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Ana Z. Ruiz, Carlos Dominguez, Nelson Martinez, Livia Pinto-Santini, Karin Drescher,
Rafael Pérez M., Jesiis A. Rojas U. y Richard Araneda

RESUMEN

Se evalué el efecto de condicion corporal al parto (CCAP) y ni-
vel de alimentacion (NA) sobre el inicio de la actividad reproducti-
va (AR) hasta los 45 dias posparto (DPP), empledndose 18 vacas
mestizas (Bos taurus x Bos indicus), con dos o mds partos, asig-
nadas aleatoriamente en cuatro tratamientos (T). TI-BCBA: CCAP
baja (<2,5) y NA bajo; T2-BCAA: CCAP baja (<2,5) y NA alto;
T3-ACBA: CCAP alta (>2,5) y NA bajo; y T4- ACAA: CCAP alta
(>2,5) y NA alto. La AR se evalué mediante palpacion transrectal,
ultrasonografia y concentracion de progesterona (P,) en plasma.
Los ovarios fueron recolectados de 8 animales beneficiados para
clasificar los ovocitos segiin su calidad en A, B y C. Se evalué

expresion del receptor del IGF-I en ovario (Ro-IGF-1) y en higa-
do (Rh-IGF-I) y del IGF-I mediante Western blot. Se aplico prue-
bas de correlacion no-paramétrica y Kruskal-Wallis y andlisis de
varianza no paramétrico, detectando efecto del T sobre didmetro
cervical (CD; p<0,05), cuerpo liteo (p<0,05) y foliculo Clase 3
(210mm; p<0,01) y de CCAP sobre ovocitos C (ovocito con cumu-
lus oophurus oscuro; P<0,05). El T4 afecté P, (p<0,01). La mayor
expresion del Rh-IGF-I ocurrié en T3 y T4, y para Ro-IGF-I en T2
y T4. Los resultados sugieren que IGF-I modula las gonadotropi-
nas a nivel ovdrico y que CCAP es determinante en la reactivacion
reproductiva de esta especie.

Introduccion

El ganado lechero presen-
ta un periodo de balance
energético negativo durante
las primeras 4-8 semanas

posparto (Drackley, 1999), lo
cual conduce a un incremen-
to en los niveles sanguineos
de la hormona de crecimien-
to (GH) y de los 4cidos gra-
sos no esterificados (NEFA)

o B-hidroxibutirato, asi como
a una disminucién en los
niveles sanguineos de insuli-
na, del factor de crecimiento
insulinicos tipo I (IGF-I), y
de la glucosa (Buttler, 2000),

llevando a un retraso en el
inicio de la actividad ovari-
ca. En el ganado lechero, el
eje somatotréfico, que com-
prende a la GH, al receptor
de la GH y al IGF-I, se en-
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EFFECT OF BODY CONDITION SCORE AND FEED LEVEL ON OVARIAN ACTIVITY, UTERINE INVOLUTION
AND IGF-I EXPRESSION IN CROSSBRED COWS DURING POSTPARTUM

Ana Z. Ruiz, Carlos Dominguez, Nelson Martinez, Livia Pinto-Santini, Karin Drescher, Rafael Pérez M., Jesus A. Rojas U.

and Richard Araneda
SUMMARY

Body condition score (BCS) at calving and feed level (FL) ef-
fects on reproductive activity werer evaluated from 15-45 days
post-partum (DPP) in 18 crossbred (Bos taurus x Bos indicus)
cows randomly assigned into four treatments (T). T1 (LFL): low
BCS (LBCS; <2.5) and low FL; T2 (HFL): LBCS and high FL;
T3: high BCS (HBCS; 22.5) and LFL; T4: HBCS and HFL. Re-
productive activity and uterine involution were evaluated by tran-
srectal palpation, ultrasound and plasma progesterone (P,) lev-
els. On 45 DPP, ovaries from eight animals were collected after
slaughter, and was used to classify oocyte quality as A, B, and C.
Ovarian IGF-I receptor (0-RIGF-I) expression was evaluated by

Western blot. The IGF-1 and its receptor expression was evalu-
ated in liver. Non-parametric correlation and Kruskal-Wallis tests
were applied, showed T effect on cervical diameter (CD; p<0.05),
luteal body (p<0.05) and follicle Class 3 (=10mm; p<0.01), and
BCS effect on C oocytes (P<0.05). T4 affected P, concentrations.
Hepatic IGF-I receptor showed higher expression in animals un-
der T3 and T4; however, o-RIGF-I expression was higher under
T2 and T4. Results suggest that BCS is involved in the resump-
tion of reproductive activity, and that IGF-I acts as gonadotro-
phin function modulator at the ovary level in cow.

EFEITO DA CONDI(;AQ CORPORAL E NIVEL DE ALIMENTACAO SOBRE A ATIVIDADE OVARICA, INVOLUCAO
UTERINA E EXPRESSAO DO IGF-I EM VACAS MESTICAS DURANTE O POS-PARTO

Ana Z. Ruiz, Carlos Dominguez, Nelson Martinez, Livia Pinto-Santini, Karin Drescher, Rafael Pérez M., Jesus A. Rojas U. e

