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RESUMEN

Las infecciones uterinas posparto (metritis y endometritis) impactan negativamente el
desempefio productivo y reproductivo en rodeos lecheros. El efecto de la infeccion uterina
sobre las estructuras uterinas y ovaricas, perfiles metabolicos y marcadores inflamatorios
no estad completamente comprendido. En esta tesis se realiz6 un experimento en bovinos
de leche para evaluar los cambios en las estructuras ovéricas y uterinas durante los
primeros 43 dias posparto (DPP) causados por infecciones uterinas sin sintomatologia
sistémica. Se utilizaron vacas primiparas Holstein (n = 36) monitoreadas a los -8 dias
preparto, durante el parto y a los 9, 15, 22, 29, 36 y 43 DPP para determinar, parametros
de perfil metabdlico, comportamiento de parto, descarga vaginal, porcentaje de células
polimorfonucleares endometriales, diametro de cuerno y arteria uterinos, espesor
endometrial, nimero total de foliculos antrales, didmetro del foliculo dominante, y cuerpo
luteo (CL), dias a primera ovulacion y el flujo sanguineo del foliculo dominante. Los
pardmetros sanguineos considerados fueron progesterona, NEFA, BHB, insulina, IGF-I,
albdmina, haptoglobina y calcio. Datos de peso vivo y produccion de leche fueron
registrados. Luego, para los analisis retrospectivos, los animales fueron agrupados en
vacas sanas y enfermas (con diagndéstico clinico de infeccion uterina). En general, 41.7
% (15/36) de los animales fueron diagnosticados con infeccidn uterina a los 15 DPP. La
citologia fue mayor en vacas con descarga vaginal purulenta. El diametro del cuerno
uterino fue menor en vacas sanas a los 9y 15 DPP. Por el contrario, el espesor endometrial
fue mayor a los 9 DPP en vacas sanas que en las de infeccion uterina. EIl recuento
folicular, didmetro del foliculo dominante y su flujo sanguineo, el intervalo parto- primera
ovulacién, tamafio de CL y concentracion de progesterona, no fueron afectados por la
presencia de la infeccion uterina. Las vacas enfermas redujeron su produccion en 2.5 litros
por dia. Respecto a los pardmetros sanguineos, independiente de los grupos, NEFA fue
mas alto en la primera semana posparto (9 DPP) comparado con todos los otros dias de
evaluacion, en cuanto BHB fue mayor durante todo el periodo posparto comparado con
el preparto. Vacas diagnosticadas con infeccion uterina presentaron mayor concentracion
de haptoglobina en el preparto y menor concentracion de albumina desde el preparto hasta
43 DPP. No hubo diferencia en la concentracion sanguinea de insulina e IGF- | entre
vacas sanas y enfermas. En sintesis, la infeccidn uterina en vacas primiparas en sistemas
pastoriles impacta negativamente en la produccion de leche y peso vivo animal y afecta
la involucién uterina posparto (un cuerno uterino mayor y un espesor de endometrio
menor) hasta 15 DPP. Estos cambios tempranos de la estructura uterina se asocian con
marcadores sanguineos (albumina/haptoglobina) que preceden el diagndstico clinico de
la infeccion uterina.



SUMMARY

Postpartum uterine infections (metritis and endometritis) negatively impact productive
and reproductive performance in dairy herds. The effect of uterine infection on uterine
and ovarian structures, metabolic profiles, and inflammatory markers is not fully
understood. In this study, an experiment was carried out in dairy cattle to evaluate the
changes in the ovarian and uterine structures during the first 43 postpartum days (PPD)
caused by uterine infections without systemic symptoms. Holstein primiparous cows (n
= 36) monitored at -8 days prepartum, during calving and at 9, 15, 22, 29, 36 and 43 PPD
were used to determine metabolic profile parameters, calving behavior, vaginal discharge,
percentage of endometrial polymorphonuclear cells, uterine horn diameter, endometrial
thickness, total number of antral follicles, diameter of the dominant follicle, and corpus
luteum, days to first ovulation, and dominant follicle blood flow. The blood parameters
considered were progesterone, NEFA, BHB, insulin, IGF-I, albumin, haptoglobin, and
calcium. Body weight and milk production data were recorded. Then, for retrospective
analyzes, the animals were grouped into healthy and diseased cows (with a clinical
diagnosis of uterine infection). Overall, 41.7 % (15/36) of the animals were diagnosed
with uterine infection at 15 PPM. Cytology was higher in cows with purulent vaginal
discharge. The diameter of the uterine horn was smaller in healthy cows at 9 and 15 PPD.
The endometrial thickness was greater at 9 PPD in healthy cows than in those with uterine
infection. Follicular count, diameter of the dominant follicle and its blood flow,
parturition-first ovulation interval, corpus luteum size, and progesterone concentration
were not affected by the presence of uterine infection. The sick cows produced 2.5 liters
/ cow / day, less milk. Regardless of the groups, NEFA was higher in the first postpartum
week (9 PPD) compared to all the other evaluation days, as BHB was higher during
postpartum period compared to prepartum period. Cows diagnosed with uterine infection
had a higher haptoglobin concentration in prepartum and a lower albumin concentration
from prepartum up to 43 PPD. There was no difference in insulin and IGF-1 between
healthy and diseased cows. In summary, uterine infection in primiparous cows in grazing
systems negatively impacts milk production and animal live weight and affects
postpartum uterine involution (a larger uterine horn and a lesser endometrial thickness)
up to 15 PPD. These early changes in uterine structure are associated with blood markers
(albumin / haptoglobin) that precede the clinical diagnosis of uterine infection.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades uterinas afectan de 30-60% de las vacas lecheras en el primer mes
posparto (Gilbert et al., 2005; LeBlanc, 2010; Ribeiro et al., 2013). La incidencia de
retencion de placenta, metritis y endometritis varian ampliamente a nivel internacional y
los autores lo han asociado al tipo de sistema de produccion, manejo y categoria animal
(Giuliodori et al., 2013) asi como también a la precision del diagndstico (Denis-
Robichaud & Dubuc, 2015). Especificamente se ha reportado que las vacas primiparas
sufren mayor incidencia de metritis debido a mayor necesidad de asistencia al parto y
mayor desbalance metabdlico (Giuliodori et al., 2017).

La retencion de placenta, el balance energético negativo (BEN), el bajo escore de
condicidn corporal (ECC), la alta produccion lechera y la baja inmunidad posparto estan
entre las principales causas que llevan a un mayor riesgo de inflamacion uterina (Cheong
etal., 2011; Giuliodori et al., 2013; Lee et al., 2018). Estas causas estan interrelacionadas
con factores del ambiente, del manejo, metabolicos y hormonales (Daros et al., 2017; De
Rensis et al., 2017; Ruprechter et al., 2018). Asociado a estos factores, las vacas de mayor
produccidn de leche presentan mayor incidencia de enfermedad uterina posparto (Gréhn
etal., 1990).

Las infecciones uterinas postparto afectan la involucion del dtero (Heppelmann, et al.,
2013b). Si bien existen resultados muy escasos, se ha reportado sobre los cambios de la
arteria uterina durante el posparto temprano (Heppelmann, et al., 2013a). Ademas se ha
comprobado que estas afecciones retrasan la primera ovulacion y consecuentemente
resultan en una menor eficiencia reproductiva (Opsomer et al., 2000; Walsh et al., 2011;
Cheong et al., 2017) y productiva (Carvalho et al., 2019). El impacto de estos desordenes
sobre la endocrinologia metabdlica durante el periodo de transicion en sistemas de
produccion pastoriles es escasa (Burke et al., 2010).

La informacion disponible presenta enfoques parciales del problema, concentrandose en
sistemas de produccién en confinamiento y con muy escasa bibliografia en vacas
primiparas que son el futuro del rodeo. Por lo tanto, la finalidad de esta tesis fue
investigar los efectos de infecciones uterinas puerperales sobre caracteristicas
anatémicas y fisioldgicas del dtero, produccion de leche y fisiologia ovarica durante la
lactancia temprana de vacas primiparas en sistemas pastoriles.

1.1 Puerperio normal, reinicio de la ciclicidad ovarica y balance energético negativo
en la vaca lechera

Cuando el parto ocurre de manera normal, la placenta debe ser expulsada en las primeras
8 horas posparto (Divers & Peek, 2008). En ese momento comienza el puerperio, que se
extendera por definicion hasta la aparicion del primer celo y ovulacion y pueda ser posible



una nueva gestacion. Por tanto, para lograr una prefiez luego del parto, es necesario la
ocurrencia de algunos eventos: involucion uterina, regeneracion endometrial, reinicio de
ciclicidad ovarica, y eliminacién de la contaminacion bacteriana (Sheldon et al., 2019).
Durante la primera semana posparto, el Utero se contrae rdpidamente y se expulsan los
loquios que contienen restos de membranas y fluidos fetales. Seguidamente, entre la
segunda y cuarta semana, cualquier tejido endometrial dafiado se regenera, se desarrolla
una onda de foliculos ovéricos, seleccion del foliculo dominante y la secrecion de
estradiol, conduciendo a la ovulacion y la formacion de un cuerpo lateo. Con el éxito de
estos eventos se da el reinicio de los ciclos ovaricos, que puede ocurrir entre la segunda
y tercera semana posparto (Sheldon et al., 2009; Crowe et al., 2014). Al final de estas 4
semanas el Utero alcanza su tamafio definitivo, pero puede tardar hasta 6 semanas en
reestablecerse histolégicamente y ser capaz de mantener y desarrollar una nueva
gestacion (Sheldon et al., 2009). Sin embargo, la duracion del puerperio puede variar
segun condiciones fisioldgicas de edad, numero de partos, raza o biotipo, severidad del
BEN y por condiciones patologicas del parto con necesidad de asistencia (distocia,
gestacion multiple, aborto, mortinato o prematuro, y retencién de placenta) (Lucy, 2001;
Buso et al., 2018).

El estatus enddcrino y metabolico de las vacas alrededor del parto es un factor critico que
puede afectar la salud reproductiva (LeBlanc, 2012) mediante dos rutas: una directamente
por retrasar la ovulacion a causa de que no se reestablece la funcionalidad enddcrina del
eje hipotalamo- hipéfisis- ovario; pero se mantiene el estado de salud de la vaca (Beam
& Butler, 1998); la otra ruta ocurre como consecuencia del BEN y del estrés metabolico
que la vaca padece en ese periodo, por lo cual sufre un desequilibrio en el estado de salud
(Curtis et al., 1985).

