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“Cada dia sabemos mds y entendemos menos”.
Albert Einstein

“La ciencia nunca resuelve un problema sin crear otros 10 mds».
George Bernard Shaw
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RESUMEN
Existen factores estresantes durante el desarrollo fetal de un individuo que podrian afectar su
salud en su vida adulta, impactando en su performance productiva y reproductiva, con efectos
a largo plazo que atentarian contra la eficiencia del sistema de produccion de leche. El presente
trabajo tiene como objetivo evaluar los parametros reproductivos y de fertilidad en hembras
bovinas que fueron gestadas bajo distintas situaciones ambientales y de manejo.
Para esto se realizd, en primera instancia, un estudio de cohortes retrospectivo analizando
informacion obtenida a partir de una base de datos de 10.000 vacas Holando Argentino
pertenecientes a la cuenca lechera santafesina. Se evaluaron datos de performance reproductiva
durante la adultez, de acuerdo con el Indice Temperatura-Humedad (ITH) al que estuvieron
expuestas sus madres durante la gestacion. En una segunda instancia, se realizé la evaluacion
de pardmetros relacionados con la fertilidad en 102 vacas Holando Argentino, incluyendo
parametros hormonales y recuento folicular, con base a la exposicion a condiciones ambientales
durante diferentes momentos de su gestacion.
El impacto del ITH cuantificado a través de las variables ciclos con ITH alto en primer trimestre
y la mediana de ciclos con ITH alto en primer trimestre de la gestacién, mostraron asociaciones
estadisticas con las variables respuestas Intervalo Parto Concepcion (P=0,023) e Intervalo
Parto Primer Servicio al Primer Parto (P=0,015) de la progenie. Pudo determinarse un
incremento de las variables relacionadas a la performance reproductiva a medida que el ITH
era mayor. Por otra parte, las vacas gestadas bajo condiciones de ITH >72 durante todo su
desarrollo mostraron una disminucién en la concentracion de 17-B-estradiol en liquido folicular
(P=0,05) en su vida adulta. Asimismo, las vacas expuestas a mayor cantidad de ciclos con ITH
>72 en el primer trimestre de su gestacién (P= 0,045) y mayor porcentaje de dias con ITH alto
en igual periodo gestacional (P= 0,052), manifestaron una asociacién positiva con los niveles
de 17-B-estradiol en plasma. Por su parte, la concentracion de progesterona en liquido folicular
mostrd una asociacion positiva (P=0,025) con el ITH durante el segundo trimestre de gestacion,
es decir, que las vacas con mayor exposicion a ITH elevado en dicho periodo, presentaron un
aumento en la concentracion de progesterona intrafolicular. Por otra parte, la variable recuento
de foliculos antrales registré una tendencia negativa con el ITH durante los primeros 150 dias
de gestacion (P= 0,100) y la cuantificacion de insulina en plasma presentd una tendencia
positiva con la variable ciclos con ITH alto en tercer trimestre de gestacion (P= 0,089) y ciclos
con ITH alto durante el dia 151 de gestacion al parto (P= 0,080).
Es probable que las altas temperaturas que se presentan en la zona de estudio, cuantificadas a

través del ITH, generen cambios en el ambiente uterino y en el feto, lo que conduciria a
\%



Tesis Doctoral. Mgter. Vet. RECCE, Sebastidn

alteraciones permanentes en la vida adulta y posiblemente en las generaciones futuras. Estos
resultados contribuyen al conocimiento general de la programacidn fetal y permitirdn mejorar

las herramientas de manejo y las condiciones en las que se mantienen las vacas durante las

estaciones calidas.
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ABSTRACT
There are stressors during the fetal development of an individual that could affect their health
in their adult life, impacting their productive and reproductive performance, with long-term
effects that would threaten the efficiency of the milk production system. The present work aims
to evaluate the reproductive and fertility parameters in bovine females that were gestated under
different environmental and management situations.
For this, a retrospective cohort study was carried out, in the first instance, analyzing information
obtained from a database of 10,000 Holando Argentino cows belonging to the Santa Fe dairy
basin. Reproductive performance data were evaluated during adulthood, according to the
Temperature-Humidity Index (THI) to which their mothers were exposed during pregnancy. In
a second instance, the evaluation of parameters related to fertility was carried out in 102
Holando Argentino cows, including hormonal parameters and follicular count, based on
exposure to environmental conditions during different moments of their gestation.
The impact of the THI quantified through the variables cycles with high THI in the first
trimester and the median of cycles with high THI in the first trimester of gestation, showed
statistical associations in the response variables Interval from Calving to Conception (P =
0.023) and from Calving to First Service (P = 0.015) of the progeny. It was possible to
determine an increase in the variables related to reproductive performance as the THI was
higher. On the other hand, cows gestated under conditions of THI >72 throughout their
development showed a decrease in the concentration of 17-f-estradiol in follicular fluid (P =
0.05) in their adult life. Likewise, the cows that had a greater number of cycles with THI >72
in the first trimester of gestation (P = 0.045) and higher percentage of days with high THI in
the same gestational period (P = 0.052), showed a positive association with the levels of 17-f3-
estradiol in plasma. On the other hand, the concentration of progesterone in follicular fluid
showed a positive association (P = 0.025) with the THI during the second trimester of gestation,
that is to say, that the cows with greater exposure to elevated THI in said period, showed an
increase in the intrafollicular progesterone concentration.
On the other hand, the antral follicle count variable registered a negative trend with the THI
during the first 150 days of gestation (P = 0.100) and the quantification of insulin in plasma
showed a positive trend with the variable cycles with high THI in the third trimester of gestation
(P =0.089) and cycles with high THI during day 151 of gestation to delivery (P = 0.080).
It is likely that the high temperatures that occur in the study area, quantified through the THI
generate changes in the uterine environment and in the fetus, which would lead to permanent

alterations in adult life and possibly in future generations. These results contribute to the general
vii



Tesis Doctoral. Mgter. Vet. RECCE, Sebastidn

understanding of fetal programming and will improve management tools and the conditions in

which cows are kept during hot seasons.
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1. INTRODUCCION

1.1. Programacion Fetal. Epigenética. Reproduccion Bovina.

En Argentina se ha evidenciado en las ultimas dos décadas un proceso de avance de la superficie
agricola y que, sumado a otros factores del pais y del mundo, actuaron en detrimento de la
produccién ganadera en general y de la produccion lactea en particular. Esto provocé el cierre
de establecimientos productores de leche de pequeia escala y el aumento de otros de mayor
tamano, los que incrementaron el volumen de leche producido. En este sentido, en agosto del
2018 las cifras alcanzaron a 10.731 unidades productivas con 1.584.962 vacas. En rigor
estadistico, las tasas de reduccion de tambos y vacas arrojarian -3,7% y -5,0%, respectivamente
en comparacion del afio anterior (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Nacién
Argentina, 2018. OCLA, 2018).

Asimismo, se observ una reduccién en la proporcion de sistemas de produccion de leche bajo
condiciones estrictamente pastoriles con escasa suplementacion y simultdneamente, se registro
un aumento de explotaciones con mayor intensificacion (incremento en la carga animal por
hectdrea y mayor suplementacion estratégica). Al respecto, se observa que el incremento de la
carga animal se produjo por una disminucion de la superficie ganadera y no por un aumento en
el nimero de cabezas. La menor oferta forrajera hizo necesaria la suplementacion nutricional
para lograr buenos pardmetros productivos por animal. Dicha suplementacién se basé en
productos de la agricultura, principalmente grano y silaje de maiz (Melo, 2004). Todo lo
mencionado, les demanda a los actuales sistemas productivos incrementar su eficiencia para
competir con el avance de la frontera agricola (Schneider y Comerén, 2002).

Bajo el actual contexto, que no es solo inherente a la Argentina sino a los principales paises con
un importante aporte de commodities en sus economias, los sistemas de produccién lechera
disponen de una serie de factores que deben estar concatenados para el éxito del mismo. Uno
de estos factores es la reproduccion del ganado lechero. Las vacas deben parir a intervalos que
permitan maximizar la produccion lechera del rodeo y la produccion individual en toda la vida
de la vaca (Forero, 2004).