Richard Araneda
RESUMO

O efeito da condig¢do corporal ao parto (CCAP) e o nivel da
alimentagdo (NA) foi avaliado sobre a atividade reprodutiva
(AR) até 45 dias pos-parto, utilizando 18 vacas mesticas (Bos
taurus x Bos indicus) escolhidas aleatoriamente em quatro tra-
tamentos (T). Tl (BCBA): CCAP baixa (<2,5) e NA baixo, T2
(BCAA): CCAP baixa (<2,5) e NA alto T3 (ACBA): CCAP alta
(>2,5) e NA baixo; e T4 (ACAA): CCAP alta (>2,5) e NA alto.
AR foi avaliada pela palpacdo transretal, ultra-sonografia e as
concentragdes de progesterona (P,;) no plasma. Os ovdrios foram
coletados de 8 animais sacrificados, para classificar os ovdcitos

em A, B e C. Avalio-se expressdo do receptor do IGF-I no ovdrio
(Ro-IGF-I) e no figado (Rh-IGF-I) e IGF-I por Western blot. Fo-
ram aplicados testes de correlagcdo ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, detectando o efeito T sobre o didmetro do colo do iite-
ro (p<0,05), corpo liteo (p<0,05) e foliculo Classe 3 (=210mm;
p<0,01) e CCAP em ovocitos C (P<0,05). O T4 teve efeito sobre
P, (p<0,01). A maior expressao de Rh-IGF-I ocorreu em T3 e
T4, e para Ro-IGF-1 em T2 e T4. Os resultados sugerem que o
IGF-I modula as gonadotrofinas ao nivel ovdrico e que CCAP é
Sfundamental na reativagdo reprodutiva desta espécie.

cuentra desacoplado durante
las primeras semanas pos-
parto, lo cual conduce a la
secrecion de altos niveles de
GH y bajos niveles del IGF-I
(Lucy, 2008).

Radcliff et al. (2003) y
Kim et al. (2004) sugieren
que las deficiencias energéti-
cas durante la lactancia tem-
prana en vacas disminuyen
la actividad del promotor del
gen del receptor GH-A1, lo
cual conduce a una disminu-
cién tanto de la sintesis del
receptor hepatico de la GH,
como de la produccién del
IGF-1. Se ha descrito que
vacas lecheras y cerdas que
se encuentran sometidas a
restricciones nutricionales
presentan bajos niveles san-
guineos de insulina y del
IGF-I, lo cual, teéricamente,
reduce la capacidad de res-

puesta del ovario a las hor-
monas gonadotroéficas (Lucy,
2008). Butler (2000) sefia-
la que el reestablecimien-
to de la actividad ovarica
ocurre cuando se produce
el NADIR (cambio a balan-
ce energético positivo); esto
trae como consecuencia una
elevacién de los niveles del
IGF-1, de insulina, de lepti-
na, de hormona luteinizante
(LH) y del estradiol (E,),
conduciendo a la produccién
de foliculos dominantes des-
tinados a la ovulacién.

La regulaciéon endocrina
de la foliculogénesis invo-
lucra a las gonadotropinas,
ademds de hormonas y fac-
tores de crecimiento produ-
cidos localmente (Fortune
et al., 2004). Los factores
de crecimiento parecidos a
insulina (IGF-s) funcionan
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como moduladores de la ac-
cién de las gonadotropinas a
nivel celular. Las activida-
des autocrinas-paracrinas del
IGF-1 y del IGF-II incluyen
estimulo del crecimiento ce-
lular, incremento de la pro-
duccién de progesterona y
del E,, y un aumento de la
sensibilidad de las células de
la granulosa al estimulo de
la FSH en bovinos (Monget
y Monniaux, 1995).

En el postparto, las hem-
bras bovinas deben reiniciar
su funcién reproductiva para
poder gestar nuevamente.
Para lograr esto son necesa-
rios la normal involucién del
utero y el rdpido restableci-
miento de la actividad ova-
rica (Slama, 1996). Durante
la involucién uterina, el ute-
ro debe recuperar su estado
normal para poder soportar

una nueva gestacién, por lo
que el retraso de la misma
influirfa negativamente sobre
el rendimiento reproductivo
del animal, incrementando
el intervalo entre partos.
En vacas Holstein el tiem-
po requerido para completar
la involucidén uterina es de
29,6-35,8 dias (Lindell et al.,
1982; Guilbault et al., 1987).
A través del monitoreo con
ultrasonido se han observa-
do intervalos de 23-42 dias
(Kamimura et al., 1993;
Hajurka et al., 2005). La
primera fase de recuperacién
se inicia desde la primera
semana postparto en vacas
que han tenido parto normal
o con una buena condicién
corporal (CC) y que se ali-
mentan equilibradamente;
sin embargo, se retarda en
aquellas que han presentado
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distocia, retencién de pla-
centa, enfermedades meta-
bélicas durante el periparto
o desbalances nutricionales.
Algunas de estas afecciones
cursan con infecciones ute-
rinas (Mateus et al., 2002),
las cuales provocan tras-
tornos en el tejido uterino
(endometritis) que a su vez
afecta la regulacién hipotalé-
mica de la actividad ovdrica;
ademds, repercuten sobre la
produccién y secrecién de
prostaglandinas (E y F) y
de progesterona (Sheldon y
Dobson, 2004, Dominguez
et al., 2008). Las vacas con
severo balance energético ne-
gativo durante las dos prime-
ras semanas posparto estin
sometidas a un mayor estrés
metabdlico y celular, que
retarda la reparacion de los
tejidos uterinos reduciendo,
en consecuencia, la fertilidad
(Wathes et al., 2007).

El objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto de la
condicién corporal al parto
(CCAP) sobre la involucién
uterina, presencia de cuerpo
Idteo (CL), clases de folicu-
los ovdricos, tipos de ovoci-
tos y expresion del IGF-1 y
su receptor ovarico y hepa-
tico, en vacas mestizas hasta
los 45 dias posparto (DPP).