Durante la primera semana posparto se pueden ver los patrones de dominanciay regresion
folicular (Savio et al., 1990). Segun variaciones individuales y estatus nutricional ese
estado fisiologico de anestro posparto puede durar normalmente 2 a 4 semanas y esta
caracterizado por bajos niveles de progesterona, ya que ocurrié lisis del cuerpo luteo
gestacional, y baja concentracion de estrogenos, por el escaso desarrollo folicular (Risco
et al., 1994). Los bajos niveles de estrégenos en ausencia de progesterona son la sefial
para que el hipotdlamo secrete hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), quien
controla la liberaciéon hipofisaria de hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona
luteinizante (LH); que a su vez son las principales estimulantes del desarrollo folicular y
finalmente la ovulacion (Lucy, 2003).Este eje enddcrino, es influenciado por factores
metabolicos que condicionan principalmente la produccién de adecuados niveles de LH,
necesarios para el desarrollo final del foliculo y consecuentemente la ovulacion. El enlace
entre ambos ejes, metabdlico y enddcrino se establece entre otros a través de la insulina
y del IGF-I (Meikle et al., 2018). En ese sentido, se observa una estrecha asociacion entre
los dias a la primera ovulacion, la duracion del BEN y la concentracion plasmatica de
IGF-1 (Beam & Butler, 1997). Por tanto, las alteraciones metabdlicas causadas
principalmente por consumo reducido de alimento posparto exacerban el BEN, causando



cambios en la secrecion de hormonas metabolicas, como la insulina y el IGF-I, y otros
factores de crecimiento folicular (Butler, 2003; Kawashima et al., 2007).

Cuando ocurre un desbalance del eje endocrino-metabdlico, la dominancia folicular se ve
alterada porque la secrecion de inhibina se reduce y la de FSH aumenta, lo que favorece
la presencia de foliculos anovulatorios y quistes foliculares (Roche et al., 2000). La
presencia de estos foliculos quisticos puede tener como consecuencia un retraso de 6 a 11
dias para el primer servicio, y 20 a 30 dias para la concepcién (Fourichon et al., 2000).

En los casos que ocurre la ovulacion, los cuerpos luteos formados a partir de esos foliculos
también seran de menor calidad, aumentando el riesgo de pérdida embrionaria (Roche et
al., 2000; Williams et al., 2007). Las diferencias en la duracion del anestro posparto, la
evolucion de la condicion corporal, y de perfiles metabdlicos se han descrito claramente
para diferentes categorias (primiparas y multiparas) y para diferentes planos nutricionales
en condiciones pastoriles, donde las primiparas tienen un BEN més prolongado y mas
profundo, y por tanto, mayor intervalo parto a primera ovulacion, ya que adn tienen
requerimientos de crecimiento (Meikle et al., 2004; Cavestany et al., 2005; Mendoza et
al., 2008; Adrien et al., 2012; Meikle et al., 2013).

1.2 Balance energético negativo, funcionamiento del sistema inmune y enfermedad

Cuando el BEN se acentla a niveles patologicos o se presentan otras patologias como
desbalance mineral, se pueden comprometer mecanismos inmunes que dejan a la vaca
mas susceptible a enfermedades infecciosas tanto del tracto reproductivo como fuera del
mismo. La excesiva movilizacion de tejido adiposo, reflejada en concentraciones
elevadas de Acidos Grasos No Esterificados (NEFA) en suero, puede tener efectos
directos sobre la funcion de las células inmunitarias (Scalia et al., 2006; Ster et al., 2012);
especificamente, disminuyendo la actividad mieloperoxidasa de los polimorfonucleares (
PMN; Hammon et al., 2006). Esto se ha asociado con un mayor riesgo de enfermedad
clinica, ya que los PMN son la primera linea de defensa contra las infecciones (Sordillo
& Aitken, 2009). Cuando la concentracién de NEFA pasa de 0.3 mmol/L entre 1 a 2
semanas antes del parto, existe un mayor riesgo de retencion de placenta, metritis
(Chapinal et al., 2011) y/o desplazamiento de abomaso, y en las 2 semanas posteriores al
parto las vacas presentan mayor riesgo de metritis cuando la concentracion de NEFA esta
> 0.6 mmol/L en el suero (Ospina et al., 2010a).

Como consecuencia de la lipomovilizacion excesiva, el B- hidroxibutirato (BHB)
aumenta su concentracion en la circulacién sanguinea (LeBlanc et al., 2005). Cuando el
BHB en suero llega en >1.2-1.4 mmol/L en la primera o segunda semana después del
parto, hay un riesgo tres veces mayor de ocurrencia de endometritis (Cheong et al., 2011),
metritis (Hammon et al. 2006) y mastitis clinica (Duffield et al., 2009; Dubuc et al., 2010;
Galvdo et al., 2010), siendo considerado un marcador para el diagndéstico de cetosis. Los



cuerpos cetonicos pueden reducir el estallido oxidativo (Hoeben et al., 1997) y alterar la
migracion quimiotactica de los PMN (Suriyasathaporn et al., 2000). Por tanto, se observa
una asociacion entre vacas con BEN maés profundo, presencia de metritis y menor reserva
de glucogeno en los PMN (Galvéo et al., 2010).

La resistencia a la insulina es directamente inducida por sefiales inflamatorias; cuando
este mecanismo se exacerba en vacas en transicion, puede provocar la movilizacién de
reservas lipidicas, afectando la salud metabdlica (Bradford et al., 2015). Por lo tanto, una
de las consecuencias es la insuficiencia de la funcion inmune, que puede alterar el nimero
de leucocitos circulantes (incluidos los PMN) maduros e inmaduros) en el momento del
parto o en el posparto temprano y la capacidad litica de los PMN uterinos (Zerbe et al.,
2000). Este puede ser uno de los mecanismos responsables de la mayor susceptibilidad
de las vacas a las infecciones locales y sistémicas durante el periodo posparto.

Vacas que presentan un BEN leve a moderado, basado en los valores de NEFA, BHB y
estado corporal, pueden presentar retencion de placenta, metritis y/o mastitis en las
primeras semanas posparto. Sin embargo, concentraciones de albimina y colesterol al
parto se presentan como marcadores mas sensibles y complementarios para NEFA'y BHB
en la prediccion de ocurrencia de metritis (Ruprechter et al., 2018). La albumina por ser
producida en el higado, cuando éste sufre algun trastorno metabolico o alta demanda de
sintesis, en consecuencia disminuye la sintesis de albumina (Souza et al., 2010). Por eso
durante el periodo de transicion, la medicion de albumina en el suero puede ayudar a
predecir vacas con endometritis (LeBlanc, 2012), con particulares diferencias entre
multiparas y primiparas (Ruprechter et al., 2018).

El desbalance mineral, principalmente hipocalcemia, puede ser la puerta de entrada para
otras patologias del posparto temprano (Curtis et al., 1985; Grohn et al., 1990), por eso el
nivel de calcio en sangre podria usarse como marcador biologico de salud en el periparto.
Précticamente todas las vacas presentan cierto grado de hipocalcemia al parto y hasta 3
dias después, mayormente en multiparas (Ruprechter et al., 2018). Concentraciones
séricas de calcio < 2.2 mmol/L en la semana después del parto, a pesar de estar dentro del
rango para las vacas sanas, estan asociadas con desplazamiento de abomaso, reduccion
de 3 kg de leche por dia en la lactancia temprana y disminucién leve en la tasa de
concepcién en la primera inseminacion (Chapinal et al., 2011; Chapinal et al., 2012).
Ademas, el diagnostico de hipocalcemia clinica una semana antes del parto esta asociado
con mayor prevalencia de descarga vaginal purulenta (Whiteford & Sheldon, 2005) y
metritis posparto (Martinez et al., 2012). La disminucién del calcio intracelular puede
causar una alteracion en las células mononucleares de sangre periférica (Kimura et al.,
2006), llevando a un mayor riesgo de ocurrencias de enfermedades infecciosas posparto,
como metritis o mastitis (Reinhardt et al., 2011).
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1.3 Infeccion uterina, inflamacion y marcadores bioldgicos

El mecanismo de adaptacién a los cambios abruptos que acontecen durante el posparto
temprano en el metabolismo de los diferentes tejidos y 6rganos (algunos anabolicos y
otros catabdlicos), y en la comunicacion endocrina entre ellos, puede darse por una
respuesta inmunologica subaguda, donde diferentes marcadores inflamatorios pueden
estar alterados, sin que eso sea indicativo de enfermedad (Bradford et al., 2015). En ese
periodo, el Utero esta en involucién, regeneracién y descontaminacion, pero muy
propenso a sufrir infecciones agudas por estar inmunoldgicamente vulnerable (Singh et
al., 2008).

Similar a lo que ocurre en humanos (Steel et al., 2005; Aagaard et al., 2014), existe una
flora bacteriana en el Utero de vacas gestantes (Karstrup et al., 2017). Aunque la carga
bacteriana es muy baja, el utero prefiado no puede considerarse un ambiente estéril. La
flora bacteriana contiene especies patdgenas oportunistas como F. necrophorum, P. levii
y T. pyogenes; cuando estan presentes, las bacterias se localizan en el endometrio, en la
superficie endometrial o en el estroma caruncular (Karstrup et al., 2017).
Independientemente de la fuente de microorganismos, mas del 90 % de las vacas tienen
algun grado de contaminacién bacteriana entre los 10 y 14 dias posparto, disminuyendo
a 78 % en los dias 16 a 30, 50 % en los dias 31 a 45, y 9 % en los dias 46 a 60 posparto
(Griffin et al., 1974). Varias son las especies de bacterias patdgenas u oportunistas que
pueden colonizar el utero luego del parto (McDougall et al., 2011; Carneiro et al., 2016),
pero la infeccion bacteriana con E. coli precede a la infeccidén con otros microbios que
alteran la estructura y funcién del endometrio (Sheldon et al., 2009). En este sentido, al
comparar vacas sanas y enfermas a los 34 dias posparto, se observa una diferencia en el
tipo de bacterias presentes en el Gtero (Santos & Bicalho, 2012). Sin embargo, no sélo es
importante la poblacion bacteriana, el desarrollo de la enfermedad clinica depende del
equilibrio entre la inmunidad de la vaca y la patogenicidad de las bacterias (Sheldon et
al., 2020), sumado a la presencia de factores de riesgo como la retencién de placenta,
distocia, partos gemelares y la muerte fetal (Grohn & Rajala-Schultz, 2000; Kim & Kang,
2003).