Existe evidencia en bovinos (Ouellet et al., 2020) que parte de la infertilidad que se manifiesta
en los registros reproductivos de los sistemas de produccion lechera desde hace unas décadas,
podria tener su génesis en cambios epigenéticos. Aunque el término epigenética ha tomado
relevancia en la década del 80, ya durante el afio 1940, el bidlogo y genetista Conrad

Waddington lo utilizé en sus investigaciones. La epigenética hoy puede ser definida como los

2
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cambios en la funcién de los genes que son heredables por mitosis y por meiosis, que no
entrafian una modificacién en la secuencia del ADN y que pueden ser reversibles (Holliday,
2002). El término indica cambios heredables en la estructura y organizaciéon del ADN que no
involucran modificaciones en la secuencia y que modulan la expresion génica. Estos cambios
en la expresion génica implican, entonces, cambios heredables en el fenotipo (Morgan y
Whitelaw, 2008; Bartova et al., 2008). En la actualidad reconocemos que este proceso se logra
mediante marcas moleculares detectables. Dichas marcas generan modificaciones que afectan
la actividad transcripcional de los genes y, una vez establecidas, son relativamente estables en
las siguientes generaciones (Morgan y Whitelaw, 2008). De acuerdo con ello, las funciones de

los genes pueden ser de dos niveles:

. transmision del material genético de generacion en generacion, lo que seria el campo de
la genética; y
. como funcionan los genes durante el desarrollo de un organismo desde la fertilizacion

del ovocito hasta el adulto, lo que seria el campo de la epigenética.

Thomas Jenuwein (2015), intentando explicar ambos niveles (genética-epigenética) describid
que “la diferencia entre genética y epigenética probablemente puede compararse con la
divergencia que existe entre escribir y leer un libro. Una vez que el libro ha sido escrito, el
texto (los genes o la informacion almacenada en el ADN) serd el mismo en todas las copias
que se distribuyan entre los lectores. Sin embargo, cada lector podria interpretar la historia
del libro de una forma ligeramente diferente, con sus diferentes emociones y proyecciones que
pueden ir cambiando a medida que se desarrollan los capitulos. De una forma muy similar, la
epigenética permitiria diferentes interpretaciones de un molde fijo (el libro o codigo genético)
y resultaria en diferentes lecturas, dependiendo de las condiciones variables en las que se
interprete el molde”.

En definitiva, la epigenética surge para dar repuesta a observaciones que no pueden ser
explicadas por los principios genéticos tradicionales, es decir, constituye un puente entre las
influencias genéticas y las ambientales (Holliday, 2002). En la actualidad, un gran nimero de
investigadores se encuentran trabajando en epigenética aplicada a la performance reproductiva
de animales de interés veterinario, entre ellas las vacas lecheras. Parte del funcionamiento de la
epigenética se basa en que existen muchos factores que intervienen en la expresion de los genes.
Mediante la regulacion epigenética, los genes son parcial o completamente apagados, lo que se

conocen como “silenciamiento genético”, esto significa que esos genes no se expresan (Rich,
3
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2013). El silenciamiento genético ocurre por medio de tres procesos principales: la metilacion
del ADN, la modificacion de la cromatina y mediante los ARN no codificantes. Uno de los
procesos mds estudiados es la metilacién del ADN (Figura 1) en donde la citosina adyacente a
una guanina en el 4dcido nucleico, en los sitios conocidos como islas CpG, puede ser metilada,

generdndose una forma llamada 5-metilcitosina.

NH; N

SAM SAH iy

—_—

N 0 DNMT NS0
Citosina 5-metilcitosina

Figura 1. Metilacion de citosinas seguidas por guaninas (dinucledtidos CG). SAM: S-
adenosil-metionina. La metilacion del ADN ocurre sobre el carbono 5 de la citosina. Esto
explica que aquellos genes que se encuentran altamente metilados, puedan presentar
inhibicion de su expresion. SAM: S-adenosil-metionina (dador del grupo metilo CH3). SAH:
S-adenosil-homocisteina. DNMT: ADN metiltransferasa. Adaptada de Holliday 2002.

El incremento en la metilacién de un gen hace que sea menos probable que se exprese,
silencidndolo. Mientras que la metilacion silencia un gen, la secuencia de ese gen es la misma
que fue heredada de los progenitores del individuo. Adicionalmente, la metilacién es reversible,
es decir, un gen apagado puede encenderse nuevamente. Sin embargo, el ADN metilado puede
ser transmitido durante la fertilizacion. Cuando esto ocurre, el gen apagado puede transferirse
de una generacion a la siguiente, proceso denominado epigenética trasngeneracional (Rich,
2013). Como ejemplo, en las vacas lecheras, los genes que controlan la produccion de leche en
la glandula mamaria estdn fuertemente metilados durante el periodo seco (Singh et al., 2012).
Obviamente esos genes se encienden nuevamente, metilacion mediante, al iniciar la siguiente

lactancia (Singh et al., 2012) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema que representa la influencia de la metilacion de islas CpG presentes en
regiones regulatorias de los genes, en la expresion génica. La hipometilacion (arriba) de
CpGs presentes en la region 5 -UTR de un gen permite la transcripcion y consecuente
expresion génica del mismo. Por el contrario, la hipermetilacion (abajo) de CpGs en dicha
region reguladora perjudica la accesibilidad de la maquinaria transcripcional, reprimiendo

de esta manera la expresion génica.

Otro proceso importante de silenciamiento genético es la modificacion de la cromatina. En este
sentido es sabido que el cromosoma estd compuesto por un par de hebras de ADN condensado
alrededor de un complejo de ocho proteinas denominadas histonas que conforman el
nucleosoma. Esta estructura condensa y empaqueta el ADN en lo que se conoce como
cromatina, la estructura mds familiar de un cromosoma y la forma en que el ADN se encuentra
en el nicleo de las células. Asi, una molécula de ADN que mide 3 metros es condensada en un
cromosoma de solo 0,0000001 metros de longitud. De esta manera, los genes que se encuentran
en una cromatina poco condensada (abierta) presentan un mayor acceso fisico a la maquinaria
celular de expresién genética y es mds probable que estén “encendidos”. Esta caracteristica es
también reversible y, al igual que la metilacion del ADN, se cree que se puede transmitir de una
generacion a la siguiente (Rich, 2013). Las diferentes modificaciones en el ADN (metilacién)
y en la cromatina, dirigen a cambios en la condensacion de la misma que regulan el ingreso de
la maquinaria transcripcional y por lo tanto la expresion génica (Garcia Robles ez al., 2012).

Es sabido que todas las células somdticas de un individuo tienen genomas idénticos. Sin
embargo, cada célula tiene uno de los muchos epigenomas, es decir, un conjunto tnico de
instrucciones epigenéticas para establecer y mantener los perfiles de expresion especificos de
linaje (Jenuwein, 2006). El genoma estd programado para expresar conjuntos apropiados de
genes en tejidos particulares en momentos especificos durante la vida de un individuo. Los

eventos epigenéticos crean una memoria de identidad de la célula que sirve para conservar las
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funciones gendmicas tales como el mantenimiento de la identidad de células después de la
diferenciacion y la propagacion de las caracteristicas esenciales de la arquitectura cromosémica
(Probst et al., 2009). A diferencia de la informacién genética, que es extremadamente estable,
los eventos epigenéticos son reversibles y responden a sefiales exdgenas (ambientales) y
enddgenas. Existe evidencia experimental que sugiere que las marcas epigenéticas sirven como
un recuerdo de la exposicion en la vida temprana a ambientes inadecuados y que estas marcas
inducen cambios a largo plazo en la expresion génica, que puede conducir a la enfermedad en
la edad adulta (Gabory et al., 2011). A esto se lo conoce como la hipétesis del origen del
desarrollo de la salud y la enfermedad (Gluckman et al., 2009; McAllister et al., 2009).

Para lograr intervalos reproductivos 6ptimos, los bovinos deben tener un normal desarrollo
intrauterino, ya que en rumiantes (al igual que en seres humanos y otras especies) la reserva
folicular ovdrica se establece durante la vida fetal cuando los foliculos primordiales se forman
y desarrollan la capacidad para iniciar el crecimiento (Fortune et al., 2013; Monniaux et al.,
2014) (Figura 3).