Materiales y Métodos
Animales y localizacion

Este estudio se llevd a
cabo en el Laboratorio de
la Seccién de Bovinos, Ins-
tituto de Produccién Ani-
mal, Facultad de Agronomia,
Universidad Central de Ve-
nezuela, en Maracay, esta-
do Aragua. La precipitacién
promedio anual en la zona
es de 800mm, con una tem-
peratura promedio de 27°C.
Se utilizé un total de diecio-
cho (n=18) vacas mestizas
(3/4 a 1/2 Holstein x Brah-
man), con dos o mas partos,
las cuales fueron sometidas a
los protocolos experimentales
aprobados por el Comité de
Bioética de la Facultad de
Ciencias Veterinarias, UCV.
Los animales fueron evalua-
dos desde el dia 4 hasta el
45 DPP, una vez por sema-
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na antes de la deteccion del
primer celo y dos veces por
semana a partir del mismo.
Alcanzados los 45 DPP, un
grupo de ocho animales (dos
animales/tratamiento) fueron
faenados en un frigorifico in-
dustrial (Matadero Industrial
de Turmero, estado Aragua),
colectandose muestras de hi-
gado y de los ovarios.

Manejo general y
alimentacion

Las vacas fueron alojadas
en puestos individuales te-
chados ubicados en un co-
rral de 18x2m. Cada puesto
fue acondicionado con un
comedero y un bebedero au-
tomdtico para el consumo de
agua a voluntad. La alimen-
tacion se basé en el sumi-
nistro de aproximadamente
2kg de alimento concentrado
(AC), bloque multinutricio-
nal (BMN) y pacas de heno
de pasto estrella (Cynodon
nlemfluensis). E1 AC y el
BMN fueron preparados en
el laboratorio. El aporte cal-
culado de la energia meta-
bolizable (EM/kg) del AC y
del BMN fue de 3,2 y 0,86
respectivamente. En el caso
de la proteina cruda (PC)
y proteina degradable en el
rumen (RDP, por sus siglas
en inglés) los aportes fue-
ron de 23,1 y 19,3% para
el AC y de 50,9 y 47.9%
para el BMN, respectivamen-
te. El pasto aportd 2,01EM/
kg, 8,0% de PC y 4,68% de
RDP.

Tratamientos y diseiio del
experimento

Las 18 vacas fueron asig-
nadas al azar a los diferen-
tes tratamientos (T). Los T
quedaron conformados de la
siguiente manera: T1 estuvo
conformado por cuatro (n=4)
vacas con condicién corpo-
ral al parto (CCAP) baja
(<2,5) + nivel de alimen-
taciéon (NA) bajo (BCBA);
T2: CCAP baja (<2,5) +
NA alto (BCAA) (n=4);
T3: CCAP alta (22,5) + NA
bajo (ACBA) (n=4); y T4:
CCAP alta (>2,5) + NA alto
(ACAA) (n=4). La aplicacién

de los tratamientos se inicid
a los 4 DPP. La CCAP fue
determinada segutn la escala
del 1 al 5 del NIRD (Na-
tional Institute of Research
in Dairying) modificado por
Fattet y Jaurena (1988). Las
vacas de CCAP alta tuvieron
valores de CC >2,5 vy, las
vacas de CCAP baja, valores
inferiores a 2,5. EI NA alto
fue asignado segtn el aporte
de energia metabolizable de
las dietas experimentales.
Los requerimientos de las
vacas fueron determinados
de acuerdo a las tablas del
National Research Coun-
cil (NRC, 1989), en funcién
del peso corporal y la pro-
duccién de leche (promedio
del total diario hasta los 60
dias) de la lactancia anterior
de cada una de las vacas.
Asi, en el NA bajo, la dieta
cubria el 85% del requeri-
miento total de energia del
animal (mantenimiento) y en
el NA alto, las dietas apor-
taban el 115% del reque-
rimiento total de energia.
Se consideré mantener la
relacién de la cantidad de
nitrégeno fermentable en el
rumen (NFR) y la materia
organica degradable (MODR)
en el rumen (g NFR/kg
MORD) entre 25-30, con
el propdsito de evitar efec-
tos confundidos debido a la
variacién entre T por dicha
causa.

Actividad ovdrica

Las evaluaciones de la ac-
tividad ovdrica se llevaron
a cabo a través de la pal-
pacién rectal y del uso de
ultrasonido por via trans-
rectal (Aloka SSD 900 Co.
Ltd., Tokyo, Japan), desde
el 15 al 45 DPP, usando una
sonda transrectal lineal de
7,5MHz, y se realizaron una
vez por semana antes de la
deteccion visual del primer
celo y dos veces por semana
a partir de dicha deteccidn.
Las evaluaciones permitie-
ron clasificar el crecimiento
folicular en varias clases:
Clase 1 (£5mm), Clase 2 (6-
9mm), y Clase 3 (=10mm;
Diaz et al., 1998) y confir-
mar la presencia de cuerpos

Iiteos detectados al examen
clinico rectal.

Involucion uterina

Se evalué el proceso de
involucion uterina desde el
15 hasta el 45 DPP, emplean-
do para esto las mismas téc-
nicas de palpacién y ultraso-
nido antes mencionadas. Para
esta evaluacién se empled
la clasificacién de LeBlanc
et al. (2002), la cual toma
en cuenta la posicién del
utero (PU) con relacién a
la pelvis, la simetria de los
cuernos uterinos (SCU) y el
diametro del cuerno uterino
de la gestacion previa y el
diametro del cervix (DC). Se
tomaron muestras semanales
de las secreciones cervicales
utilizando hisopos, para rea-
lizar citologias y determinar
el porcentaje de leucocitos
polimorfonucleares (PMN)
presente en la muestra. Las
citologias fueron clasifica-
das en diversos grados que
variaron entre de acuerdo a
Kasimanickan et al. (2004).
Ademas, se evaluaron las ca-
racteristicas fisicas del moco
cervical (CMC), empleando
la clasificacion de LeBlanc
et al. (2002).