La persistencia de la infeccion bacteriana puede causar enfermedades uterinas,
provocando inflamacion y lesiones histoldgicas del endometrio (LeBlanc et al., 2002). La
descarga vaginal purulenta es indicativa de esa infeccidn, su presencia a los 21 dias
posparto se ha asociado con retraso de la involucion del uterina (Sheldon et al., 2000) y
con diametro del cuerno uterino aumentado hasta los 81 dias posparto (Baez et al., 2016).
Especificamente las bacterias Gram negativas por ejemplo Escherichia coli poseen
lipopolisacaridos (LPS) en su pared, que en contacto con el complejo receptor (TLR4 —
CD14) de las células endometriales (Herath et al., 2006) son el estimulo para que éstas
liberen interleuquinas y quimocinas, que seran a su vez, la sefial quimiotactica para que
ceélulas del sistema inmune innato (PMN, macrdfagos y mastocitos) lleguen desde la
sangre al tejido infectado, en este caso el endometrio (Akira et al., 2006). Esta respuesta
en cadena determina la llegada de estas células al endometrio. EI endometrio produce un
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exudado hacia la luz conteniendo células inflamatorias, detritos epiteliales, y bacterias
fagocitadas, lo que conforma la descarga vaginal purulenta caracteristica de las
infecciones uterinas (Williams et al., 2005). Paralelamente las células que estan
controlando la infeccion, principalmente los macréfagos, desencadenan una cascada
inflamatoria produciendo histaminas e interleuquinas (IL1, IL6 y TNFa), lo que activa
sistemas enzimaticos que llevaran a la produccion de prostaglandinas, tromboxanos y
leucotrienos a partir del acido araquiddnico (Ishikawa et al., 2004). Se propone ademas,
que la IL6 medida en el preparto, podria ser un predictor de enfermedades reproductivas
posparto (Ishikawa et al., 2004). Altas concentraciones de IL6 o TNFa estimulan entre
otras cosas, la sintesis de haptoglobina, una proteina de fase aguda producida
principalmente por el higado, y que esta asociada con varias afecciones inflamatorias y
patoldgicas en vacas; estando directamente relacionado el aumento de la haptoglobina
sérica con el crecimiento bacteriano uterino (Sheldon et al., 2001), descarga vaginal
purulenta, endometritis (Burke et al., 2010; Dubuc et al., 2010; Galvao et al., 2010) y
mayor riesgo de metritis (Huzzey et al., 2009).

Las prostaglandinas también pueden ser sintetizadas en respuesta directa a LPS (Herath
et al., 2006). Estudios in vitro demuestran que las células epiteliales del endometrio
producen mayormente prostaglandina F2o. (PGF2a), y células del estroma endometrial
producen mayormente prostaglandina E (PGE) (Asselin et al., 1996). Ambas cumplen un
rol clave, principalmente la PGF2a, estimulando la fagocitosis, produccion de
interleuquinas, y aumentando la permeabilidad vascular, e indirectamente actia como
inmunoestimulante, ya que contrarresta la accién inmunosupresora de la progesterona
(P4) (Madsen et al.,, 2002; Singh et al., 2008). Por otro lado, la producciéon de
prostaglandinas en respuesta a LPS, puede ser disminuida por la presencia de P4 in vitro
(Asselin et al., 1996; Herath et al., 2006), e in vivo en el Gtero de ovejas (Lewis, 2003).
Ademas la elevada produccion de PGE, PGF2a y la relacion PGE:PGF20, tiene efectos
enddcrinos sobre la vida del cuerpo luteo (Opsomer et al., 2000).

Otra hormona esteroidea ademas de la P4, que tiene efecto sobre el sistema inmune es el
17p- estradiol (E2). Por un lado se conocen los efectos inhibitorios in vitro del E2 sobre
la quimiotaxis en PMN humanos (Ito et al., 1995), y sobre la diapédesis y viabilidad en
PMN bovinos (Lamote et al., 2004). Los PMN de vacas en periparto presentan receptores
para E2, sin diferencia entre pre y posparto, y sin efecto de las cambiantes
concentraciones de P4 y E2 en plasma, alrededor del parto (Lamote et al., 2006). Sin
embargo, no esta aclarado que esta hormona pueda tener un efecto directo sobre el control
de la infeccion uterina posparto (Sheldon et al., 2004), sino que mas bien hay evidencia
de que la infeccidn bacteriana tiene influencia negativa sobre el crecimiento folicular y
produccién de E2 (Williams et al., 2007).

Un importante metabolito que se ha descripto como modulador de la respuesta inmune es
el factor de crecimiento insulino-simil (IGF-I), se encuentra en bajas concentraciones
plasmaticas al momento del parto, por su funciones anabolicas similares a la insulina, se
ha relacionado con desempefio reproductivo (Meikle et al., 2004), reinicio de ciclicidad
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posparto (Cavestany et al., 2009) y con susceptibilidad a enfermedades posparto (Kulcsar
et al., 2005; Vangroenweghe et al., 2005; Valdmann et al., 2018). También la asociacién
entre la expresion génica de IGF-1 uterino, balance energético y ambiente uterino para el
desarrollo del embrién han sido establecidas en el periparto (Llewellyn et al., 2008;
Astessiano et al., 2017). A través del estudio de enfermedades tumorales se ha puesto en
evidencia como el IGF-I estimula la produccion de IL8 (Kooijman et al., 2003), una
interleuquina con gran potencia quimiotactica (Zerbe et al., 2003). Por lo tanto, los
marcadores metabdlicos son importantes indicadores que corroboran en las medidas de
prevencion de infecciones uterinas, direccionando para mantener un estatus inmunitario
competente durante el periodo de transicion.

1.4 Procesos inflamatorios y su asociacion con la irrigacion sanguinea ovarica y
uterina

Cuando existen disturbios puerperales, la liberacion y metabolizacion de la
prostaglandina se altera (Slama et al., 1994), causando cambios en el flujo sanguineo
uterino (Herzog & Bollwein, 2007), con posibles efectos secundarios en el flujo
sanguineo del ovario. La ecografia viene siendo empleada para mejorar y ayudar en el
diagnostico precoz de la endometritis (Heppelmann et al., 2013a; Debertolis et al., 2016)
y conocer los efectos de la enfermedad sobre la performance reproductiva (Striive et al.,
2013; Lee et al., 2018). En este sentido, estudios sobre el suministro de sangre al Gtero a
través de la arteria uterina han demostrado que el volumen de flujo sanguineo es mayor
cuando existe metritis 0 endometritis, tanto de manera natural (Heppelmann et al., 2013b;
Bollwein & Heppelmann, 2016) o inducida experimentalmente (Debertolis et al., 2016).
También se ha demostrado un retraso en la involucién del tamafio uterino, visto como un
mayor diametro del cuerno uterino en vacas con metritis comparadas con vacas sanas a
los mismo dias posparto (Heppelmann, et al., 2013b). Sin embargo, la relacion entre los
hallazgos ecograficos, la citologia uterina y el flujo sanguineo del tracto reproductivo no
estan claramente demostrados.

1.5 Consecuencias de las infecciones uterinas sobre el eje reproductivo.

En tanto la infeccion retrasa la involucion uterina, también tiene un efecto negativo sobre
la seleccion y crecimiento del foliculo dominante, pero no sobre la emergencia de la onda
folicular (Sheldon et al., 2002). A pesar de que existe circulacion de endotoxinas en
sangre desde el preparto, esto no tendria efecto sobre el estatus ovarico posparto; el efecto
negativo estaria determinado por la presencia de endotoxinas en el ambiente intrafolicular
(Cheong et al., 2017). Esto afecta la calidad del ovocito, la integridad de las células de la
granulosa y la produccién de estradiol; ademas de que cuando la ovulacion ocurre, el
cuerpo lateo es de menor tamafio y secreta menos progesterona (Williams et al., 2007).
Los efectos negativos de la infeccion uterina sobre la funcionalidad ovarica estan
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intimamente relacionados con los animales que presentan descarga vaginal anormal; en
general, estos animales tienen una reanudacion retardada de los ciclos ovéricos posparto
(anestro anovulatorio o fases luteales prolongadas) cuando comparados con los animales
sin infeccion uterina (Opsomer et al., 2000).

Las infecciones uterinas diagnosticadas clinicamente por la descarga vaginal a partir de
los 21 dias posparto (endometritis) estan asociadas con el aumento del intervalo parto-
primer servicio, y disminucién de la tasa de concepcién en el primer servicio (Walsh et
al., 2011). Este retraso en la primera inseminacion tiene como consecuencia un aumento
hasta 30 dias del intervalo parto-concepcion, y una disminucion del 20 % en el porcentaje
de concepcion, aumentando en consecuencia un 3% el riesgo de descarte por falla
reproductiva (LeBlanc et al., 2002). Las infecciones uterinas diagnosticadas hasta 10 dias
posparto (metritis) también tienen consecuencias similares, retrasando 7 dias el primer
servicio, y disminuyendo un 20% la tasa de concepcion al primer servicio, lo que da como
resultado 19 dias de aumento en el intervalo parto-concepcion (Fourichon; et al., 2009).
Vacas que no presentan descarga vaginal purulenta, pero tienen citologia aumentada
(endometritis subclinica), también tardan mas tiempo en concebir y el riesgo de prefiez
fue 0.69 cuando el diagnostico subclinico fue entre 20 y 33 dias posparto, y 0.59 cuando
el diagndstico fue entre los 30 y 47 dias posparto, por tanto la tasa de prefiez es
aproximadamente la mitad que en vacas sanas (Kasimanickam et al., 2004).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para Uruguay el sector lacteo es una de las principales fuentes de ingreso por
exportaciones de productos, estando en cuarto lugar y representando el 9 % de las
exportaciones de bienes (DIEA- MGAP, 2019). Desde el sector primario hay desafios
que se pueden afrontar mediante la mejora de procesos productivos, y uno de los méas
importantes son la salud y bienestar animal, entre otros (Farifia & Chilibroste, 2019). El
periodo de transicion en la vaca lechera es donde ocurre la mayoria de los problemas de
salud, y uno de los principales son las enfermedades uterinas (Sheldon et al., 2019). Las
pérdidas econdémicas que ocurren como consecuencia de las enfermedades uterinas, se
adjudican a: menos produccion de leche, mayor uso de medicamentos, tiempo dedicado
al tratamiento, tarifa veterinaria y reemplazo de animales (Drillich et al., 2001; Liang et
al., 2017). Las pérdidas ocasionadas dependen del manejo de rodeo, toma de decisiones
de tratamiento y del potencial productivo de los animales.