En el ganado vacuno, la diferenciacién de los foliculos primordiales ocurre entre 90 y 140 dias
de vida fetal (Russe, 1983; Yang y Fortune, 2008; Burkhart ef al., 2010). Se ha establecido que
la poblacién de ovogonias en el ovario bovino en desarrollo alcanza un nimero maximo
estimado de 2,1 millones (Smitz y Cortvrindt, 2002), que disminuye rdpidamente en la dltima
mitad de la vida fetal mediante apoptosis, hasta que, en el nacimiento, la poblacién de foliculos
se reduce a aproximadamente 130.000 con una gran variacién entre individuos (Erickson,

1966b; Aerts y Bols, 2010; Evans et al., 2012).
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Figura 3. Secuencia temporal de eventos reproductivos en la vida de diferentes mamiferos.
Se muestran las distintas etapas del desarrollo reproductivo para cada uno: inicio de meiosis
y formacion de la reserva de foliculos primordiales (celeste), foliculogénesis previa a la
pubertad (verde) y foliculogénesis seguida de ovulacion posterior a la pubertad (naranja).

Adaptada de Monniaux et al.(2014).

El pool de foliculos primordiales se denomina "reserva folicular ovarica", aunque el término
también se utiliza para referirse a todos los foliculos ovéricos sanos. Se ha sugerido que el
tamafo de la reserva folicular ovérica puede determinar la duracién de la vida reproductiva de
la hembra. En este sentido, es sabido que la reserva folicular es considerada de suma
importancia en la mujer ya que puede determinar el inicio de la menopausia (Hansen et al.,
2011). Sin embargo, la senescencia reproductiva carece de relevancia en un sentido practico
para el ganado ya que los animales suelen ser enviados a faena por indicacion de rechazo antes
de que esto ocurra. No obstante, existen evidencias que demuestran que el nimero de foliculos
en la reserva ovdrica se correlaciona con la fertilidad individual de las hembras bovinas. Las
principales funciones de los foliculos ovdricos incluyen: proteger y nutrir un ovocito en
desarrollo que es capaz de ser fertilizado después de la ovulacidn, secretar hormonas esteroides
que regulan la morfologia y funcién de los 6rganos reproductivos, asi como la conducta
reproductiva durante el estro y, por tltimo, proporcionar las células precursoras que luteinizardn
y formardn el cuerpo liteo después de la ovulacién. Diversos estudios han arribado a

conclusiones interesantes acerca de la variabilidad en la reserva folicular entre animales y la
7
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correlacién entre el nimero de foliculos y la fertilidad en bovinos (Evans et al., 2010; 2012;
Ireland et al., 2008, 2011; Fortune et al., 2013). Dichos trabajos revelaron diferencias
consistentes entre hembras bovinas jévenes de la misma edad en el numero de foliculos antrales
>3 mm de didmetro (Recuento de Foliculos Antrales: RFA) en las ondas foliculares y
correlacionaron dichas diferencias con otras variables relacionadas con la fertilidad, tales como
presencia de foliculos en otras fases de desarrollo folicular, bajos niveles circulantes de
hormona anti-Miilleriana (AMH), menores concentraciones de progesterona circulantes durante
la fase lutea y una pared endometrial més delgada en los animales con menor cantidad de
foliculos antrales. Otros estudios indicaron que las hembras con bajos RFA responden menos a
los protocolos de superovulacion y tienen mayores concentraciones en sangre de FSHy LH y
ovocitos con los niveles de estado estacionario de ARNm mayores (marcadores de la baja
calidad de los ovocitos), en comparacion con el ganado con alto recuento (Ireland et al., 2007,
2008). Recientemente, se han aportado pruebas que indican que los bajos RFA se asocian con
alteraciones en la fertilidad, especialmente con bajas tasas de concepcion al primer servicio y
con un mayor intervalo parto-concepciéon (Mossa et al., 2012). Ha sido probado que la
restriccion de la nutricién o presencia de enfermedades en la madre durante la gestacion, en el
momento de desarrollo de los ovarios en sus fetos, repercute negativamente en la proliferacion
de las células germinales primordiales y, por lo tanto, en el nimero de foliculos después del
nacimiento (Evans et al., 2012). Estudios en los cuales se realizé la restriccién nutricional de
las madres por debajo de sus requerimientos de energia de mantenimiento desde poco antes de
la concepcidn hasta el final del primer trimestre de prefiez concluyd que, si bien no hubo
cambios en el peso al nacer de las crias, la cantidad de foliculos antrales y la concentracién de
AMH fueron proporcionalmente menores que en los animales nacidos de madres sin estas
restricciones (Mossa et al., 2013). El primer trimestre de la gestacion coincide con el pico en el
numero de foliculos y ovocitos en los ovarios fetales (Erickson, 1966ab). Dado que la cantidad
de foliculos antrales y la concentracion AMH se correlacionan positivamente con el tamafio de
la reserva ovdrica, estos resultados indican que la nutricién materna durante la prefiez puede
tener un papel previamente no reconocido, pero importante en la regulacion del tamafio de la
reserva ovdrica y tal vez la fertilidad del ganado (La Marca y Volpe, 2006; Ireland et al., 2008,
2009).

Asi como el RFA y la hormona anti Mulleriana se asocian positivamente con la fertilidad, es
sabido que la progesterona y el estradiol son indispensable dentro del ciclo estral normal de la
vaca. Ambas regulan la sintesis y liberacion de gonadotrofinas a través de los efectos de

retroalimentacion negativa y positiva sobre el sistema nervioso central y la glandula pituitaria
8
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anterior (Looper et al., 2003). Durante la mayor parte del ciclo estral, el estradiol y la P4
restringen la secrecion de GnRH a través de una retroalimentacidon negativa. Sin embargo,
durante el proestro, estas dos hormonas esteroides ejercen una retroalimentacion positiva sobre
las neuronas de GnRH y los gonadotropos de la pituitaria. La teca interna, luego de su
estimulacién por la LH, sintetiza andrégenos, los cuales subsecuentemente se difunden a través
de la membrana y por accion de la aromatasa, una enzima regulada por la FSH, son convertidos
a 17B-estradiol en las células de la granulosa (Smith, 1986). En este sentido, cualquier tipo de
alteracion en los niveles de dichas hormonas esteroideas repercutird en el normal desarrollo del

ciclo estral y por ende en la eficiencia reproductiva del rodeo lechero.

1.2. Efectos de los Factores Ambientales sobre la Performance Reproductiva y
Productiva Bovina.

El ganado bovino experimenta, a lo largo de su ciclo productivo, numerosas situaciones de
estrés, cuyo origen puede ser ambiental o de manejo. Dichas situaciones podrian afectar la
productividad general y el bienestar, debido a la alteracién neuroendocrina y a la
inmunosupresion. El estrés fisioldgico puede ser resultado de las desviaciones en la funcidén
endocrina o neuroendocrina normal, causada por diversas condiciones, tales como la restriccion
o deficiencias de nutrientes, trastornos glandulares y otros perturbadores endocrinos. El estrés
fisico representa aquel asociado con lesiones, temperaturas extremas (altas o bajas), hambre y
sed, fatiga y enfermedad (Grandin, 1997; Carroll y Forsberg, 2007). Ha sido previamente
establecido que existen importantes consecuencias fisioldgicas asociadas con el estrés agudo
por calor que incluyen aumento de la frecuencia respiratoria, disminucién de la ingesta de
alimentos, aumento del consumo de agua y desequilibrios en los gases sanguineos y electrolitos
plasmaéticos (Carroll y Forsberg, 2007).

Los bovinos, como todo mamifero, tienen la capacidad de termoregularse, lo cual les permite
mantener una temperatura corporal constante. En el caso especifico de la vaca lechera, dicha
temperatura es alrededor de 38,8 °C (West, 2003). Este autor reporta que la zona de confort
para la vaca lechera estd entre 5 y 20 °C, el animal en esta zona puede regular su temperatura
sin necesidad de invertir energia adicional. En este sentido, es frecuente que el ganado de la
cuenca lechera central Argentina, se exponga a Indices de Temperatura-Humedad (ITH) por
fuera de los niveles de confort del ganado bovino durante un nimero considerable de dias entre
los meses de noviembre a marzo (Gallardo y Valtorta, 2011). Estos altos indices afectarian en
mayor medida a aquellos establecimientos de produccién lechera con inconvenientes en brindar

condiciones de bienestar animal y utilizacion de animales no aptos o adaptados para dichos
9
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sistemas. Asimismo, es importante remarcar el dramdtico cambio climdtico que viene
manifestindose en los dltimos 66 afios a nivel global, manifestdndose en una tendencia por dias
y noches mas célidas, asi como aumento de las precipitaciones en algunas regiones o, por el
contrario, menores precipitaciones. Esto genera riesgo para la produccidn eficiente tanto
agricola como animal (Heim, 2015).