Niveles de progesterona en
plasma

Se tomaron muestras de
sangre en la vena yugular
durante los 3, 15, 22, 33, 37
y 45 DPP para la determi-
nacién de la concentracion
de progesterona (P,) en el
plasma de las vacas en el
experimento. Las muestras
de sangre fueron analiza-
das mediante la técnica de
RIA (Diagnostic Systems
Laboratorios, DSL Inc., TX,
EEUU), usando para esto
un kit comercial validado
(DSL, 2006) en fase soli-
da. Los niveles de P, para
considerar el reinicio de ac-
tividad ovdrica fueron las
concentraciones >0,5ng/ml
en dos muestras consecu-
tivas, o cuando la concen-
traciéon de P, en la mues-
tra fue >Ing/ml (Meikle et
al., 2003). Los coeficientes
de variacién intra-ensayo e

OCT 2010, vOL. 35 N° 10 IIVERCJENZIA



MATRIZ DE CORRELACION NO PARAMETRICA DE LA EVALUACION REPRODUCTIVA
DE VACAS MESTIZAS CON DIFERENTES CCAP EN EL

TABLA 1

15, 22, 30, 37 Y 45 DPP

DPP 15

T
CCAP
NA
Cito.
CMC

T

CCAP

NA

Cito.

CMC

DC

PU

SCU

F1

F2

F3

CL
DPP 37

T
CCAP
NA
Cito.
CMC
DC
PU
SCU
F1
F2
F3
CL
DPP 45
T
CCAP
NA
Cito.
CMC
DC
PU
SCU
F1
F2
F3
CL

T  CCAP

NA

Cito.

CMC DC

PU

SCU F1

F2

F3

CL

1,00  0,772"
0,772" 1,00
0,407 0,100
0,017 0,129
0,268 0,021
-0,097 -0,249
0,232 0,228
-0,325 -0,324
-0,054 -0,152
0,00 -0,162
0,462" 0,329
-0,041 0,200

1,00
0,772"
0,407
0,169
0,00
-0,080
0,131
0,075
-0,117
-0,062
0,611
-0,304

0,772™
1,00
0,100
0,164
-0,062
0,012
0,310
0,115
-0,221
0,00
0,553"
-0,209

1,00
0,722™
0,322
-0,072
-0,068
0,129
0,203
0,462"
-0,061
-0,027
0,549"
0,134

0,772"
1,00
0,169
-0,311
-0,292
0,079
0,500
0,329
0,159
-0,111
0,663"
0,060

1,00
0,772*
0,407
-0,131
-0,280
0,241
0,225
-0,104
0,141
-0,018
-0,252
0,352

0,772
1,00
0,100
-0,172
-0,470"
0,148
0,316
-0,255
0,155
-0,022
-0,310
0,598"

1,00
0,722™
0,407

0,772
1,00
0,100
0,81 0,078
-0,407 -400
-0,194 -0,209
0,081 0,200
0,545" 0,447
-0,222 0,147
0,124 0,055
0,225 0,079
0,079 0,194