En la etapa del periparto, la interrelacion del eje enddcrino-reproductivo con el eje
somatotréfico y el sistema inmume juegan un rol clave en la salud general y salud
reproductiva de la vaca (Bradford et al., 2015; Pascottini & LeBlanc, 2020). Todo
conocimiento que se aporte a ese complejo sistema es necesario para trabajar en salud
preventiva. La etapa del periparto es el periodo de mayor desbalance metabdlico que
puede existir en un sistema pastoril (Meikle et al., 2013) y eso puede llevar a mayor riesgo
de ocurrencia de enfermedades uterinas asociado a mayor BEN (Giuliodori et al., 2017).
Sin embargo, en la mayoria de los tambos de Uruguay las infecciones uterinas son
subestimadas por tener en cuenta solamente los casos graves y mas evidentes (casos
clinicos agudos y con necesidad de tratamiento inmediato). Por lo tanto, es de gran
importancia para el sector lechero conocer el impacto de las infecciones uterinas leves y
moderadas en los sistemas pastoriles sobre la produccion de leche, la fisiologia
reproductiva y su asociacion con marcadores inflamatorios y metabolicos. Mas aun, dada
la informacion disponible respecto una mayor incidencia de infecciones uterinas en vacas
primiparas asociadas al parto (Giuliodori et al. 2013; 2017) y teniendo en cuenta lo que
implica esta categoria en el futuro del predio, es que utilizamos este modelo experimental.

Con ese fin, planteamos un estudio prospectivo con vacas Holstein primiparas, haciendo
un seguimiento desde el preparto hasta el fin del periodo de espera voluntario (43 DPP)
para evaluar, de manera retrospectiva, la involucion uterina, marcadores metabdlicos e
inflamatorios, y desemefio productivo entre las vacas sanas y las vacas que desarrollan
naturalmente infecciones uterinas leves o moderadas, sin sintomas sistémicos.
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3. HIPOTESIS

Las infecciones uterinas (metritis y endometritis clinica) no acompafiadas por
sintomatologia grave (fiebre, depresion) impactan sobre la produccion de leche y afectan
la recuperacién del eje reproductivo durante el posparto y se asocian con marcadores
inflamatorios y metabolicos.

4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo general

Evaluar los efectos de infecciones uterinas puerperales sobre caracteristicas anatdmicas
y fisiologicas del utero y ovarios durante los primeros 45 dias posparto, y su relacion con
pardmetros productivos, metabdlicos e inmunoldgicos.

4.2. Objetivos especificos

1) Determinar la presencia y grado de la enfermedad uterina.

2) Medir el didmetro del cuerno uterino, espesor del endometrio y didmetro de arterias
uterinas.

3) Evaluar la cantidad total de foliculos antrales, el diametro del foliculo dominante y
flujo sanguineo del foliculo dominante.

4) Evaluar indicadores sanguineos estratégicos relacionados con el balance energético y
enfermedad posparto.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1.Vacas y disefio experimental

El experimento fue realizado entre marzo y junio de 2019, en el Instituto Nacional de
Investigacion Agropecuaria (INIA) en la Estacion Experimental La Estanzuela, Colonia,
Uruguay (34° 27' S, 57° 50" W). Se utilizaron vacas lecheras Holstein primiparas (n = 36)
seleccionadas con base en los factores de inclusion: época de parto, edad, y ECC a los -8
dias preparto de 3.25 (rango: 2.75- 3.25, en escala de 1 - 5 (Edmonson et al., 1989)). Se
excluyeron seis vacas que presentaron otras patologias como mastitis, cojeras u otras.
Fueron seleccionados aleatoriamente, en grupos del maximo 5 animales por dia para la
fecha del parto (considerando un intervalo de + 1 dia), y el peso corporal posparto 501 +
4.9 Kg.

La alimentacion preparto, desde el dia -30 del parto, consistié en racion totalmente
mezclada (Cuadro 1) sin acceso a pastura y con agua ad libitum, buscando suministrar el
100 % de los requerimientos de energia neta para lactancia y proteina metabolizable
predichos por el NRC (2001) en base a las caracteristicas promedio del lote. La racion
totalmente mezclada incluyd sales anionicas, por lo que semanalmente se monitoreaba el
pH de orina. La racion totalmente mezclada se suministré 1 vez al dia, a las 17:00 horas,
en comederos grupales solamente para vaquillonas. Se realiz6 atencién al parto las 24
horas en todos los dias de la semana (Anexo I, ficha de monitoreo de parto).

Cuadro 1. Ingredientes de racion totalmente mezclada preparto.

Ingrediente % de materia seca
Ensilaje de maiz 41,7
Paja de cebada 33,4
Harina de soja 12,5
Grano himedo de maiz 7,3
Urea 0,8
Carbonato de calcio 0,9
Oxido de magnesio 0,8
Sales preparto 2,5

Al inicio de lactancia los animales estuvieron en doble turno de pastoreo (Festuca
arundinacea, y mezclas de Medicago sativa y Dactylis glomerata), y recibieron
concentrado en la sala de ordefie. El aporte de pastura se determino en base a la tasa de
crecimiento semanal en la plataforma de pastoreo segun lo propuesto por Farifia (2017).
El ordefie de la mafiana se realizaba a las 05:00 horas y luego comenzaba el primer turno
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de pastoreo, el segundo ordefie se realizaba a las 15 horas y luego comenzaba el segundo
turno de pastoreo. Los animales caminaban en promedio 800 metros por dia y en todo
momento tenian agua disponible. La participacion del concentrado en la dieta se asigno
segun el momento de la lactancia en base a los requerimientos del NRC (2001). Las
reservas de ensilaje de maiz se suministraron puntualmente, solo cuando el pasto y el
concentrado no alcanzaron a cubrir los requerimientos (NRC, 2001).

El protocolo utilizado en el disefio experimental para la colecta de muestras para todos
los animales se dio de la siguiente forma (Figura 1): al dia -8 preparto, se colectd sangre
para posterior analisis de albumina y haptoglobina, NEFA y BHB. Realizando luego el
control de parto y monitoreo para la expulsion de placenta. Se considerd parto distdcico
cualquier tipo de asistencia al parto, mellizos, prematuro, mortinato; y placenta retenida
cuando 12 horas después del parto ain no se expulso la placenta (LeBlanc, 2008). Luego
se realizaron 6 evaluaciones, semanalmente, en los dias 9, 15, 22, 29, 36 y 43 posparto.
En cada evaluacion se realizo la verificacion de la temperatura corporal, vaginoscopia,
ecografia modo B del Gtero y ovarios, ecografia Doppler del foliculo dominante, citologia
endometrial y una muestra de sangre. Diariamente, se colectaron datos de produccién de
leche. El peso vivo fue registrado automaticamente a la salida del tambo y para cada vaca
se hizo un promedio de peso por semana.

PREPARTO REVISION 1 REVISION 3 REVISION 5

sangre Waginoscopia Vaginospopia Waginoscopia
Ecografia Ecografia Ecografia
Citologia Citologia Citologia
Sangre Sangre Sangre

PARTO REVISION 2 REVISION 4 REVISION 6
Control de Vaginoscopia Vaginoscopia Vaginoscopia
parto Ecografia Ecografia Ecografia
(ANEXO 1) Citologia Citologia Citologia
Sangre Sangre Sangre

Figura 1. Disefio experimental, consistié en un periodo desde 8 dias antes del parto hasta
43 dias posparto (DPP) para realizacion de evaluaciones ecogréaficas, vaginoscopia y
colecta de muestras de sangre y uterina (citologia).

5.2.Exdmenes clinicos

En todos los dias de evaluacion clinica posparto, la temperatura rectal fue registrada con
termometro digital. Para el examen vaginoscopico, se limpid la vulva con toalla de papel
y se introdujo el vaginoscopio desinfectado, con la ayuda de una fuente de luz se
caracterizo la descarga vaginal segun la clasificacion de Sheldon et al. (2009): en escala
de 0 a 3 (0 = moco traslucido, 1 = moco < 50 % de exudado purulento, 2 = moco con >
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de 50 % de exudado purulento y 3 = completamente purulento con olor 0 hemorragico).
También se utilizaron los siguientes criterios: si al dia 9 o 15 posparto se presento
descarga grado 2 o 3 sin fiebre, pérdida de apetito u otro signo sistémico, se clasifico
como metritis clinica grado 1. Si en los mismos dias y mismo tipo de descarga vaginal se
acompafid con fiebre y otros sintomas sistémicos, se clasifico como metritis clinica grado
2. Estos casos graves y con necesidad de tratamiento se tomaron en cuenta para calcular
la incidencia de las patologias, pero fueron excluidos ya que no integraban la hipétesis
del trabajo. Si al dia 22 o posterior present6 una descarga vaginal grado 2 o 3 se clasifico
como endometritis clinica. También se registro la presencia o ausencia de olor y color del
cérvix (normal o congestivo). Las vacas clasificadas como metritis clinica grado 1 y
endometritis clinica fueron analizadas como Unico grupo, llamado grupo enfermo o grupo
con infeccion uterina, para diferenciarlo del grupo sano.

5.3.Exadmenes ecograficos

Se realizaron ecografias en modo B y Doppler de ovarios y en modo B de Utero en las
vacas todos los dias de evaluacion clinica (9, 15, 22, 29, 36 y 43 dias posparto) utilizando
un equipo portatil (Sonoscape S9V Bedford Hill, NY, USA) conectado a una sonda
transrectal lineal de 5.0-10.0 MHz / 46 mm, y manteniendo constante los ajustes de
frecuencia y ganancia (110 para modo B y 28 para modo Doppler color) durante todo el
estudio. Todas las mediciones fueron realizadas por el mismo operador.

5.3.1. Utero

Para cada cuerno uterino, se midio y registro el diametro en la curvatura mayor del dtero
tomando una imagen de un corte transversal; el diametro fue el resultado del promedio
de dos medidas perpendiculares entre si. Esta misma imagen fue utilizada para medir el
espesor del endometrio a través del promedio de tres mediciones en diferentes puntos de
cada imagen. También se midio el diametro de ambas arterias uterinas segun lo descripto
por Bollwein et al. (2000).

5.3.2. Ovarios

Los ovarios fueron completamente escaneados para realizar el contaje total de los
foliculos mayores de 4 mm y medicion de los foliculos mayores de 10 mm, registrados
en videos. En modo Doppler color, se realiz6 la evaluacion subjetiva del porcentaje de
flujo sanguineo de la pared folicular y se guard6é un video para posterior evaluacién
objetiva con auxilio del software imageJ software (versién 1.50f) de acuerdo con
metodologia previamente descripta (de Tarso et al., 2016). Cuando un cuerpo luteo estaba
presente, se registro su diametro.