Las circunstancias estresantes detalladas con anterioridad tienen un efecto directo en los
animales. Sin embargo, existen evidencias que indican que los estresores, durante la
programacion fetal, podrian tener un impacto negativo en la performance productiva y
reproductiva que atentaria contra la eficiencia del sistema de produccién de leche (Barker et.
al., 2002). En este sentido, las condiciones ambientales sufridas por las madres durante la
gestacion, modifican la programacién fetal por medio de cambios fisiolégicos y epigenéticos
(Viltart y Vanbesien-Mailliot, 2007). Coloma et. al., (2017) concluyeron que el estrés por calor
durante el periodo de servicio hasta los primeros 45 dias de gestacion, reduce la duracion de la
gestacion con efectos probables en el peso de los cabritos. Asimismo, estos autores detectaron
en los test de comportamiento, que la reactividad emocional de la descendencia se observo
alterada por el estrés por calor sufrido en el utero. Por otro lado, comprobaron que la exposicion
del feto a dicho estrés puede modificar su capacidad de repuesta a otros tipos de estrés en la
vida postnatal afectando su adaptacion.

La capacidad del medio ambiente para modificar la funcién hipotdlamo-pituitario-adrenal
(HPA) en estadios de desarrollo temprano y que perdure en la edad adulta fue descrita hace més
de 50 afios (Levine, 1957). Tales estudios observacionales han revelado que los niveles de
cortisol en plasma en la edad adulta se correlacionan con el peso al nacer y con el riesgo de
padecer intolerancia a la glucosa, hipertension y dislipidemia (sindrome metabdlico) en seres
humanos (Levitt er al., 2000; Barker, 2002; Ward et al., 2004b). Como resultado de estas
asociaciones, se ha propuesto que la programacion en el dtero del eje HPA esta relacionado con
el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, resistencia a la insulina y diabetes en la vida
adulta (Ward et al., 2004a; Phillips et al., 2005). Una cantidad considerable de manipulaciones
en el desarrollo temprano han demostrado la modificacion permanente en la diferenciacién y
funcionamiento posterior de la funcion HPA en los hijos recién nacidos, jovenes y adultos de
diversas especies, incluyendo primates, cobayos, ovejas, vacas, cabras, cerdos, ratas y ratones
(revisado por Kapoor et al., 2006). En este sentido, la evidencia epidemioldgica mds reciente
indica que el ambiente fetal y posnatal temprano pueden influir en la susceptibilidad a diferentes
alteraciones orgdnicas en su vida adulta, lo que ha dado un nuevo impulso a este campo (Barker,

2002).
10
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La capacidad de programar la funcién HPA y el comportamiento en los hijos se conceptualiza
mejor en las poblaciones animales. Un animal gestante expuesto a un ambiente hostil requiere
una mayor vigilancia para la supervivencia. Por tanto, es 16gico que una sefial de "estrés"
transmitida al feto, por programaciéon del eje HPA fetal y el comportamiento relacionado,
conduzca a una mayor capacidad para sobrevivir luego del nacimiento. Este mecanismo ha
permitido a diferentes especies, incluyendo el ser humano, adaptar la progenie al ambiente en
que se desarrollara luego del nacimiento. Sin embargo, si este proceso se desencadena debido
a una prefiez comprometida o modificada, por ejemplo, insuficiencia placentaria, el estrés de la
madre, restriccion de nutrientes o el tratamiento con glucocorticoides, esté o no relacionado con
el entorno en el que va a nacer el animal, el resultado serd la modificacion del sistema endocrino,
alteraciones conductuales, cardiovasculares y en la regulacion metabdlica de la cria (Kapoor et
al., 2006). En este sentido, en los vacunos, el ambiente intrauterino durante la gestacion tiene
influencia sobre el potencial de engorde, la calidad de la carne, la eficiencia reproductiva de las
terneras hijas y sobre la sanidad de la progenie (incremento en la mortalidad neonatal y
disfunciones respiratorias e intestinales). La placenta materna reviste un rol importante en la
regulacion del crecimiento fetal. El desarrollo de la vascularizacion de dicho 6rgano es crucial
para el pasaje de nutrientes hacia el feto (Prieto, 2015). En este sentido, el desarrollo de los
ovarios ocurre aproximadamente a los 80 dias de gestacién, cuando los ovocitos empiezan a
formar los foliculos primarios (Nilsson y Skinner, 2009). Estos foliculos representardn la
reserva folicular ovdrica disponible, pudiendo influir en la duracién de la vida reproductiva
después de la pubertad.

Es sabido que el fenotipo de un animal estd determinado por el genotipo, el ambiente y sus
interrelaciones. En el caso de bovinos de produccién de leche, la epigenética implica que el
ambiente no se refiere s6lo a las condiciones actuales de manejo, sino que incluye aquellas en
las que se desarroll6 el individuo, lo que en la vaca lechera abarca no solo lactancias anteriores

sino mientras fue gestada (Rich, 2016) (Figura 4).
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Figura 4. Efectos epigenéticos sobre el comportamiento productivo de la vaca lechera.

Adaptado de Rich (2016).

El estrés prenatal, durante la gestacion, modifica la funcién HPA en la descendencia de muchas
especies, incluyendo primates, vacas, cabras y cerdos. Un estudio ha determinado que los
monos jovenes nacidos de madres expuestas a 6 semanas de estrés prenatal (sobresalto actstico
al dia) en los primeros dias de gestacion (50-92) o en la gestacion avanzada (dia gestacional
105-147) presentaron un aumento en las concentraciones de cortisol basal (Coe et al., 2003).
En terneros cuyas madres fueron sometidas a estrés por transporte durante la prefiez, el
clearence de cortisol fue mas lento que en los controles y el peso de la pituitaria aumentd
significativamente (Lay et al., 1997a, b). En cabras, el transporte repetido durante el ultimo
tercio de la gestaciéon no tuvo efectos sobre las concentraciones de cortisol basales en la
descendencia, pero influyé significativamente en el sistema simpatico-adreno-medular
(Roussel et al., 2005). En cerdos, la estimulacidn de la liberacion de cortisol materno mediante

inyecciones de ACTH de manera semanal en cerdas gestantes durante 6 semanas dio lugar a
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crias (60 dias de edad) con una relacién corteza/médula en la glandula adrenal superior a lo
normal. Bajo condiciones de estrés, los cerdos del grupo de madres tratadas con ACTH también
mostraron mayores niveles de cortisol en plasma (Haussmann et al., 2000). Es por ello que seria
valido suponer que el estrés prenatal en las especies de interés zootécnico tiene fuertes
consecuencias en la eficiencia de la produccién animal.

De acuerdo a lo expresado hasta aqui, existen factores estresantes durante el crecimiento de un
individuo que influirfan en su vida adulta, impactando en su performance productiva y
reproductiva que atentarian contra la eficiencia del sistema de produccion de leche (Barker,
2002). Uno de estos factores estresantes es el calor que padecen las vacas durante su gestacion
y su impacto en la cria a través de lo que se denomina programacion fetal. Ahora bien, al
momento de establecer cudles son los ambientes que generan estrés por calor en los bovinos, es
importante tener en cuenta que la temperatura ambiental (T°) no es la Ginica variable que influye,
sino que también deben considerarse la humedad relativa (HR), 1a radiacién solar y la velocidad
del viento. Al ser varios los factores que influyen sobre el confort térmico del animal, se han
desarrollado diferentes indices en los cuales se contempla en forma conjunta el efecto de al
menos dos de las variables mencionadas anteriormente (Hahn ef al., 2009). Uno de los mas
conocidos y utilizados, es el indice de temperatura y humedad, que emplea la T° y la HR como
pardmetros para estimar el nivel de estrés caldrico (Figura 5). El valor de ITH obtenido en la
féormula se considera como la intensidad de las condiciones de estrés por calor a la que se

encuentra expuesto el animal (LCI, 1970).