0,407
0,100
1,00
0,000
0,350
0,011
0,000
0,054
-0,076
-0,043
0,598"
-0,400

0,407
0,100
1,00
0,306
-0,124
-0,344
-0,126
0,195
-0,192
0,044
0,079
-0,209

0,322
0,169
1,00
-0,226
-0,164
-0,118
0,240
0,099
-0,032
-0,351
0,271
-0,182

0,407
0,100
1,00
0,195
0,057
0,444
0,079
-0,025
-0,203
0,241
0,148
-0,209

0,407
0,100
1,00
-0,267
-0,100
0,060
-0,100
0,224
-0,029
0,055
0,079
-0,055

0,017
0,129
0,000
1,00
-0,115
-0,009
-0,216
-0,214
-0,115
-0,167
-0,154
-0,172

0,169
0,164
0,306
1,00
0,126
-0,193
0,370
0,160
-0,118
-0,507
0,138
-0,222

-0,072
-0,311
-0,226
1,00
0,399
0,059
-0,267
0,160
0,050
0,208
-0,238
0,306

-0,131
-0,172
0,195
1,00
-0,442"
0,395
0,145
-0,070
-0417"
0,252
0,346
-0,151

0,081
0,078
-0,267
1,00
-0,208
-0,013
-0,074
-0,022
-0,035
0,592
0,035
-0,012

0,268
0,021
0,350
-0,115
1,00
0,098
0,366
-0,098
0,251
0,125
0,160
-0,233

-0,097
-0,249
0,011
-0,009
0,098
1,00
0,326
0,065
0,00
-0,215
-0,220
-0,058

0,00
-0,062
-0,124

0,126

1,00
-0,061

0,302

0,057

0,119
-0,199
-0,130

0,197

-0,080
0,012
-0,344
-0,193
-0,061
1,00
0,158
-0,270
-0,151
0,075
-0,272
-0,029

-0,068
-0,292
-0,164
0,399
1,00
0,242
-0,278
0,037
-0,351
0,566™
-0,276
0,087

0,129
0,079
-0,118
0,059
0,242
1,00
0,00
0,189
0,030
0,293
-0,322
0,472

-0,280
-0,470
0,057
0,442"
1,00
0,383
-0,024
-0,035
-0,284
0,382
0,432
-0,439

0,241
0,148
0,444
0,395
0,383
1,00
0,128

0,178

0,042
0,543"
0,174

0,322

0,407 -0,194
-0,400 -0,209
-0,100 0,060
-0,208 -0,013

1,00 0,478

0,478" 1,00

0,200 -0,239
-0,149 0,00

0,117 0,035

0,277 0,033

0,00 0,189

0,055 -0,331

0,232
0,228
0,000
-0,216
0,366
0,326
1,00
0,59
-0,113
-0,020
-0,109
-0,061

0,131
0,310
-0,126
0,370
0,302
0,158
1,00
0,168
-0,194
-0,231
-0,024
-0,027

0,203
0,500"
0,240
-0,267
-0,278
0,00
1,00
0,120
0,175
0,148
0,561"
0,120

0,225
0,316
0,079
0,145
-0,024
0,128
1,00
-0,081
0,010
-0,162
0,057
0,189

0,081
0,200
-0,100
-0,074
0,200
-0,239
1,00
0,447
0,104
-0,056
0,00
0,055

-0,325
-0,324
0,054
-0,214
-0,098
0,065
0,059
1,00
-0,058
-0,047
0,181
0,29

-0,054
-0,152
-0,076
-0,115
0,251
0,00
-0,113
-0,058
1,00
0,123
0,307
-0,178

0,075
0,15
0,195
0,160
0,057
-0,270
0,168
1,00
-0,124

-0,117
-0,221
-0,192
-0,118
0,19
-0,151
-0,194
-0,124
1,00
-0,203
0,213
-0,058

0,462" -0,061
0,329 0,159
0,099 -0,032
0,160 0,050
0,037 -0,351
0,189 0,030
0,120 0,175
1,00 -0,045
1,00
-0,483"
-0,048
0,034

0,141
0,155
-0,203
-0417
-0,284
-0,042
0,010
0,236

1,00
-0,322
-0,302
-0,524

0,545" -0,222
0,447 -0,147
0,224 -0,029
-0,022 -0,035
-0,149 0,117
0,00 0,035
0,104
-0,116
1,00
0,087
-0,319
0,130

0,00
-0,162
-0,043
-0,167

0,125
-0,215
-0,020
-0,047

0,123

1,00
-0,116
-0,317

-0,062
0,00
0,044
0,-507"

-0,199
0,075

-0,231
0,050

-0,203
1,00

-0,208
0,183

-0,027
-0,111
-0,351
0,208
0,566™
0,293
0,148
0,066
-0,483"
1,00
0,000
0,199

-0,018
-0,022
0,241
0,252
0,382
0,543"
-0,162
-0,514"
-0,322
1,00
0,390
-0,524"

0,124
0,055
0,055
0,123
0,277
0,033
-0,055
0,124
0,087
1,00
0,439
0,108

0,462"
0,329
0,598"
-0,154
0,160
-0,220
-0,109
0,181
0,307
-0,116
1,00
-0,239

0,611
0,553"
0,079
0,138
-0,130
-0,272
-0,024
-0,157-
0,213
-0,208
1,00
-0,378

0,549"
0,663™
0,271
-0,238
-0,276
-0,322
0,561"
0,122
-0,048
0,000
1,00
0,122

0,252
-0,310
0,148
0,346
0,432
0,174
0,057
-0,247
-0,302
0,390
1,00
-0,322

0,225
0,079
0,079
0,035
0,000
0,189
0,00
0,236
-0,319
0,439
1,00
-0,439

-0,041
0,200
-0,400
-0,172
-0,233
-0,058
-0,061
0,029
-0,178
-0,317
-0,239
1,00

-0,304
-0,209
-0,209
-0,222
0,197
-0,029
-0,027
-0,274
-0,058
0,183
-0,378
1,00

0,134
0,060
-0,182
0,306
0,087
0,472
0,120
0,036
0,034
0,199
0,122
1,00

0,352
0,598"
-0,209
-0,151
-0,439
-0,322
0,189
0,122
0,162
-0,524"
-0,322
1,00

0,79
0,194
-0,055
-0,012
0,055
-0,331
0,055
-0,124
0,130
0,108
-0,439
1,00

T: tratamiento, CCAP: condicién corporal al parto, NA: nivel de alimentacion, Cito.: citologia, CMC: caracteristica

fisica del moco cervical, DC: didmetro cervical, PU: posicién del ttero con relacién a la pelvis, SCU: simetria de
los cuernos uterinos, F1-F3: foliculos clase 1-3, CL: cuerpo liteo.
Nivel de significacién de las correlaciones: * (P<0,05) y ** (P<0,01).
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inter-ensayo fueron 6,78 y
12,02% respectivamente.

Toma de muestras de
tejidos en el matadero

Ocho de los animales fue-
ron faenados a los 45 DPP
(2 animales/tratamiento).
Inmediatamente después de
la faena, se procedi6 a la
toma de muestras de ovario
e higado. En el caso de los
ovarios se tomaron muestras
tanto para la clasificacion
de los ovocitos como para
la expresiéon del IGF-I y de
su receptor, seleccionando el
ovario que en la dltima eva-
luacién ginecoldgica hubiese
tenido el foliculo ovérico de
mayor didmetro (Clase 3).
Las muestras fueron inme-
diatamente conservadas en
N, liquido y almacenadas a
-80°C hasta ser procesadas.