5.4. Citologia uterina

Las muestras para citologia endometrial se realizaron a los 9, 15, 22, 29, 36 y 43 dias
posparto utilizando la técnica descripta por Kasimanickam et al. (2004). Brevemente, se
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adaptd el cytobrush para el uso en bovinos, se cortd 10 cm de longitud, se insertdé una
varilla de acero inoxidable de 55 cm de largo y se colocé dentro de un tubo de acero
inoxidable de 5 mm de didmetro y 50 cm de largo, de manera que el cepillo quedaba
oculto. Se recubrid con camisa sanitaria plastica para evitar la contaminacion vaginal. La
region perineal y vulva se limpid con toalla de papel y se desinfect6 con solucion yodada,
se introdujo el dispositivo con el cepillo a través de la vagina con la ayuda de la otra mano
a traves de receto para fijar el cérvix. Al llegar al orificio cervical se puncioné la camisa
sanitaria y se continud a través de cérvix hasta llegar a la curvatura mayor del cuerno
uterino que gesto, en ese punto se exteriorizo el cepillo en la luz uterina y con la ayuda
de la mano a través del recto se puso en contacto el cepillo con la pared endometrial, se
gird tres veces en sentido horario, luego se oculté el cepillo nuevamente en el tubo de
acero inoxidable para retirarlo. La lamina portaobjeto identificada se prepard en el
momento, haciendo rodar el cepillo sobre la lamina, y dejando secar al aire. Luego se
utilizé un kit de tincién rapida, para fijar y tefiir las células en tres pasos (Diff-Quick,
RAL Diagnostic, Francia). El porcentaje de neutréfilos se determind en base al contaje
de 200 células nucleadas por cada lamina, utilizando microscopio Primo Star (Carl Zeiss
Microscopy, White Plains, NY, USA) con 40 x aumentos.

5.5. Colectas de sangre

La sangre fue colectada por venopuncién coccigea utilizando tubos SST con activador de
coagulo (16 x 100 mm, 8.5 mL; BD Vacutainer, Franklin Lakes, NJ, USA) y
centrifugadas a 2500 rpm durante 10 minutos. De cada tubo se obtuvieron dos muestras
de suero que fueron guardadas a -20°C para posterior analisis.

5.5.1. Perfil metabdlico y hormonal

Las concentraciones sanguineas de NEFA, BHB, Albumina, Calcio, Insulina e IGF-1,
progesterona y haptoglobina se determinaron en Laboratorio de Endocrinologia y
Metabolismo Animal, Facultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay. NEFA, BHB,
albumina y haptoglobina se analizaron para los -8 dias preparto, y para los 9, 15, 22, 29,
36 y 43 DPP. Se utilizaron los siguientes métodos y kit comerciales: para NEFA método
enzimatico colorimétrico ACS ACOD con reactivo NEFA -HR 2, Wako. Para BHB
método cinético enzimatico D-3-Hydroxybutyrate con reactivo BHB BioSystem. Para
albumina el método BCG con reactivo Albumina BioSystem; el coeficiente de variacién
interensayo fue menor a 10% para todos los sueros controles de NEFA, BHB y albdmina.
Las concentraciones de haptoglobina se determinaron a través de un kit de Elisa comercial
(Tridelta Development LTD, Dublin, Irlanda). La sensibilidad del método es de 0.005
mg/mL. Los coeficientes de variacion intraensayo fueron 1.4 %y 1.1 % para los controles
1 (0.35 mg/mL) y 2 (2.27 mg/mL). Los coeficientes de variacion interensayo para los
mismos controles fueron 6.5 % Yy 6.6 % respectivamente. Calcio se analizd con el método
Arsenazo 111 con reactivo Calcio BioSystem, el coeficiente de variacion interensayo fue
3.31 %y 2.21 % para control 1(2.2 mmol/L y 3.0 mmol/L) se analiz6 para los para los 9,
15, 22, 29, 36 y 43 DPP.

20



Las concentraciones de IGF-I e insulina en suero se determinaron a los 15, 22 y 29 DPP,
a través de ensayo inmunorradiométrico con kits comerciales (IGF1-RIACT Cis Bio
International, Gif-Sur-Yvette cedex, France; y insulina DIAsource Immuno Assays S.A,
Nivelles, Bélgica). El kit para IGF-I contiene dos anticuerpos monoclonales con dos
diferentes sitios antigénicos para IGF-I, un anticuerpo esta adherido al tubo, el otro esta
marcado con iodo 125. Las muestras se trataron primero con una solucién acidica para
desplazar la proteina portadora, que fue luego saturada con IGF-Il para evitar una
reasociacion entre IGF-1 y la proteina portadora. La sensibilidad del ensayo fue 0.73
ng/mL. El coeficiente de variacion interensayo para el control 1 (44.4 ng/mL) y el control
2 (409.8 ng/mL) fueron 6.7 %y 3.4 % respectivamente. Para insulina, la sensibilidad del
ensayo fue 1.47 pUI/mL. Los coeficientes de variacion intraensayo para el control 1 (20,5
uUl/mL) y el control 2 (72,3 uUI/mL) fueron 5.77 %y 3.30 % respectivamente.

Las concentraciones de progesterona fueron determinadas por un radioinmunoensayo
(RIA) en fase solida utilizando kits de MP (MP Biomedicals, Solon, OH, USA). La
concentracion minima detectable del ensayo fue de 0.025 ng/mL. Los coeficientes de
variacion intraensayo para el control 1 (0.28 ng/mL.), el control 2 (5.04 ng/mL) fueron 12
%y 10 % respectivamente. Luego de determinada la ovulacién mediante ecografia y antes
de los 7 dias se tomd la primer muestra para progesterona, (lo que denominamos semana
1 post ovulacion, y luego dos muestreos mas, separados de una semana (semana 2 y
semana 3 post ovulacion).

5.6. Andlisis estadisticos

Los anélisis estadisticos se realizaron utilizando el software estadistico R version 3.0.2
(R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria). El test de Kolmogorov—
Smirnov fue utilizado para confirmar distribucion normal de los valores y el test de Dixon
para detectar valores atipicos. Los datos que presentaron una distribucion normal se
analizaron mediante el modelo mixto ANOVA para medidas repetidas y las diferencias
entre los grupos se evaluaron mediante la prueba post hoc de Tukey. Los datos que no
presentaron una distribucion normal se analizaron mediante la prueba de Kruskal Wallis
y la prueba de la U de Mann Whitney para comparar los valores medios entre los grupos.
Los pardmetros de frecuencia fueron sometidos al test de Chi Cuadrado. El reinicio a la
ciclicidad ovarica se definié como el dia cuando la progesterona fue mayor o igual a 1
ng/mL. La probabilidad de reinicio se estim6 con la proporcion de vacas a través del
Genmod (SAS). Una probabilidad de P < 0.05 fue considerada como diferencia
significativa. Los datos se presentan como media £ E.E.M y porcentajes (%).
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6. RESULTADOS

6.1. Exdmenes clinicos

En el Cuadro Il se presenta la distribucion de vacas que tuvieron trastornos de parto y/o
infecciones uterinas (metritis y endometritis). Al parto, 9 vacas (25 %) presentaron algun
trastorno, mientras que 27 vacas (75 %) tuvieron parto normal. Las anormalidades de
parto fueron las siguientes: cinco retenciones de placenta, una distocia, uno prematuro,
un parto gemelar, y una vaca con lesion cérvico-vaginal.

De acuerdo con la clasificacion de descarga vaginal previamente descrita, durante el
posparto 15 vacas (41.7 %) presentaron infeccion uterina: metritis grado 1 (n=7), metritis
grado 2 (n = 2) o endometritis (n = 6); existiendo 2 vacas que presentaron ambas
patologias. Las dos vacas que presentaron metritis clinica grado 2, con sintomas
sistémicos y necesitaron tratamiento con antibidticos y antinflamatorios, son incluidas
solamente para el célculo de incidencia, pero no se incluyeron en los muestreos.

De las vacas sanas, al dia 9 solamente 2 presentaban moco traslucido (score 0) y las otras
19 presentaron descarga vaginal score 1. Al dia 15 posparto ya eran 12 las vacas sanas
con descarga score 0, y permanecian 9 con score 1. A los 22 y 29 DPP solamente 2y 1
vacas presentaron score 1, respectivamente.

De las 6 vacas diagnosticadas con endometritis, 3 fueron con descarga vaginal score 2,y
3 con descarga vaginal score 3. De las 9 vacas con metritis, 8 fueron descarga score 3 'y
una con score 2.

Cuadro 1. Descripcién de frecuencia de partos con problemas e infecciones uterinas
posparto hasta el dia 43 posparto, en vacas Holstein primiparas.

Parto normal Parto problema Total
Sanas posparto 18 3 21
Infeccién posparto 9 6 15
Total 27 9 36

Del total de vacas sanas, 14.3 % presentaron problemas al parto, mientras que el
porcentaje de vacas con infeccion uterina fue de 40 % (P = 0.078).

Las vacas fueron diagnosticadas con infecciones uterinas a los 15 DPP). En las vacas que
tuvieron parto normal (n = 9), la infeccion uterina fue diagnosticada a los 22 DPP, y en
las que tuvieron problemas en el parto (n = 6) se diagnostico a los 9 DPP. EI 60 % (n =
9) de las vacas enfermas presentaron olor en la descarga vaginal al dia del diagnostico,
mientras que el 40 % (n = 6) no presentaron olor en ningun dia de revision.

En el momento de diagndstico, el 80 % de las vacas con infeccion uterina presentaron
cérvix congestivo o hemorragico (n = 12), mientras que en las sanas se observé que el
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28.6% presentd cérvix congestivo (n = 6) (P = 0.002). Este hallazgo en vacas sanas se
presentd en una vaca a los 22 DPP, en dos vacas a los 29 DPP, en una vaca a los 36 DPP
y en dos vacas a los 43 DPP.

Los valores de P para los efectos fijos de grupo, tiempo y sus interacciones para las
variables evaluadas (citologia, recuento folicular, diametro de foliculo dominante, flujo
sanguineo del foliculo dominante, didmetro del cuerpo liteo, concentracion de
progesterona, produccion de leche, peso vivo, NEFA, BHB, Albimina, Haptoglobina,
Insulina, IGF- | y Calcio) se detallan en el Cuadro I11.