Figura 5. Formula de ITH. T° es la temperatura del aire expresada en °C. HR es la humedad

relativa expresada en porcentaje. Adaptada de Thom (1959).

Con el propésito de realizar una correcta interpretacion de la severidad de las condiciones de
estrés por calor a las que se encuentra expuesto un animal, es importante contemplar no sélo la
intensidad del mismo en un momento puntual, es decir, el valor de ITH, sino que también la
duracion (cantidad de horas/dias/trimestres de gestacion) y la frecuencia de exposicion (Brown
et al., 2005; Hahn et al., 1999). Dicho concepto de frecuencia de exposicién es de gran
importancia ya que, a mayor valor, existe un menor tiempo de recuperacion a las condiciones

de estrés sufridas por el animal. Estos eventos climdticos extremos magnifican los efectos
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adversos del calor ya que incluyen elevada intensidad del ITH sumado a elevada cantidad de
horas de exposicién, lo cual reduce la cantidad de horas con la que los animales cuentan para
disipar la carga caldrica (St-Pierre et al., 2003).

El indice de seguridad climatica para el ganado categoriza la intensidad del ITH (Tabla 1),
estableciendo que en bovinos para carne un ITH > 75 se considera nivel de alerta, > 79 de
peligro y > 84 de emergencia. Para los bovinos lecheros un ITH>72 ya se considera nivel de
alerta (aunque algunos autores lo consideran a partir de 68) (St-Pierre et al., 2003; SENASA,
2019; Valtorta y Leva, 1998) (Tabla 1). En este sentido, como se ha comentado con
anterioridad, el ganado de la cuenca lechera central Argentina durante el periodo estival, se
encuentra sometido a condiciones ambientales con indices de temperatura y humedad por fuera

de los niveles de confort (Gallardo y Valtorta, 2011).

Tabla 1. ITH donde se indica los diferentes umbrales de intensidad.

|IMormaI I nerta [ Peligro [ Emerganc'El

Humedad Relativa (%)

0 |10 20[30 40\50 60 | 70 | 80 | 90 100
38 89 | S 9 96 | 98 100
27 7 RL
36| 75 78 |80 82 L 88 | 90 93 |
35| 75 77 --- 87 | 89 | 919
34|74 76 78 |80 82 EZRE :

33173 75 77

) - a :
| 20kZBRZY 76 77-- 6 | 88 | 90
2 | s1flREl 75 76 78 --- 36 | 88
g | 30 75 77 78 (80 81 |83 FAE:
: RN - - D
BT e 70 76 77 78 |80

27 76 77 78

26 75 77 78

IR - -

T o sonon

14



Tesis Doctoral. Mgter. Vet. RECCE, Sebastidn

Con base en lo detallado hasta el momento, en la presente investigacion se ha definido la

siguiente hipdtesis para ser abordada.

1.3. Hipétesis

Se plantea como hipétesis general que las condiciones ambientales y de manejo desfavorables
que sufren las vacas lecheras durante la gestacion afectan la dindmica folicular ovérica de las
hijas modificando los pardmetros reproductivos generales e influyendo en la fertilidad de las

hembras.
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2.1.

2.2

2. OBJETIVOS
Objetivo General

Evaluar los pardmetros reproductivos y de fertilidad en hembras bovinas que fueron

gestadas bajo distintas situaciones ambientales y de manejo.

Objetivos Especificos

Determinar variaciones en los indicadores de eficiencia reproductiva en hembras bovinas
adultas nacidas de madres que cursaron la gestacion bajo diferentes condiciones

ambientales.

Evaluar la dindmica folicular luego de la sincronizaciéon de celos en hembras gestadas

bajo diferentes condiciones ambientales.

Evaluar los niveles de Hormonas Esteroides (Progesterona y Estradiol), Insulina y
Hormona Anti-Miilleriana (AMH) en plasma y liquido folicular (LF) en hembras gestadas

bajo diferentes condiciones ambientales.

Determinar potenciales variaciones en la fertilidad de la progenie hembra con un posible
origen en la programacion fetal alterada debido a condiciones ambientales adversas

durante el desarrollo.
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». MATERIALES Y METODOS

18



Tesis Doctoral. Mgter. Vet. RECCE, Sebastidn

3. MATERIALES Y METODOS

Los procedimientos efectuados en la presente investigacion, se llevaron a cabo de acuerdo a la
normativa vigente en el tema (Guide for the Care and Use of Agricultural Animals in Research
and Teaching. Tercera Edicion. Federation of Animal Science Societies. 2010) y han sido
evaluados y aprobados por el Comité de Etica y Seguridad de la Facultad de Ciencias

Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral bajo el ntimero 157/13.

Con el fin de abordar los objetivos planteados, en una primera etapa se realizd un andlisis
epidemioldgico de tipo observacional de cohortes retrospectivo y en una segunda instancia un
estudio sobre muestras de hembras bovinas de raza Holando Argentino expuestas a diferentes

condiciones del Indice de Temperatura y Humedad (ITH) con el fin de evaluar el estrés caldrico.

3.1. Analisis Retrospectivo

3.1.1. Base de Datos

Para el estudio de cohortes retrospectivo se empled una base de datos generada a partir de un
software de gestion de informacién productiva y reproductiva de bovinos lechero (SW
Agropecuaria® - San Carlos, Santa Fe, Argentina). Dicha base de datos contempl6 informacién
de 43 tambos ubicados en la region central de las provincias de Santa Fe y Cérdoba, asiento de
la principal cuenca lechera de Argentina. En su mayoria, las vacas de los establecimientos
analizados fueron manejadas en un sistema de parto continuo, con una dieta basada en pasturas
de alfalfa, verdeos invernales de avena o centeno complementada en diferentes proporciones
(45-60%) con ensilaje de maiz, ensilaje de alfalfa, grano de maiz, expeller de soja, balanceado
comercial y heno, de acuerdo a la estacién del afio y el nivel de produccién. Todas las vacas
tuvieron un periodo seco de al menos 60 dias antes del parto.

El periodo de evaluacién se extendié por 13 afios (2000-2013). El niimero de vacas en cada
establecimiento de produccion lechera fluctué de 10 a 1.294. La base de datos contenia
informacién de 23.751 vacas e incluia 30 variables que comprendian aspectos reproductivos y

productivos de las hembras seleccionadas para la presente investigacion.

Los criterios de inclusion de los animales fueron: a) tener la fecha de nacimiento efectiva de la

vaca bajo estudio o en su defecto, la fecha de servicio real de la madre (de la vaca bajo estudio),
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y b) tener datos de los principales eventos reproductivos durante la primera lactancia de la vaca
a investigar (intervalo entre el parto y la concepcion y el intervalo entre el parto y el primer
servicio). Luego de aplicar dicho criterio de inclusiéon quedaron un total de 10.790 vacas para
ser evaluadas. También se registraron datos productivos relacionados con la primera lactancia
de los animales incluidos en el estudio. Ademds de las 30 variables, se incluyeron factores que
podrian actuar como factores de confusién, como la produccién de leche, el tipo de parto, el
sexo de la descendencia y otros no asociados a dichos aspectos productivos y reproductivos, es
decir, los relacionados con el valor de ITH, para controlar las variables que podrian tener efectos
sobre las variables dependientes. Todas estas variables se incluyeron en los andlisis como
potenciales factores de confusion de gran impacto que podrian afectar las variables de salidas
que fueron analizadas como sera detallado a continuacion en el andlisis estadistico. Es oportuno
remarcar que, a pesar que dicha base de datos es de manejo reproductivo en tambos comerciales
y no una base creada para esta investigacion, la misma contaba con gran cantidad de variables

y de un nimero de animales que permitieron realizar los andlisis estadisticos.

3.1.2. Indice de Temperatura y Humedad (ITH) y Grupos de Animales

El promedio histérico diario de ITH se obtuvo de datos registrados en la Estacion
Agrometeoroldgica del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) EEA Rafaela,
Santa Fe, Argentina. Se establecié como linea de corte un ITH 72 debido a que es el valor
definido como causante de disconfort térmico en bovinos (Gallardo y Valtorta, 2011). En la

Figura 6 se muestra el promedio de ITH mensual durante los afios incluidos en el estudio.
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Figura 6. Promedio mensual de ITH obtenido de los registros agrometeorologicos de INTA,

EFEA Rafaela durante el periodo 2000-2013.