Clasificacion (calidad) de
los ovocitos

Durante el sacrificio de
las vacas se recolectaron
los ovarios activos, luego de
~20min del sacrificio. La
calidad de los ovocitos fue
evaluada en el Laboratorio
de Biotecnologia, Instituto
de Reproduccién Animal
(IRA), Facultad de Ciencias
Veterinarias de la UCV. Los
ovarios se disecaron con
bisturi y se colocaron en
termos que contenfan 500ml
de medio de transporte (so-
lucion salina estéril a tem-
peratura de 37-39°C). Cerca
de 4h después de recolecta-
dos los ovarios se procedid
a la aspiracion de los foli-
culos con didmetro >2mm.
El contenido aspirado se
coloco en tubos cénicos de
50ml (Falcon®, Becton Dic-
kinson, Franklin Lakes, NJ,
EEUU) que contenian el
medio de cultivo modificado
con liquido folicular huma-
no (HTF, Irvine Scientific,
RU) a pH 7,4 y 37°C (Ruiz
et al., 2008). Este procedi-
miento sirvié para clasificar
los ovocitos de acuerdo a
Boni et al. (2002) en ovoci-
tos tipo A (con presencia de
un cumulus oophurus claro
y compacto y un ooplasma
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oscuro), B (ovocitos con un
cumulus oophurus oscuro
y compacto y un ooplama
oscuro) y C (con cumulus
oophurus oscuro), usando
para esto un estereomicros-
copio (Stemi SVS8; Zeiss
Jena GmBH, Alemania) con
aumento de 100X.

Expresion del IGF-1y de su
receptor por Western Blot

Se prepararon tres minige-
les de poliacrilamida-dodecil
sulfato sédico (10-5% p/v)
del tipo discontinuo (SDS-
PAGE). En uno de estos ge-
les, se descargd 200ug de
proteinas (BCA; Pierce, Roc-
kford, IL, EEUU) del tejido
ovarico de los animales de
cada tratamiento, asi como
los diferentes estdndares em-
pleados: estandar precoloreado
de proteinas (Bio-Rad Labora-
tories, Hercules, CA, EEUU),
muestras de ovario de rata y
oveja (200ug, como contro-
les positivos) y una muestra
de ganglio bovino (200ug,
como control negativo). En los
otros dos geles se descargaron
muestras de proteina del tejido
hepatico, usando como control
positivo tejido hepdtico de
oveja. Los procedimientos de
electroforesis vertical, trans-
ferencia de proteinas a las
membranas de nitrocelulosa
y bloqueo de las membra-
nas se realizaron siguiendo
la metodologia descrita por
Ruiz y Kittok (2008). Dos
de las membranas se incuba-
ron con el primer anticuerpo
para el receptor de IGF-I de
humano producido en cabra
(I-7151; Sigma, S. Louis, MI,
EEUU) a una dilucién 1:500,
durante 16-20h a 4°C. La otra
membrana, la cual contenia
muestras de tejido hepdti-
co, se incubd con el primer
anticuerpo para el IGF-I de
humano producido en cabra
(sc: 1422; Santa Cruz Bio-
technology, CA, EEUU) a
una dilucién 1:50 durante 16-
20h. Posteriormente, las tres
membranas fueron incubadas
con el segundo anticuerpo,
IgG (molécula completa) de
conejo anti-cabra conjugado
con la enzima peroxidasa (A-
5420; Sigma St. Louis, MI,
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EEUU), durante 1h a 4°C.
Este anticuerpo fue usado a
una dilucién de 1:160000. Las
bandas proteicas inmunoreac-
tivas se visualizaron mediante
una reacciéon de quimiolumi-
niscencia (Signal® West Pico;
Pierce, Rockford, IL, EEUU).
Finalmente, las membranas
se expusieron a peliculas de
rayos X durante 30min.

Andlisis estadistico

Los datos fueron anali-
zados utilizando el paquete
estadistico SPSS versién 10
(Dominguez et al., 2008;
Ruiz et al., 2008). Para eva-
luar el grado de asociacién
entre las variables CCAP,
NA, poblacién folicular, in-
volucién uterina (SCU, DC,
PU, CMC vy citologia), tipo
de ovocitos y presencia de
CL, por ser todas variables
respuesta de tipo cualitativo
(discretas), se recurrié a un
andlisis estadistico del tipo
no paramétrico. Primero, se
calculé una matriz de co-
rrelaciéon no paramétrica de
Kendall para cada periodo
de muestreo y posteriormen-
te, se realiz6 el analisis de
varianza no paramétrico de
Kruskal-Wallis, por tener
un solo criterio de clasi-
ficacién. En el caso de la
variable clases de foliculos,
se aplicé el paquete esta-
distico Statistix 8.0 tanto
para DPP, como para los
tratamientos. Las concen-
traciones de progesterona en
plasma (variable continua)
fueron analizadas emplean-
do el paquete estadistico
SPSS, Version 10, mediante
un modelo GLM para medi-
das repetidas en el tiempo,
donde se estudio el efec-
to de los seis tratamientos
en cada uno de los tiempos
evaluados (3, 15, 22, 33, 37
y 45 DPP).

Resultados

Involucion uterina y
actividad ovdrica

Los resultados de la
matriz de correlaciéon
no paramédica sobre
la involucién uterina

18kDa +»

y actividad ovdrica a los
15, 22, 30, 37 y 45 DPP se
muestran en la Tabla 1. Al
analizar los datos median-
te el analisis de varianza
no paramétrico se detec-
t6 efecto del tratamiento
sobre diametro del cérvix
(p<0,05), sobre la presencia
del CL (p<0,05) y sobre el
nimero de foliculos Clase 3
(F3; p<0,01). Mientras que
el tratamiento solo tendié a
afectar el nimero de foli-
culos Clase 1 (F1; p<0,09).