Cuadro I11. Efectos fijos incluidos en el modelo para los anélisis de las siguientes
variables: citologia, recuento folicular, didmetro de foliculo dominante, flujo sanguineo
del foliculo dominante, diametro del cuerpo lUteo, concentracion de progesterona,
produccién de leche, peso vivo, NEFA, BHB, Albdmina, Haptoglobina, Insulina, IGF- |
y Calcio. Los efectos fijos son: Grupo(G), Tiempo (T), y sus interacciones (G*T).

G T G*T
Citologl'a (%) *KkKkk *kk *%
Recuento folicular (N°) NS * NS
Foliculo dominante (mm) 0.06 Fkx NS
Flujo del foliculo dominante (%) NS NS NS
Didmetro de CL (mm) NS NS NS
P4 (ng/mL) NS NS NS
Peso vivo (Kg) falakaled NS NS
Leche (L/vaca) falakaled falalaled NS
NEFA (mmol/L) NS folekae NS
BHB (mmol/L) *x il NS
Albumina (g/L) folaloe folaiela NS
Haptoglobina (mg/mL) NS falalaled NS
Insulina (ng/mL) NS NS NS
IGF- I (ng/mL) NS NS NS
Calcio (mmol/L) * NS NS

*P <0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001; NS: no significativo.

6.2.Citologia

El recuento de PMN realizado a partir de la toma de muestra con cytobrush, desde la
pared endometrial, fue afectado por el grupo (P < 0.0001), por el tiempo (P < 0.001), y
presento interaccion grupo * tiempo (P < 0.01). El recuento de PMN promedio para todo
el periodo evaluado fue mayor en las enfermas (20.4 + 2.6 %) que en las sanas (7.2 £ 1.1
%). Hubo diferencias entre enfermas y sanas a los 22, 29 y 36 DPP como se muestra en
la Figura 2. El grupo sano disminuy6 el %PMN a valores por debajo del 5 % a los 22
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DPP, mientras que el grupo enfermo mantuvo el %PMN mayor de 30 % a los 22 DPP y
mayor a 5 % hasta el dia 43.
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Figura 2. Porcentaje de PMN (promedio + E.E.M.) en vacas sanas y con infeccién uterina
en funcion de los dias posparto. “Los valores de % PMN difieren (P < 0.05) entre sanas
y enfermas para los dias posparto identificados.

6.3. Exdmenes ecograficos
6.3.1. Utero

El diametro del cuerno uterino estuvo afectado por el grupo (sanas: 29.2 = 0.5 mm y
enfermas: 31.6 + 0.5 mm; P < 0.0001), por el tiempo (P < 0.0001) y presento interaccion
grupo * tiempo (P < 0.001). El cuerno uterino previamente gravido (31.1 £ 0.5 mm) fue
mayor (P < 0.05) que el previamente no gravido (29.8 £ 0.5 mm) para todo el periodo
evaluado. Entre vacas sanas y enfermas de acuerdo con el cuerno uterino, el cuerno
uterino previamente gravido fue mayor (P < 0.05) en vacas con infeccién uterina que en
sanas a los 9 y 15 DPP y similar en los otros dias evaluados (Figura 3A). El didmetro del
cuerno uterino previamente no gravido fue mayor (P < 0.05) en vacas con infeccion
uterina que en sanas a los 9 y 15 DPP, y similar en los otros dias evaluados (Figura 3B).
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Figura 3. Diametro de cuerno uterino (A, B), espesor endometrial (C, D), diametro de
arteria uterina (E, F) (mm; promedio + E.E.M.) del cuerno previamente gravido (A, C,
E) y del cuerno previamente no gravido (B, D, F) para vacas sanas y con infeccion uterina
en funcion de los dias posparto. “Los valores difieren (P < 0.05) entre sanas y enfermas
para los dias posparto identificados.

El espesor del endometrio fue afectado por el grupo (sanas: 5.5 £ 0.1 mm y enfermas: 5.0
+ 0.2 mm; P < 0.05), no fue afectado por el tiempo, ni por el cuerno uterino (previamente
gravido vs. previamente no gravido), ni sus interacciones (P > 0.05). Las vacas sanas
presentaron un mayor espesor de endometrio a los 9 DPP en cuerno uterino previamente
gravido (sanas: 6.6 = 0.4 mm y enfermas 4.3 £ 0.5 mm) (Figura 3C) y en el cuerno
previamente no gravido (sanas: 6.2 = 0.4 mm y enfermas: 5.0 £ 0.5 mm) (Figura 3D).

El didmetro de la arteria uterina no presento diferencia entre grupos (sanas: 12.1 + 0.1
mm y enfermas: 11.9 £ 0.2 mm; P > 0.05), tampoco hubo efecto del cuerno uterino
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(previamente gravido vs. previamente no gravido), ni del tiempo (dia posparto), ni para
sus interacciones (Figura 3E, F).

6.3.2. Ovarios

El recuento de foliculos mayores a 4 mm aumento a lo largo del tiempo (P < 0.05; Figura
4A). La cantidad de foliculos no fue afectada por el grupo, ni presento interaccion grupo
* tiempo. El diametro del foliculo dominante fue afectado por el tiempo (P < 0.001;
Figura 4B). El didmetro tendi6 a ser afectado por el grupo (sanas: 13.6 = 0.3 mm y
enfermas: 12.5 + 0.4 mm; P < 0.06) y no presentd interaccion grupo * tiempo. El
porcentaje del flujo sanguineo del foliculo dominante (21.6 £ 7.3 %) no fue afectado por
el grupo, por el dia, ni por sus interacciones.
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Figura 4. Recuento folicular (A) y diametro del foliculo dominante (B) (mm; promedio
+ E.E.M.) en vacas sanas y enfermas (con infeccion uterina).

Desde el parto a 43 DPP, 27 vacas ovularon (79.4 %), 18 (85.7 %) del grupo sano y 9
(69.2 %) del grupo enfermo (P = 0.18) (Figura 5). La mediana para los dias de primera
ovulacion fue a los 22 DPP sin diferencias entre grupos (P > 0.05).
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Figura 5. Probabilidad de primera ovulacion posparto (%) en vacas sanas y vacas con
infeccidn uterina.
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El diametro del CL no fue diferente entre grupos (sanas: 16.4 £ 0.9 mm y enfermas 18.8
+ 1.5 mm). Tampoco presentd diferencias en el tiempo, entre la primera semana de
ovulacion (17.1 £ 1.2 mm) la segunda (17.3 + 1.2 mm) y la tercera (18.5 + 2 mm).

De manera similar la concentracion de progesterona no fue diferente entre grupos (sanas:
1.8 £ 0.3 ng/mL y enfermas: 2.6 = 0.6 ng/mL). Tampoco presento diferencias en el
tiempo, entre la primera semana de ovulacion (1.4 £ 0.5 ng/mL) la segunda (2.8 £ 0.5
ng/mL) y la tercera (2.5 + 0.8 ng/mL). No hubo interaccion grupo * tiempo.

6.4. Datos de produccion y perfil metabdlico

El peso vivo fue afectado por la enfermedad, en sanas fue 494.7 £ 5.5 Kg y en enfermas
473.0 = 10.5 Kg; P < 0.0001). El peso no fue afectado por el tiempo, ni presentd
interaccion grupo * tiempo (Figura 6A). Sobre la produccion de leche hubo un efecto de
la enfermedad y del tiempo, pero no de sus interacciones. En general, el grupo de vacas
enfermas produjo 21.3 + 0.2 I/dia, y las sanas 23.8 + 0.1 I/dia; P < 0.001; Figura 6B).
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Figura 6. Valores promedios desde el parto a los 45 DPP para (A) Peso vivo semanal
(Kg), y (B) produccion de leche diaria (I/vaca/dia) en vacas sanas y vacas enfermas.

La concentracion sérica de NEFA cambié a lo largo del tiempo. Sin embargo, no hubo
diferencias entre sanas y enfermas durante el periodo evaluado. En el periodo posparto,
la concentracion de NEFA a los 9 DPP fue mayor (1.14 + 0.05 mmol/L que todos los
otros dias evaluados; P < 0.001; Figura 7A).

La concentracion de BHB fue afectada por el grupo y por el tiempo, pero no por sus
interacciones. La concentracion promedio de BHB, desde el preparto hasta 43 DPP, fue
menor en el grupo de vacas enfermas (0.9 + 0.1 mmol/L) comparado con las sanas (1.0 =
0.04 g/L). En el periodo preparto, las concentraciones de BHB fueron menores (P < 0.05)
cuando es comparada con el periodo posparto para los dias 9, 15, 22 y 29, independiente
de los grupos (Figura 7B).
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La concentracion serica de albimina fue afectada por el grupo y por el tiempo, pero no
hubo interacciones grupo * tiempo. La concentracion promedio de albumina, desde el
preparto hasta 43 DPP, fue menor en el grupo de vacas enfermas (31.6 £ 0.6 g/L)
comparado con las sanas (34.3 + 1.1 g/L; P < 0.0001; Figura 7C).

La concentracién de haptoglobina solamente fue afectada por el tiempo. En el preparto y
alos 9 DPP, la concentracion de haptoglobina fue mayor que el periodo posparto para los
dias 22, 29, 36 y 43, independiente de los grupos. Cuando analizado aisladamente entre
sanas y enfermas para el periodo preparto, las vacas enfermas presentan mayor (P < 0.01)
concentracion de haptoglobina que las vacas sanas. En el periodo posparto, no hubo
diferencia entre los dias y los grupos (Figura 7D).
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Figura 7. Concentracion (promedio £ E.E.M.) de metabolitos: (A) NEFA (mmol/L), (B)
BHB (mmol/L), (C) Albumina (g/L), y (D) Haptoglobina (mg/mL) en vacas sanas y
enfermas desde 8 dias antes del parto hasta 43 DPP. * Los valores difieren (P < 0.05) entre
los dias independiente de los grupos (B) y entre sanas y enfermas para los dias posparto
identificados (D).

La concentracion de calcio fue mayor en vacas sanas (2.12 = 0.02 mmol/L) que en las
vacas con infeccion uterina (2.04 = 0.02 mmol/L; P < 0.05). No hubo efecto del tiempo
ni interaccion grupo * tiempo para las concentraciones de calcio (Figura 8). Las
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concentraciones en suero de insulina (8.69 £ 1.06 ng/mL) e -(73.9 + 8.03 ng/mL) no

fueron afectadas por el grupo, por el tiempo ni sus interacciones.
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Figura 8. Concentracion sérica (promedio = E.E.M.) de calcio en vacas sanas y con
infeccion uterina desde 9 a 43 dias posparto.
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7. DISCUSION

Este trabajo es el primero en investigar con un enfoque holistico el efecto de las
enfermedades uterinas sin afeccion sistémica sobre la produccion de leche, la involucién
uterina y morfologia de las estructuras ovaricas y relacionarlo con variables metabolicas
e inmunoldgicas en vacas primiparas en condiciones pastoriles.