En una primera instancia se les asign6 a las hembras que quedaron bajo analisis (n= 10.790) el
ITH de acuerdo a la fecha que fueron gestadas. Tal asignacién consistié en dividir en trimestres
su periodo gestacional contemplado a partir de la fecha de nacimiento o en su defecto, la fecha
de servicio efectivo de la madre de la hembra bajo estudio. En cada trimestre se calcularon los
ciclos y dias con ITH mayor o igual a 72 (ITH>72) durante la gestacién. Los ciclos con ITH>72
fueron definidos como la suma de tres o mds dias consecutivos de exposicion a un [TH>72
durante cada trimestre. Adicionalmente se calculd, para cada individuo, los promedios de ITH,
promedios de ITH>72 y el porcentaje de dias con ITH>72 durante su gestacién. Las variables

utilizadas y su significado se detallan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Variables utilizadas y su significado en el andlisis estadistico a partir de la base de

datos de 10.790 animales.

Datos de la vaca bajo estudio (Cria)

Variable

Descripcion

Edad al Primer Servicio (meses)

Edad en meses al primer servicio de la hembra bajo

estudio.

Edad al Primer Servicio Agrupado (en Meses)

Edad categorizada (en meses) al primer servicio de la

hembra bajo estudio.

Edad al Primer Parto (meses)

Edad al primer parto expresado en meses.

Mes Primer Servicio Posparto de la Cria Agrupado

Mes en que la hembra bajo estudio recibié su primer
servicio luego de su primer parto agrupado en trimestres
(Enero-Febrero-Marzo/Abril-Mayo-Junio/Julio-Agosto-

Septiembre/Octubre-Noviembre-Diciembre).

Mes de Servicio efectivo de la Cria Agrupado

Mes de servicio en el cual la hembra bajo estudio quedo
prefiada luego de su primer parto agrupado por
trimestres (Enero-Febrero-Marzo/Abril-Mayo-
Junio/Julio-Agosto-Septiembre/Octubre-Noviembre-

Diciembre).

Tipo de Parto Agrupado

Tipo de Parto agrupado en Normal o Distécico.

Sexo de la Cria

Sexo de la Cria agrupado en Macho y Hembra.

Estado de la Cria

Estado de la Cria agrupado en Vivo o Muerto.

Lactancia Total (a la primera lactancia en miles de

litro)

Total de Leche producida a la primera lactancia en miles

de litros.

Variables de la Madre

de la Hembra Bajo Estudio

Variable

Descripcion

Mes de Servicio Efectivo Agrupado

Mes de servicio efectivo de la madre de la hembra bajo

estudio categorizado en trimestres (Enero-Febre-
Marzo/Abril-Mayo-Junio/Julio-Agosto-

Septiembre/Octubre-Noviembre-Diciembre).

Mes de Servicio Efectivo

Mes de servicio efectivo de la madre de la hembra bajo

estudio.

N° de Parto Agrupado

Numero de parto agrupado en tres categorias.
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N° de Parto Agrupado (Primipara. Multipara)

Numero de parto agrupado en multiparas y primiparas.

Variables del Indice de

Temperatura y Humedad

Variable

Descripcion

Dias con ITH alto

Dias con Indice de Temperatura y Humedad mayor o

igual a 72 (ITH>72)

Ciclos con ITH alto

Tres o mas dias consecutivos con ITH>72

Dias con ITH alto en el primer, segundo o tercer

tercio de la gestacion

Dias con THI >72 calculado durante toda la gestacion y
por cada trimestre en el desarrollo de la hembra bajo

estudio.

Ciclos con ITH alto en el primer, segundo o tercer

tercio de la gestacion

Ciclos considerando tres o mas dias consecutivos con
THI >72, calculados durante toda la gestacion y por cada

trimestre en el desarrollo de la hembra bajo estudio.

Mediana de Ciclos o de Dias con ITH alto en

primer, segundo trimestre y total de la gestacién

Mediana de ciclos o de dias con ITH> 72 durante la

totalidad y los respectivos periodos de la gestacién

Percentil de Ciclos o de Dias con ITH alto en

primer, segundo trimestre y total de la gestacién

Percentil de ciclos o de dias con ITH> 72 durante la

totalidad y los respectivos periodos de la gestacion.

% Dias con ITH alto 72 (durante la gestacion)

Porcentaje de dias con ITH> 72 durante toda la gestacion

Mediana del % de Dias con ITH alto (durante la

gestacion)

Mediana del Porcentaje de dias con un ITH> 72 durante

toda la gestacion.

Percentil del % de Dias con ITH Alto (durante la

gestacion)

Percentil del Porcentaje de dias con un ITH> 72 durante

toda la gestacion.

Mediana y Percentil del Promedio de ITH (durante

la gestacion)

Mediana y Percentil de la media del promedio general de

ITH durante toda la prefiez.

Variable Aleatoria

Establecimiento productor de leche (Tambo)

Variables Respuesta

Variable Descripcion
Intervalo-parto-concepcién correspondiente al primer
IPC parto de la vaca bajo estudio.
IPPS Intervalo-parto-primer servicio correspondiente al

primer parto de la vaca bajo estudio.
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En la Figura 7 se muestra la linea de tiempo del periodo de evaluacién de las vacas en estudio

desde la concepcidn hasta el momento del primer servicio luego del primer parto.

CONCEPCION NACIMIENTO SERVICIO PARTO
EFECTIVO
Desarrollo Uterino v Recria Prefiez v
9 meses 15 meses 9 meses t ' I
VARIABLES DE SALIDA:
IPC-IPPS

Figura 7. Linea de tiempo del periodo de evaluacion de las vacas en estudio desde la

concepcion hasta el momento del primer servicio luego del primer parto.

3.1.3. Analisis Estadistico

El andlisis estadistico considerd variables independientes relacionadas con: a) las madres de las
vacas en estudio, b) las vacas en estudio y c¢) las variables relacionadas con las condiciones
ambientales (ITH). Las variables de respuesta (variables de salida) seleccionadas fueron:
intervalo de parto a concepcion (IPC) e intervalo de parto a primer servicio (IPPS), ambas
correspondientes al primer parto de las vacas incluidas en el estudio.

Se utilizaron modelos lineales generalizados mixtos (MMLGQG) y, segun la distribucion de la
variable de respuesta, se utiliz la funciéon gamma. Con el propdsito de contemplar otros
factores que podrian haber afectado dentro del modelo, por ejemplo, el grado de utilizacién de
sombra, alimentacidn, recursos humanos y su capacitacion, el establecimiento de produccion
lechera se considerd como factor aleatorio.

Inicialmente, cada variable independiente se comparé con la variable de respuesta en un andlisis
univariado. Las variables que fueron significativas en el modelo univariado (P< 0,15) se
incluyeron en un modelo multivariable, que se ajust6 eliminando las variables no significativas
(cuando éstas no generaron cambios en los estimadores superiores al 25%). Este procedimiento
se ejecutd siguiendo un proceso hacia atrds. Cuando dos o més variables se relacionaron entre

si o explicaron un mismo factor, solo una de ellas se incorporé al modelo. Los modelos se
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compararon teniendo en cuenta su criterio de informacién de Akaike (AIC) y el valor P de cada
variable incluida en el modelo (Dohoo et al., 2009; Dohoo et al., 1997). Una vez obtenido el
modelo multivariado final para cada variable de salida (IPC; IPPS), se realiz6 un anélisis
univariado entre las variables independientes que quedaron incluidas en el modelo multivariado
y aquellas variables independientes que, a pesar de haber sido significativas en el andlisis
univariado, no fueron incluidas en el modelo multivariado. Este andlisis se realizé con el
objetivo de comprender la relacién entre dichas variables y que pudieran explicar las razones
por las cuales esas variables no fueron incluidas en el modelo multivariado obteniéndose
resultados complementarios a los respectivos modelos finales. Todos los andlisis estadisticos

se realizaron a través del programa InfoStat (Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).

3.2. Evaluacion de Parametros Hormonales y Reproductivos en Vacas Holando
Argentino expuestas a Diferentes ITH Durante su Desarrollo.

