona en el tejido adiposo, lo que habria disminuido las concentraciones
plasmaticas de la hormona, teniendo en cuenta su naturaleza liposoluble
(Rodrigues et al., 2011). Sin embargo, la diferencia en espesor de grasa
observada entre las vacas fértiles y subfértiles solo tendié a ser significativa, y
la variacion en la medicion de ésta variable cuestiona la solidez de éste
argumento. Otra explicacion seria la mayor velocidad de metabolizaciéon
hepatica de la hormona, como se ha descrito en vacas lecheras lactantes,
asociada a una mayor tasa de ingestion de alimento (Sangsritavong et al.,
2002). Sin embargo, esto parece poco probable en este estudio, considerando
que las vacas fértiles y subfértiles no estaban en lactacion, tenian un peso vivo
similar y su dieta base era forraje del campo natural. Finalmente, las menores
concentraciones de progesterona circulantes en vacas fértiles respecto a las
subfértiles pueden no reflejar las concentraciones hormonales a nivel
endometrial. Los receptores en las células diana concentran las hormonas en
los téjidos. En ovejas subnutridas se ha demostrado que concentraciones mas
altas de progesterona en sangre se asociaron con un menor contenido de
receptor de progesterona endometrial, menor concentracion de la hormona y
mayor mortalidad embrionaria respecto a las ovejas del grupo control (Lozano
et al., 1998; Sosa et al., 2004; Abecia et al., 2015). Por lo tanto, se necesitan
mas estudios para explicar el significado de las menores concentraciones de
progesterona en vacas seleccionadas por mayor fertilidad.

A pesar de las mayores concentraciones de progesterona durante la fase luteal
media a tardia en vacas subfértiles, no se observaron diferencias en el nimero
de ondas foliculares entre los grupos. Adams et al. (1992) demostraron que una
dosis alta de progesterona suprimia el foliculo dominante mas que la dosis
fisiologica cuando se administraba durante su fase de crecimiento, induciendo
asi un recambio folicular mas rapido. En éste sentido, las diferencias en
concentraciones de progesterona reportadas por Cummins et al., (2012) se
asociaron con un menor numero de ondas y un ciclo de menor duracion en
vacas fértiles respecto a las subfértiles. En éste trabajo, las caracteristicas del
foliculo preovulatorio y el intervalo estro-ovulacion fueron similares entre vacas
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fértiles y subfértiles en contraste con hallazgos previos (Bage, 2002;
Gustafsson y Emanuelson 2002a; Maurer y Echternkamp, 1985; Moss et al.,
2002). Ademas, el RMFA por onda fue similar entre los grupos. Los resultados
similares en esta variable pueden estar relacionados con la edad de los
animales en el momento de realizar del RMFA (90 meses), ya que la mayoria
de la informacion que asocia RMFA vy fertilidad utilizé vaquillonas antes de su
primer servicio con 14 meses de edad. El efecto de la edad en la disminucion
de la poblacion de foliculos antrales se ha descrito anteriormente (Cushman et
al., 2009), y podria ademas estar asociada con el reducido nimero de animales
utilizado en este experimento, que se explica en parte por la duracion del
experimento. Sin embargo, Cummins et al. (2012), reportan que el niumero de
foliculos = 5 mm fue similar entre vacas fértiles y subfértiles, aunque el punto
de corte utilizado por éstos autores reduce sustancialmente el pool de foliculos
evaluados. Las concentraciones de AMH fueron similares entre los grupos, y la
correlacion con el RMFA no fue significativa, o que sugiere que estas variables
pueden no ser buenos marcadores de fertilidad en animales adultos.