El presente estudio encontrd que el 41.6 % de vacas primiparas presentaron metritis y
endometritis, lo que es consistente con la incidencia a nivel internacional que puede variar
entre 35 - 50% (Leblanc, 2012). Ruprechter et al. (2018) reportaron que el 39.2% de las
primiparas paridas en otofio tienen metritis o endometritis hasta los 21 DPP, no
encontrandose diferencia de la incidencia acorde a la paridad. En cambio, Giuliodori et
al. (2013) en un predio comercial de Argentina muestran que las primiparas tienen una
mayor incidencia (primiparas 48.9% y multiparas 35.2%) y que las primiparas tienen
mayor probabilidad de descarga vaginal purulenta asociado con mayor problemas al parto
(Giuliodori et al., 2017). Se ha discutido que la alta incidencia reportada en algunos casos
podria estar explicada por incluir como endometritis vacas que tienen escore 1 de
descarga (Gobikrushanth et al., 2016), en nuestro estudio no se incluyen. Carvalho et al.
(2019) reportan un 21% pero diagnosticando hasta 21 DPP y Ribeiro et al. (2013) 23.5 %
haciendo tres revisiones hasta el dia 28 posparto. En cambio nosotros seguimos evaluando
la descarga vaginal y el 23 % de las vacas comenzaron la descarga vaginal anormal luego
de 22 DPP. Incluso algunos trabajos reportan que se puden detectar un porcentaje de vacas
con endometritis clinica luego de los 33 DPP (Barlund et al., 2008; Dubuc et al., 2010a).
Ademas, cuando no se hace una revision semanal hay vacas que presentan infeccion pero
autocuran antes de la proxima evaluacion por lo que podria ocurrir un sub diagnéstico
(Sheldon et al., 2006; Giuliodori et al., 2017). Por tanto creemos que nuestros resultados
de incidencia reflejan la realidad ya que la metodologia contempla esos aspectos.

En nuestro trabajo el grupo de vacas enfermas incluyd metritis grado 1 y endometritis
clinica de acuerdo a la descarga vaginal (Sheldon et al., 2009), lo que fue consistente con
el recuento de células inflamatorias mayor en el grupo enfermo. Este es el primer reporte
de esta indole en nuestro pais. A nivel internacional, Kasimanickam et al. (2004),
describen una alta correlacién entre la descarga vaginal purulenta y la alta citologia. A su
vez Mateus et al. (2002) y Williams et al. (2005) relacionaron el aspecto de la descarga
vaginal purulenta y la alta carga bacteriana.

La tendencia a que la proporcién de las vacas con infeccidn uterina tuvieran previamente
problemas al parto respecto de las sanas es consistente con estudios previos (Dubuc et al.,
2010b). De igual forma este estudio no se disefio para realizar estudios de este tipo, ya
que el tamafo de la muestra es insuficiente. Los datos disponibles a nivel internacional
muestran que las vacas con problemas al parto presentan desequilibrios en salud o
metabolismo antes de la deteccion clinica (Curtis et al., 1985; Dubuc et al., 2010). Por lo
tanto, el momento del diagndstico a traves de la descarga vaginal, ademas de definir la
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enfermedad (metritis el dia 9 y 15 posparto, 0 endometritis a los 22 0 mas DPP) puede
estar relacionado a problemas al parto y retencion de placenta.

El mayor diametro de los cuernos uterinos en las enfermas respecto a las sanas que se
detecto hasta los 15 DPP ya ha sido descripto (Mateus et al., 2002; Heppelmann et al.,
2013b; Reshma et al., 2020). Esto esta causado por aumento de contenido uterino, ya que
a los loquios normales se suman mas células epiteliales, células del sistema inmune y
restos bacterianos, conformando la descarga vaginal purulenta (Williams et al., 2005;
Foldi et al., 2006). En menor proporcion, el aumento del diametro puede estar dado
porque en las enfermas la pared uterina estd mas gruesa (Reshma et al., 2020). La
importancia ademas del diagndstico en si mismo, radica en que se ha comprobado la
relacion entre un didmetro menor durante posparto temprano (Sheldon et al., 2003;
Melendez et al., 2004) y previo a la inseminacién (Baez et al.,, 2016) con mejor
desempefio reproductivo. Nuestros resultados concuerdan con esos trabajos en cuanto a
los cambios de tamafio de los cuernos uterinos a lo largo del tiempo, asi como también
las diferencias de diametro entre los cuernos previamente gravidos y no gravidos (Okano
& Tomizuka, 1987; Kamimura et al., 1993). Ademaés, un estudio comparativo muestra
que en primiparas la involucion es mas lenta y demora més dias que en multiparas (Zhang
et al., 2010).

Para que la prefiez pueda ser posible luego del parto, una condicién necesaria es la
regeneracion endometrial, este proceso se completa alrededor de la sexta semana posparto
(Bonnett et al., 1991b; Sheldon et al., 2008). Consiste en la regeneracion de los tres
estratos que lo componen: 1) de epitelio luminal; 2) el estrato compacto un tejido
conjuntivo abundante en células; y 3) el estrato esponjoso en cuyo estroma hay menos
cantidad de células, y se encuentran las glandulas endometriales secretoras de nutrientes
para el embrion, vasos sanguineos y linfaticos (Bonnett et al., 1991a). Ademas de estas
funciones de secrecion, el endometrio tiene un importante rol endocrino, y es la razén por
la que en este estudio se incluy6 la determinacién del espesor del mismo. Nuestros
resultados son similares a un estudio previo (Lépez-Helguera et al., 2012) que realizaron
tres revisiones de espesor endometrial posparto entre 15 y 35 DPP y no encontraron
cambios de espesor a lo largo del tiempo. Sin embargo, ocurren cambios histolégicos
importantes en el endometrio durante el puerperio (Bonnett et al., 1991), pero no
encontramos antecedentes sobre evaluaciones ecograficas del espesor endometrial antes
de los 10 DPP que comparen vacas sanas y con infeccion uterina. Nuestros resultados
muestran que el espesor endometrial fue menor en las enfermas (especialmente al dia 9
DPP), esto puede estar relacionado con el proceso degenerativo del epitelio, con el
contenido uterino y la atonia del miometrio en esos dias (FOldi et al., 2006). En otros
trabajos se muestra que a partir del 15 DPP el espesor endometrial puede estar aumentado
en vacas con metritis (Barlund et al., 2008; Lopez-Helguera et al., 2012) por causa del
edema e infiltracion celular (Foldi et al., 2006). Es posible que el hecho de no encontrar
diferencias relevantes luego de los 9 DPP se asocia a que la inflamacion no es tan grave
para causar tal reaccion (se incluyeron vacas sin afeccion sistemica). La medida de
espesor endometrial puede ser una ayuda al diagndstico ya que como complemento del
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cytobrush puede aumentar la especificidad (Barlund et al., 2008). Se ha asociado
negativamente el espesor endometrial aumentado a los 15 DPP sobre el reinicio de la
actividad ovérica (LOpez-Helguera et al., 2012), ya que altera la secrecion de
prostaglandinas (Lewis, 2003). Ademaés el retraso en su regeneracion puede producir
pérdidas embrionarias tempranas por no proveer un ambiente uterino adecuado para la
implantacion del embrion (Walsh et al., 2011).

Previo a la regeneracion endometrial, se ha descripto la necrosis isquémica que ocurre
normalmente en las carinculas durante el puerperio (Slama et al., 1991), y por tanto se
requiere paulatinamente menos irrigacion. Eso se ha corroborado con la rdpida involucion
uterina en la primera semana posparto que es acompafiada por una disminucion del
suministro de sangre através de la arteria uterina, principalmente hasta el cuarto DPP en
vacas sanas (Herzog & Bollwein, 2007). Un estudio en seis vacas primiparas Simmental
mostré que esa disminucidn hasta el cuarto dia posparto esta dada en gran parte por una
disminucion significativa del diametro de la arteria uterina, pero luego del cuarto dia no
se detectan cambios de diametro (Heppelmann et al., 2013a). Lamentablemente no
poseemos informacion del didmetro de la arteria uterina a previo a los 9 DPP. Tampoco
detectamos diferencias en el diametro de la arteria uterina entre vacas sanas y vacas con
metritis. Ese resultado concuerda con Reshma et al. (2020), que compararon seis vacas
sanas y seis vacas con metritis a los 5, 10 y 15 DPP y no encontraron diferencias. Por otro
lado, al momento del estro muestra que la arteria uterina media es de mayor didmetro en
vacas que padecen metritis severa comparando con metritis leve 0 moderada (Sharma, et
al., 2019). Esto parece mostrar que los cambios en el didmetro de la arteria uterina se
hacen evidentes cuando las variaciones fisioldgicas o patologicas son de gran magnitud
como en el caso de la primer semana posparto y metritis severa respectivamente. En tanto
que cambios sutiles en la necesidad de suministro de sangre podrian darse por otros
cambios hemodinamicos y no por variaciones en el didmetro de de la arteria uterina
(Krueger et al., 2009; Heppelmann, et al., 2013b).

El restablecimiento del eje hipotalamo- hipéfisis- ovario- Utero, y el reinicio de las
primeras ondas foliculares posparto ha sido ampliamente descrito (Leslie, 1983; Savio et
al., 1990). Como ha sido reportado (Fonseca et al., 1983 y Crowe, 2008), hemos
encontrado un aumento del didmetro del foliculo dominante durante los primeras semanas
postparto, y consistente con la primera ovulacion observada entorno a la tercera semana
posparto. Incluso registramos algunas vacas que ovularon a los 15 DPP como también se
ha reportado (Kawashima et al., 2007). Sin embargo, algunos trabajos muestran que en
sistemas pastoriles, especialmente en primiparas, el intervalo parto- primera ovulacién
podria ser mayor que en vacas multiparas (Cavestany et al., 2009; Adrien et al., 2012)
aun con condicion corporal mayor a 3 (Meikle et al., 2004). La influencia del utero en la
funcidn ovarica, se puede ver alterada por la presencia de LPS en el utero, que aumenta
la produccion de prostaglandinas como parte de la reaccion inflamatoria que se
desencadena, aumenta la expresion génica de receptores de estradiol, y disminuyen los
de progesterona en endometrio (Herath et al., 2006; Gabler et al., 2009), y es acompafiado
por aumento de progesterona y estradiol en sangre (Debertolis et al., 2016). A su vez se
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puede ver alterada la influencia de los ovarios en la funcion uterina, hipotalamo e hipdéfisis
mediante el estradiol y progesterona, ya que cuando ocurren infecciones uterinas, la
presencia de LPS en el fluido folicular altera la secrecion de estradiol y por lo tanto el
crecimiento folicular y ovulacion (Cheong et al., 2017; Gindri et al., 2019). En ese sentido
se ha visto que aumenta el intervalo parto- primera ovulacién en primiparas (Dourey et
al., 2011). En el presente estudio no se asocio la infeccion uterina con probabilidad de
ovulacion, posiblemente por el reducido tamafio de muestra para ese analisis. Pero es un
aspecto importante por el perjuicio en el desempefio reproductivo (de Boer et al., 2015;
Giuliodori et al., 2017). Incluso en los casos que la fecundacién ocurre, los embriones
tienen menos calidad y menos chance de seguir su desarrollo (Ribeiro et al., 2016).