3.2.1. Animales

Se utilizaron vacas adultas multiparas de raza Holando Argentino de siete tambos comerciales
de los departamentos Las Colonias y Castellanos de la provincia de Santa Fe y de la localidad
de Las Varas, departamento San Justo al centro-este de la provincia de Cérdoba, es decir,
localizados en la principal cuenca lechera de Argentina (n=102). El rango de bovinos evaluados
por establecimiento comprendié entre 2 a 41. El criterio de inclusién de las vacas para su
posterior andlisis consistié en que dispusieran de fecha de nacimiento real o, en su defecto, la
fecha efectiva de servicio de la madre de la hembra bajo estudio.

Las vacas se encontraban bajo un sistema pastoril con suplementacion estratégica, con una dieta
caracterizada en su mayoria por pasturas de alfalfa, avena o centeno suplementada en diferentes
proporciones con ensilaje de maiz o alfalfa y grano de maiz, expeler de soja y heno (rollos o
megafardos); segln la temporada del afio y el nivel de produccion. Los sistemas a los que
pertenecian eran de partos continuos y todas las vacas tuvieron un periodo seco de al menos 60

dias antes del parto.

3.2.2. ITH y Grupos de Animales

A partir del ITH obtenido de los datos de registros de la Estacion Experimental Agropecuaria

Rafaela (INTA), se disefiaron 23 variables de exposicion relacionadas a dicho periodo y al
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agrupamiento de los animales. Las vacas incluidas en el estudio fueron clasificadas de acuerdo
con el ITH durante la gestacion. Para ello la gestacion se dividié en trimestres y en cada
trimestre se calcularon los ciclos y cantidad de dias con ITH igual o superior a 72 como se
detall6 previamente. Adicionalmente, se calculé para cada vaca los promedios ITH, el
porcentaje de dias con ITH>72 y el indice de exposicion (relacion entre el nimero de dias con
ITH>72 comprendido en cada ciclo sobre la totalidad de ciclos para cada periodo de la
gestacion). Con el fin de evaluar el impacto de los indices de temperatura y humedad se
calcularon, para cada vaca en estudio, las variables promedio ITH, porcentaje de dias con ITH
>72, ciclos e indice de exposicion (sumatoria de dias con ITH>72 dentro de ciclos del periodo
o trimestre sobre el total de ciclos de ese periodo o trimestre de gestacion) durante los primeros
150 dias de gestacion y desde el dia 151 al parto.

Teniendo en cuenta el momento en el cual se establece la reserva folicular ovarica en bovinos
se dividi6 la gestacion en dos periodos: periodo 1 (P1, desde la concepcidn hasta los 150 dias
de gestacion) y periodo 2 (P2, desde los 151 dias hasta el nacimiento). Ademas, se realizaron
analisis considerando tres trimestres: trimestre 1 (T1, 0-90 dias), trimestre 2 (T2, 91-180 dias)

y trimestre 3 (T3, 181-nacimiento).

3.2.3. Parametros Evaluados

Para la presente investigacion se establecieron ocho variables de respuestas en relacion a las
condiciones del ITH en los diferentes periodos del desarrollo de las vacas del estudio: Recuento
de Foliculos Antrales (RFA), concentraciéon de 17 B-Estradiol (E2), progesterona (P4), e

insulina en plasma y concentracion de E2, P4, insulina y AMH en Liquido Folicular.

3.2.3.1. Sincronizacion del estro, seguimiento de los animales y obtencion de muestras

El grupo de animales destinado al recuento folicular y toma de muestras fue sometido al control
reproductivo mediante palpacion rectal para evaluar la reanudacién de la actividad ovérica
posparto y constatar la salud de los animales. A partir de la primera ovulacion posparto se
comenz6 la sincronizacion de celos mediante el protocolo G-6-G seguido por Ovsynch (Bello
et al., 2006; Diaz et al., 2015). Para esto se determiné el dia O del protocolo como el momento
del inicio de la sincronizacién donde se aplicé doble dosis de PGF2, (150 pg cloprostenol;
EnzaprostR DC, Biogénesis-Bagd, Garin, Buenos Aires, Argentina) separadas por 12 horas
para inducir la lutedlisis (am-pm) (Hatler et al., 2008), seguido de una dosis de GnRH (20 pg

acetato de buserelina; GonaxalR, Biogénesis-Bagd, Argentina) dos dias después para estimular
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la ovulacién de los foliculos dominantes presentes. Seis dias posteriores a la primera dosis de
GnRH (dia 8), las vacas recibieron una segunda dosis de GnRH. Siete dias més tarde (dia 15),
recibieron las dos ultimas dosis de PGF2q, separadas por 12 horas, para inducir la lutedlisis. Se
tomaron muestras de sangre en la fase de proestro (del dia 18 del protocolo de sincronizacion
al dia anterior a la ovulacion prevista del ciclo estral). Las muestras de sangre se obtuvieron
mediante agujas 25/12 (25 mm largo x 1,2 mm didmetro) acopladas a jeringas plasticas de 20
ml. La técnica de extraccion utilizada fue la de puncién a través de vasos coccigeos en la zona
ventral de las primeras vértebras coccigeas.

La obtencién de liquido folicular se realiz6 mediante ovariectomia o a través de aspiracion
guiada por ecografia.

Mediante ovariectomia se obtuvieron ambos ovarios los que fueron destinados a otras
determinaciones complementarias fuera de esta tesis. Para esto se utiliz6 la técnica de
ovariectomia bilateral por flanco izquierdo con el animal en pie. Inmediatamente después de la
sujecion del animal se le aplicé una dosis intramuscular de 6-8 mg de clorhidrato de xilazina
(xilazina 2 % Over®). A continuacidn, se llevo a cabo la tricotomia de la zona a intervenir para
posteriormente realizar una anestesia local infiltrativa por medio de la técnica Magda
modificada, “L.” invertida o infiltrativa del flanco y epidural baja en el espacio sacrococcigeo
(Garnero y Perusia, 2002) utilizando 160 ml, 40-100 ml y 1 ml/100 kg de peso vivo
respectivamente de clorhidrato de lidocaina (Lidocaina 2 %, Over®). Luego de la antisepsia de
la zona se procedid con una incision desde caudo-dorsal hacia crdneo-ventral de la piel en un
primer paso y luego de los planos musculares de la pared abdominal izquierda, de una longitud
suficiente para facilitar al cirujano el acceso a la cavidad abdominal. Se localiz6 el ovario
derecho y se colocé una pinza hemostdtica Kocher modificada ad hoc (sin diente) y se realizd
la ligadura del pediculo ovérico por transfixion con hilo de lino no absorbible simple. Luego,
se secciond con tijera y se extrajo el ovario derecho, procediéndose de la misma forma con el
ovario izquierdo. Para finalizar se suturaron los planos musculares y la piel y se trataron los
animales con antibidticos sistémicos, coagulantes, antiinflamatorios y antiparasitarios externos
durante 3 dias.

Para la aspiracion folicular guiada por ecografia, se recurrié a un sistema de ultrasonido digital
Chison 8300vet equipado con un transductor microconvexo de 5,0 MHz montado en una sonda
transvaginal para aspiracion folicular (Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda., Brasil). La misma
posee una guia para la colocacién de una aguja calibre 20 G con bisel ecogénico que se conecta
por medio de una tubuladura de teflén a tubos contenedores conicos estériles de 50 ml. Para la

aspiracion se empled una bomba de vacio (Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda., Brasil) a una
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presion de aspiracion de 500 mm Hg. El dispositivo de aspiracion fue introducido via vaginal
hasta contactar con el fondo de la misma y el ovario localizado por tacto rectal, fue acercado y
fijado al transductor de la sonda. Luego se procedio a la introduccién de la aguja a través de la
pared vaginal y posteriormente a través de la pared folicular para la toma de muestra.
Inmediatamente de recolectado el liquido folicular rico en células de la granulosa, se derivé a
su conservaciéon a temperatura de refrigeracion (4-6°C) y traslado al laboratorio para su
procesamiento que consistio en separar las células de la granulosa del resto del liquido mediante
centrifugacion. Las células se conservaron en nitrégeno liquido hasta su procesamiento para
otras determinaciones fuera de esta tesis. El liquido folicular sobrenadante se almacené a -80°C

para las posteriores determinaciones hormonales.