Concentraciones de
progesterona en plasma

El tratamiento T4 afecté
en forma altamente signifi-
cativa la concentracion de P,
a lo largo de los diferentes

revel6 una asociacion nega-
tiva significativa de -0,816
(p<0,05) entre ovocitos tipo
C y CCAP. El andlisis de
varianza no paramétrico de-
tecté un efecto altamente
significativo entre CCAP vy
ovocitos tipo C (Tabla II).
Los resultados sobre el efec-
to del nivel de alimentacién
sobre el tipo de ovocitos fue-
ron previamente publicados
(Ruiz el al., 2008).

Expresion del IGF y de su
receptor en higado y ovario

La expresion del IGF en el
tejido hepatico de la vaca fue
evidenciada mediante la apa-
riciéon de una banda proteica,
expresada como valores de
densidad Optica, con un peso

TABLA 11
CLASIFICACION DE LOS OVOCITOS EN VACAS
MESTIZAS CON DIFERENTES CONDICIONES
CORPORALES AL PARTO

Tratamiento  N° ovocitos A B C

CCAP alto 9 7778% a  22,23% a 0a
n= "7 n=2 n=0

CCAP baja 29 72,42% a 6,90% a  20,609% b
n= 21 n=2 n= 6

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05).

DPP evaluados. En el caso
del T3 en 37 y 45 DPP, las
vacas con una CCAP alta y
NA bajo mostraron una ten-
dencia a que las concentra-
ciones de P, fuesen mayores,
en comparaciéon con aque-
llos animales con una CCAP
baja y un NA bajo o alto
(0,2344 +0,2161 vs 1,150
+1,5238ng/ml; P<0,093) y
(0,2856 +£0,22995 vs 1,3433
+1,68925ng/ml; P<0,081),
respectivamente.

Calidad de los ovocitos

El andlisis de la matriz de
correlacién no paramétrica

molecular de ~18kDa (Figura
1). Se observé una mayor
expresiéon de este factor de
crecimiento en el grupo de
animales que presentaba una
mejor CCAP. La expresion
del receptor de IGF-I tanto
en el tejido hepatico (Figura
2) como ovarico (Figura 3),
se evidencid a través de una
banda proteica de peso mo-
lecular de ~120kDa y ~130
kDa, respectivamente. La ex-
presion del receptor para el
IGF-I en las muestras de hi-
gado no parece estar afectado
por los tratamientos (Figura
2), mientras que su expresion
en las muestras de tejido ova-

BABC BAAC AABC AAAC C- C+

—— E— . IS

e

Figura 1. Expresion del IGF-I en el higado de vacas mestizas con diferentes
condiciones corporales y sometidas a dos niveles de alimentacién a los 45 DPP.
C+: control positivo, C-: control negativo, BABC: nivel de alimentacion baja y
CCAP baja, BAAC: nivel de alimentacién bajo y CCAP alta, AABC: nivel de
alimentacion alta y CCAP bajo, AAAC: nivel de alimentacién alta y CCAP alta.
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rico, parece ser mayor en los
animales que recibieron una
buena alimentacién, indepen-
dientemente de la condicién
corporal del animal al parto
(Figura 3).

poral con que los animales
parieron.

En el periodo comprendi-
do entre los 28 y 35 DPP
se evidencia la normaliza-
ciéon de las caracteristicas

BABC BAAC AABC AAAC C- C+

120kDa + -

Figura 2. Expresion del receptor IGF-I en el higado de vacas mestizas con
diferentes condiciones corporales y sometidas a dos niveles de alimentacion a

los 45 DPP.

C+: control positivo, C-: control negativo, BABC: nivel de alimentacién baja y
CCAP baja, BAAC: nivel de alimentacion bajo y CCAP alta, AABC: nivel de
alimentacion alta y CCAP bajo, AAAC: nivel de alimentacion alta y CCAP alta.

C+ C+ C-
130kDa +»

Figura 3. Expresion del receptor IGF-I en el ovario de vacas mestizas con
diferentes condiciones corporales y sometidas a dos niveles de alimentacion a

los 45 DPP.

C+: control positivo, C-: control negativo, BABC: nivel de alimentacién baja y
CCAP baja, BAAC: nivel de alimentacion bajo y CCAP alta, AABC: nivel de
alimentacion alta y CCAP bajo, AAAC: nivel de alimentacion alta y CCAP alta.

Discusion

A medida que progresé el
periodo postparto se eviden-
ci6 como el moco cervical
alcanzaba sus caracteristi-
cas normales. El porcentaje
de PMN en las muestras
de este moco también es-
tuvo asociada la variable
de caracteristica del moco
cervical (37 DPP), coin-
cidiendo con lo reportado
por LeBlanc et al. (2002).
Se evidencié un efecto del
tratamiento (CCAP y NA)
sobre la presencia del CL y
sobre los niveles circulantes
de P, plasmadtica después del
37 DPP, momento en el cual
la mayoria de las vacas ini-
ciaron su actividad ovdrica.
Las vacas que parieron con
una CCAP alta, ain cuando
recibieron un NA bajo (T3),
mostraron una tendencia a
que las concentraciones de
P, fuesen mayores, en com-
paracién con aquellos ani-
males con una CCAP baja
que recibian un NA bajo
o alto. Ello permite inferir
que el factor que mads im-
pacté los niveles plasmaéticos
de P, fue la condicién cor-

BABC BAAC AABC AAAC
T S, e e e —

fisicas del moco endometrial
y disminucién del didme-
tro cervical (Perea et al.,
1997), lo cual se asocia con
la aparicién del CL. Esto
indica el avance en el pro-
ceso de involucién uterina
y en el reinicio de la acti-
vidad reproductiva en estos
animales. En este estudio el
didmetro cervical fue la va-
riable de involucién uterina
que estuvo afectada por el
tratamiento (p<0,05).