En nuestro estudio, utilizando vacas de 90 meses de edad de similar peso vivo,
aun observamos diferencias en las concentraciones de IGF-I entre grupos. Las
diferencias mas marcadas se observaron en los dias 9 a 11 del ciclo estral,
momento critico del crecimiento embrionario y produccion de la sefial de
reconocimiento materno de la prefiez (Sequeira et al., 2015). Este resultado es
muy relevante, y refuerza el concepto de que el funcionamiento del eje
somatotréfico puede programarse en etapas tempranas de la vida asociado a
diferente planos nutricionales (Guggeri et al., 2018). Estudios sobre la
expresion diferencial de ARNm de IGF-I y Il en el endometrio, podrian agregar
informacion muy relevante sobre el medio ambiente uterino en que se
desarrollan los embriones de vacas fértiles y subfértiles, y ayudar a explicar las
diferencias entre grupos de vacas.

En nuestro estudio, las concentraciones de adiponectina fueron mayores en las
vacas fértiles respecto a las subfértiles subfértiles, de acuerdo con lo que se ha
sugerido anteriormente en humanos (Toulis et al., 2009; Maillard et al., 2010) .
Esto ocurrié asociado a una tendencia a que las vacas fértiles tuvieran mas
espesor de grasa subcutanea, respecto a las subfértiles. Sin embargo, se ha
reportado que el tejido adiposo que produce la mayor proporcion de
adiponectina circulante en vacas lecheras es el visceral, que no fue evaluado
en éste estudio (Sauerwein & Haul3ler, 2016). Por lo tanto, se necesitan mas
estudios con un mayor numero de vacas y evaluaciones que permitan predecir
la grasa corporal total, para evaluar las interacciones hormonales
mencionadas.
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CONCLUSIONES

o Las vacas subfértiles nacieron mas tarde y tuvieron una menor tasa de
ganancia de peso y peso vivo al destete y durante la etapa juvenil
respecto a las fértiles.

o Este retraso en el crecimiento y desarrollo en la etapa juvenil se asocid
con una menor deposicion de musculo y grasa en etapa de madurez.

o En la etapa de madurez la vacas subfértiles en comparacién con las
fértiles tuvieron:

o Una mayor concentracion de progesterona circulante durante
la fase luteal del ciclo estral, que no afectd el nUmero de foliculos
antrales, las concentraciones de AMH, la dinamica folicular y las
caracteristicas del foliculo ovulatorio.

o Menores concentraciones de IGF-1 y adiponectina durante la
fase luteal media

PERSPECTIVAS A FUTURO

La eficiencia reproductiva es una caracteristica de muy alta relevancia
econOmica para los productores criadores y comienza a definirse con la
seleccién de los reemplazos (Wiltbank, 1994). Los resultados de éste trabajo
claramente demuestran que la etapa juvenil, particularmente en el periodo pre-
destete, marca cambios en el funcionamiento de tejidos y érganos que
determinan la fertilidad en la etapa de madurez. Los cambios que ocurren en
etapas tempranas de la vida no pueden ser compensados posteriormente,
aungue las vacas alcancen pesos vivos similares en la etapa de madurez.
Estudios longitudinales de éste tipo son muy valiosos y potentes, pero tiene el
inconveniente de requerir un elevado nimero de animales desde el inicio. Por
lo tanto requieren de una planificacion muy detallada y entender los cuellos de
botella de los mismos, experiencia que se adquirié en ésta oportunidad.
Algunos cambios enddcrinos observados en las vacas subfértiles, como los
mayores niveles de progesterona, son contradictorios con una menor fertilidad
de éste grupo de vacas. Por lo tanto, se requieren estudios mas detallados de
histologia del cuerpo lateo y/o expresion genica de receptores endometriales
para explicar éstas aparentes contradicciones. Otro aspecto relevante en
sistemas pastoriles son los estudios de consumo de forraje y el impacto de las
interacciones sociales que pueden generar diferencias nutricionales y
metabdlicas asociadas a la respuesta reproductiva. Mas estudios longitudinales
con el agregado de variables que ayuden a explicar diferencias en eficiencia
reproductiva entre grupos de vacas permitiran generar conocimiento relevante
para el manejo reproductivo del rodeo de cria en condiciones pastoriles.
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