El menor peso vivo y menor produccion de leche desde el inicio de la lactancia que
ocurrio en las vacas enfermas, es probable que esté dado por menor consumo de alimento
como se ha visto (Huzzey et al., 2007). En ese estudio se demostré que las vacas con
metritis, ya durante el preparto bajan el consumo de materia seca, cambian el
comportamiento de consumo y tienden a beber menos agua y producen menos leche que
las sanas (Huzzey et al., 2007; Giuliodori et al., 2013). Un trabajo con méas de once mil
primiparas muestra que las vacas con metritis producen 2.3 litros / dia menos, incluso
antes del diagndstico (Rajala & Grohn, 1998). En cuanto a la relacion de produccion de
leche y concentracion de NEFA y BHB, en primiparas se vio una correlacion positiva
entre ambas variables (Ospina et al., 2010b). Nuestros resultados de menor produccién
en vacas enfermas es consistente con las menores concentraciones de NEFA al final de la
primera semana posparto y BHB durante las tres primeras semanas posparto, lo que
sugiere que la produccion no demando6 tanta movilizacion de reservas como ha sido
descrito previamente (Ruprechter et al., 2018). Esto difiere con trabajos que indican que
los elevados niveles de NEFA y BHB son predictivos de enfermedades uterinas (Ospina
et al., 2010a), otras enfermedades y menor produccion de leche (Duffield et al., 2009).
Esto podria estar explicado porque en primiparas el eje somatotrofico aun estd enfocado
en el crecimiento y no solamente en la produccion, por lo que es capaz de disminuir el
suministro de glucosa a la ubre, antes de recurrir a lipomovilizacion excesiva.

Se conoce la relacion entre el estatus metabolico, las infecciones uterinas y la funcion del
sistema inmune (Hammon et al., 2006; Pascottini & LeBlanc, 2020). Un estudio realizado
a los 7 DPP (Paiano et al., 2019) muestra que vacas que padecen enfermedades
metabdlicas presentan un mayor espesor del endometrio. La via por la que esto ocurre
estd intimamente relacionado con el desbalance metabélico ya que se ha demostrado que
elevados niveles de NEFA (Hammon et al., 2006) y BHB (Galvéo et al., 2010) afecta el
funcionamiento de neutrofilos. Eso podria enlentecer el clearance uterino por lo que la
infeccion bacteriana persiste, llevando a mayor espesor endometrial. Paiano et al., (2019)
no observaron diferencia en la incidencia de metritis entre los grupos de vacas que
presentan perfiles metabdlicos distintos, por lo que no es posible establecer una relacion
directa entre infeccion uterina y espesor endometrial. Sin embargo, nuestros datos de
NEFA y BHB muestran que vacas que estan en un BEN leve a moderado, y asi mismo se
pueden encontrar vacas sanas y vacas con metritis, teniendo entre ellas diferencias en el
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espesor endometrial. Esto determina que, a pesar de presentar un perfil metabdlico
considerado estable, esta categoria de vacas podria ver su performance reproductiva
afectada.

Uno de los hallazgos mas interesantes de esta tesis son las menores concentraciones de
albumina y mayores de haptoglobina en el preparto de las vacas enfermas, incluso esto se
pudo observar dos semanas antes del diagnostico de las patologias. La albumina es una
proteina plasmética producida en el higado y considerada una proteina de fase aguda
negativa ya que disminuye su secrecion cuando el higado tiene alta demanda de sintetizar
otras proteinas (Souza et al., 2010). Los factores que se atribuyen a menor concentracion
de albamina, puede ser por un deficiente aporte proteico en la dieta o por disminucion de
su sintesis a causa de una deficiencia hepatica (Ruprechter et al., 2018). La relacion de la
baja concentracion de albumina preparto con inflamacion uterina posparto ha sido
reportada en diferentes estudios (Burke et al., 2010; Souza et al., 2010; Krause et al.,
2014; Ruprechter et al., 2018); lo que corrobora que la albimina puede ser considerado
un marcador precoz para indicar enfermedades posparto. Ademas, en el caso de la
albimina las concentraciones se mantuvieron bajas hasta 43 DPP. Algunos trabajos
muestran que vacas con menor nivel de albimina presentaron alta citologia y mayor
intervalo parto- ovulacion (Burke et al., 2010; Krause et al., 2014). Por tanto, nuestros
resultados sugieren que el evento de infeccion uterina registrado no fue tan severo para
asociarse con lipomovilizacidn excesiva, pero los resultados de albumina podrian indicar
que hay una repercusion en la funcionalidad hepatica.

La haptoglobina es una proteina de fase aguda positiva, es un mediador inflamatorio y se
produce en el higado en respuesta a interleuquina 6 y TNFa. Se ha relacionado su aumento
en sangre durante la infeccion bacteriana y metritis (Sheldon et al., 2001; Huzzey et al.,
2009; Dubuc et al., 2010). Nuestros resultados posparto no mostraron esa diferencia en
las vacas con infeccidn uterina, tal vez porque fueron leves a moderadas. Pero, la
concentracion de haptoglobina preparto fue mayor en vacas que posteriormente tuvieron
infeccion uterina. Un estudio con 412 vacas en dos predios, muestra que la elevada
haptoglobina preparto no fue un factor de riesgo para enfermedades posparto, y sugiere
que no hay una relacidn directa, sino que un estado inflamatorio preparto que se evidencia
por elevada haptoglobina, predispone a problemas al parto como distocias y retencion de
placenta, y estos son los factores de riesgo para las infecciones puerperales (Huzzey et
al., 2011).

Nuestros resultados de insulina e IGF- I no tuvieron aumento en los dias estudiados, en
contraposicion a lo que ha sido publicado (Meikle et al., 2004; Meikle, et al., 2013). Estos
valores podrian ser un reflejo de buen estatus nutricional desde inicio del preparto (Adrien
et al., 2012). Por tanto, el efecto que pueden tener infecciones leves 0 moderadas sobre
las concentraciones de insulina e IGF- 1, podrian estar amortiguadas por un alto estatus
nutricional en primiparas.
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Una limitante en este trabajo fue no tener datos de concentracion de calcio cerca del parto
ya que se ha relacionado la hipocalcemia subclinica alrededor del parto con mayor riesgo
de padecer metritis (Martinez et al., 2012; Barragan et al., 2018). De igual forma, hemos
encontrado menor concentracion de calcio durante la lactancia temprana en las vacas
enfermas de metritis 0 endometritis. La baja concentracion de calcio posparto en las
enfermas, junto con otros resultados de metabolitos y produccion de leche podria sugerir
que hubo una asociacién entre hipocalcemia al parto e infecciones uterinas posteriores. A
partir de la segunda semana, la calcemia fue similar a otros estudios en primiparas
(Ruprechter et al., 2018).
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8. CONCLUSIONES

En vacas primiparas la presencia de endometritis clinica y metritis grado 1 (sin
sintomatologia sistémica), diagnosticada por la descarga vaginal, se asocio con
aumento de células inflamatorias. También se vié afectada la involucion uterina,
evidenciada por mayor diametro de cuernos uterinos durante las dos primeras
semanas posparto, y menor espesor endometrial durante la primera semana
posparto.

Las vacas enfermas tuvieron menor peso vivo, menor produccién de leche que
estuvo asociada a una menor concentracion de BHB y NEFA reflejando menor
lipomovilizacion, hasta los 43 dias posparto.

La albumina y haptoglobina se vieron afectados desde el preparto en las vacas que
enfermaron en el puerperio. La albimina de vacas enfermas se mantuvo en niveles
inferiores durante el posparto lo que sugiere que la funcionalidad hepética
continda alterada.
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10. ANEXO I

VACA N°:

Fecha Parto Real:

FECHA PREVISTA PARTO:

PARTO N°:

CONDICION CORPORAL:

PRIMEROS SINTOMAS DE PARTO DiA: HORA:

12 cria COMIENZO EXPULSION (aparecen las DiA: HORA:

manos)

12 cria PARTO: (expulsion total) DiA: HORA:

22 cria - COMIENZO EXPULSION (aparecen las manos) DIA: HORA:

22 cria - PARTO: (expulsion total) DIiA: HORA:

Pl sparition e et e ) HORAS:
EXPULSION DE LA PLACENTA DiA: HORA: RETIENE:

OBSERVACIONES:

NECESITO AYUDA AL PARTO: SI: NO:

LA VACA ESTA NORMAL:

AYUDA LEVE :

HIPOCALCEMIA:

AYUDA IMPORTANTE 2;

PROBLEMAS TRAUMATICOS:

VENIA MAL POSICIONADO:

CAIDA:

OTRA SITUACION 3:

OTRA SITUACION 4 :

OBSERVACONES:

OBSERVACIONES:

Luna persona tracciona las manos y sale. 2necesita traccion de 2 personas o férceps y mas tiempo

3 Mellizos, deforme, cesdrea, etc. * Agotamiento, muerte, hemorragia, mastitis, edema ubre, etc.

CRIA 1 CRIA 2 (para caso de mellizos)

SEXO: MACHO: HEMBRA: SEXO: MACHO: HEMBRA:
ESTADO: VIVO: MUERTO: ESTADO: VIVO: MUERTO:
SE PARO:  SI: NO: SE PARO:  SI: NO:
TOMO CALOSTORO: Si: NO: TOMO CALOSTORO: Si: NO:

N° CARAVANA ASIGNADO:

N° CARAVANA ASIGNADO:

PESO AL NACER:

PESO AL NACER:

OBSERVACIONES:

OBSERVACIONES:

LA VACA SE ASIGNA A GRUPO:

CONTROL O PROBLEMA
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