Se pudo evidenciar que la
CCAP afecté el numero de
ovocitos tipo C (p<0,05).
En las vacas que parieron
con una CCAP baja, aproxi-
madamente el 21% del total
de sus ovocitos se mantu-
vieron en su forma menos
desarrollada, lo cual condujo
a la disminucién del por-
centaje de ovocitos tipo A,
potencialmente ovulables.
Esto permite sugerir que las
vacas que paren con una
buena condicién corporal
son capaces de iniciar su
actividad reproductiva des-
pués del parto méas eficien-
te que aquellas vacas que
paren con una baja reserva
corporal. Fihri e al. (2005)
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recolectaron ovocitos de va-
cas de diferentes condiciones
corporales faenadas en mata-
dero, encontrando que en las
vacas de condicién corporal
alta, el 79% de sus ovocitos
fueron de buena calidad
(p<0,05); en contraste,
las vacas con una con-
dicién corporal pobre
tuvieron bajo rendimien-
to en el nimero de ovo-
citos colectados, lo cual
estuvo relacionado con
el nivel de energia de
la dieta. Los resultados
anteriores coinciden con
los publicados por nues-
tro grupo de investiga-
cion, en los que se pudo
evidenciar que las vacas
alimentadas con alto
nivel energético pre-
sentaron mayor numero
de ovocitos tipo A, asi
como mayores niveles
de glucosa pospandrial
(p<0,05) y menor expre-
sién del receptor de glu-
cosa tipo-1 (Glut-1) en
el tejido adiposo (Ruiz
et al., 2008).

La condicién corporal tie-
ne un significativo efecto
sobre el nimero de foliculos
y sobre el rendimiento y ca-
lidad de los ovocitos (Rhind
et al., 1989; Dominguez,
1995). Las observaciones de
estos trabajos indican que la
calidad de los ovocitos estd
asociada con la reduccion
de la fertilidad en las vacas
de CC baja al parto, las que
probablemente se encuentran
en un balance energético
negativo.

En el presente estudio se
evidencié un efecto altamen-
te significativo de T sobre el
nimero de foliculos Clase 3
(F3) y, en menor grado, con
el nimero de foliculos Clase
1 (F1). La CCAP tuvo solo
efecto sobre los F3 (p<0,01),
mientras que el NA afec-
t6 tanto a los F3 (p<0,05)
como a los F1 (p<0,05). De
lo anterior se puede inferir
que la CC al momento del
parto es un factor determi-
nante en la activacién de las
formas mdas inmaduras de
foliculos, estimulando el de-
sarrollo de nuevas cohortes
foliculares potencialmente

ovulables y, por ende, la ca-
pacidad de las vacas para
reiniciar la actividad repro-
ductiva.

Se evidencié una mayor
expresion del receptor hepa-
tico del IGF-I en el grupo
de animales con una CCAP
alta y que estdn sometidos
a un NA alto (Figura 2).
Mientras que la expresién
de los receptores ovaricos
del IGF-I fue mayor en las
vacas que fueron sometidas a
un régimen alimenticio alto,
en comparacién con aquellas
sometidas a un régimen bajo,
independientemente de su
CC al momento del parto
(Figura 3), pudiendose su-
gerir que el consumo alto
de nutrientes mejora el ba-
lance energético en el pos-
tparto de la vaca lechera, lo
cual provoca elevacién de
los niveles sanguineos de
insulina con su correspon-
diente efecto sobre el eje
somatotrofico, descenso de
los niveles sanguineos de
la GH y elevacién del IGF
hepatico (Lucy, 2004). Lake
et al. (2006) observaron que
las vacas con CC bajas te-
nian niveles mds altos de
GH y menores del IGF-I,
comparadas con aquellas que
presentaban una mejor CC.
En el presente trabajo, la
expresion del IGF-I hepético
fue mayor en el grupo de
animales que parieron con
una CC alta (Figura 1). Sin
embargo, nutricionalmente
es posible inducir cambios
en la secrecion hepdtica del
IGF-1, el cual tiene un efecto
directo sobre el ovario a tra-
vés de su accién endocrina
(Lucy, 2004). En la cerda,
la sintesis de IGF-I ovéri-
co es dependiente de la GH
(Kirby et al., 1996), pero
este efecto no ha podido aun
ser detectado en la vaca. El
IGF-I en el ovario interactia
con su receptor localizado en
el cumulus oophurus de los
foliculos pequefios, para ace-
lerar el ciclo celular meidtico
de los ovocitos (Sakaguchi et
al., 2002). Monget y Mon-
niaux (1995) observaron que
las actividades autocrinas-
paracrinas de IGF-I y -II
incluyen el estimulo sobre
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el crecimiento celular, in-
cremento de la produccién
de P,y E,, y aumento de la
sensibilidad de las cé€lulas de
la granulosa al estimulo de
FSH en bovinos.

Conclusiones

La condicién corporal al
parto es un factor determi-
nante para la reinicio de la
actividad reproductiva duran-
te el postparto.

El IGF-I funciona como
un modulador de la accién
de las gonadotropinas a nivel
ovdrico en esta especie.
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