3.2.3.2. Recuento de foliculos antrales >3 mm

Para la realizacion del RFA, como indicador de fertilidad (Ireland ef al., 2011), se evalud la
dindmica folicular de hembras gestadas bajo diferentes ITH mediante la evaluacion transrectal
por ultrasonografia mediante el ecégrafo Mindray Z6 Vet con un transductor transrectal lineal,
de los foliculos mayores o iguales a 3 mm. Se realiz6 el recuento de los foliculos antrales > 3
mm a las 48-72 h luego de la aplicacion de la primera dosis de GnRH, en coincidencia con el
reclutamiento folicular y el pico de cantidad de foliculos escaneando en todas sus caras ambos

ovarios (Burns et al., 2005).

3.2.3.3. Mediciones hormonales

La concentraciéon de E2 y P4 en liquido folicular (LF) y plasma fue cuantificada en un
laboratorio externo mediante kits de inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA.
Roche Diagnostics GmbH, Alemania) en un sistema COBAS e411 (Roche Diagnostics), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, que se validaron previamente en bovinos (Diaz et
al., 2015). La sensibilidad del ensayo fue de 5,00 pg/ml para el E2 y 0,05 ng/ml para la P4.
(Tabla 3).

Se determino la concentracién de AMH en LF utilizando un kit comercial de ELISA (Beckman
Coulter, Inc., USA, referencia A73818). Se siguieron las instrucciones del fabricante,

realizando una curva estdndar de 7 puntos, para lo cual se utilizaron los calibradores
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correspondientes (Beckman Coulter, Inc., USA, referencia A73819). Se determind la
absorbancia (OD) de cada calibrador y de las muestras en un lector de microplacas (Clario Star,
BMG LABTECH), a una longitud de onda de 450 nm con correcciéon a 600 nm. La
concentracion de cada muestra luego se calcul6 por extrapolacion de la curva estdndar.

La concentracion de insulina en plasma fue analizada por radioinmunoanélisis (RIA), en un
laboratorio externo perteneciente al Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IByME,
CONICET, Buenos Aires). Se utiliz6 un anticuerpo anti-insulina bovina (Sigma, St. Louis,
Missouri, USA) y un estdndar de insulina humana provisto por Laboratorios Beta (Buenos
Aires, Argentina). La concentracién detectable minima fue de 0,05 ng/ml. Los coeficientes de
variacién intraensayo e interensayo fueron siempre inferiores al 8% y al 11%, respectivamente.
Por su parte, la insulina intrafolicular se determiné utilizando un kit comercial de ELISA,
siguiendo las instrucciones del fabricante (DIAsource Immuno Assays S.A., Bélgica, referencia
KAP1251). Se realiz6 la curva estdndar con los calibradores segin las instrucciones del
fabricante y se determiné la absorbancia (OD: Optical Density) de cada calibrador y de las
muestras en un lector de microplacas (Clario Star, BMG LABTECH), a una longitud de onda
de 450 nm con correccion a 650 nm. La concentracién de cada muestra luego se calculd por
extrapolacion de la curva estdndar, utilizando para la misma un ajuste dado por la funcién

logistica de 4 parametros.

Tabla 3. Variables utilizadas en el Estudio observacional sobre los animales

Variable Descripcion

Recuento de foliculos antrales > 3 mm a las 48-72 h luego de la aplicacién de la primera dosis
RFA de GnRH, en coincidencia con el reclutamiento folicular y el pico de cantidad de foliculos
escaneando en todas sus caras ambos ovarios.

E2 Concentracion de 17 B-estradiol en liquido folicular y plasma.
P4 Progesterona en liquido folicular y plasma.
In Insulina en plasma y liquido folicular.

AMH Hormona Anti-Miilleriana en liquido folicular.
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3.2.4. Analisis Estadistico

Para evaluar el efecto del estrés térmico se contempl6 el ITH durante los diferentes trimestres
y periodos de la gestacion sobre una serie de indicadores relacionados con la fertilidad de los
animales bajo estudio. En este sentido, las variables relacionadas con ITH fueron las de
exposicion y los parametros evaluados fueron las de respuesta.

Para las inferencias estadisticas se emplearon modelos lineales generalizados mixtos y, de
acuerdo a la distribucién de las variables de respuesta, se utiliz6 la funcién de enlace
correspondiente. En este sentido, para RFA se utilizé una distribucién de Poisson; para la
concentracion de P4 en plasma y LF, insulina en LF y AMH se utiliz6 la distribucién Gamma
y para E2 en LF y plasma e insulina en plasma se empleé la distribucién Normal. Por su parte,
se consider6 a la edad del animal como covariable dentro del modelo junto con las variables
relacionadas al ITH. El establecimiento comercial (tambo) al cual pertenecian los animales fue
considerado como factor aleatorio dentro del modelo. Fueron consideras variables significativas
con un P<0,05. Todos los andlisis estadisticos fueron realizados mediante el programa InfoStat

(Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).
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+« RESULTADOS

31



Tesis Doctoral. Mgter. Vet. RECCE, Sebastidn

4. RESULTADOS

4.1. Evaluacion de indices reproductivos. Analisis Retrospectivo.

4.1.1. Intervalo Parto Concepcion (IPC)
4.1.1.1. Anadlisis Univariado

La asociacion existente entre las variables de entrada del modelo y la variable de respuesta IPC
se detalla en la Tabla 4. De las 31 variables evaluadas, 24 se asociaron con el IPC de la vaca en
estudio (P< 0,150) en el analisis univariado.

En esta primera instancia del anélisis de los datos se destaca que dentro de las variables que
quedaron incluidas en el modelo univariado, no solo se encontraron las pertenecientes al animal
en esa primera lactancia, sino factores asociados a su desarrollo (in iitero), es decir, todas las

variables relacionadas al Indice de Temperatura y Humedad.

Tabla 4. Factores asociados a la modificacion del Intervalo Parto Concepcion (IPC).

Variable Entrada/Efecto Fijo Categorias Media Efror Valor P
Estandar

EF.M 140,96 4,71
AM.J 144,03 4,37

Mes de Servicio Efectivo Agrupado’ 0,06
J.AS 148,75 4,51
O.N.D 148,65 4,60
Enero 145,23 6,09
Febrero 141,41 6,21
Marzo 136,21 5,88
Abril 144,91 5,91
Mayo 144,84 5,04

Mes de Servicio Efectivo 0,21
Junio 143,23 4,90
Julio 147,95 5,14
Agosto 151,79 5,42
Septiembre 146,85 5,38
Octubre 147,74 5,34
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Noviembre 154,23 5,67
Diciembre 143,38 5,57
Dias con ITH alto? en Primer Trimestre 0,210
Ciclos con ITH alto en Primer Trimestre 0,120
Ciclos con ITH alto en Segundo Trimestre 0,008
Dias con ITH alto en Segundo Trimestre 0,004
Ciclos con ITH alto en Tercer Trimestre 0,900
Dias con ITH alto en Tercer Trimestre 0,813
Promedio ITH? (durante la gestacién) 0,012
Promedio ITH alto (durante la gestacién) 0,210
% Dias con ITH alto 72 (durante la gestacién) <0,001
Mediana de Ciclos con ITH alto en Primer <=2 144,86 4 0.367
Trimestre ) 146.53 4.1 ’
<=0 142.8 4,04
Pe.rcentll de Ciclos con ITH alto en Primer -4 147.39 401 0,069
Trimestre
>4 147,15 421
Mediana de Ciclos con ITH alto en Segundo <=3 143,81 3,99 0.050
Trimestre S—4 147.42 4.1 ?
<=2 142,73 4,2
Pe.rcentll en Ciclos con ITH alto en Segundo <=5 148,23 451 0,034
Trimestre
>5 148,88 4,51
Mediana en Dias con ITH alto en Segundo <=28 143,47 3,98 0.018
Trimestre >=29 147,83 4,11 ,
<=14 144,05 3,55
?e.rcentll en Dias con ITH alto en Segundo <3 149,07 371 0,001
rimestre.
>43 151,71 3,75
Mediana del Promedio de ITH (durante la <=66,37 143,97 4 0.085
gestacion) >66,37 147,14 4,09 ’
<=65,2 143,36 4,11
Percegt/ll del Promedio de ITH (durante la <=67.37 145.66 4.16 0.185
gestacion)
>67,37 147,48 4,21
Mediana del % de Dias con ITH alto (durante <=32,24 143,56 3,99 0.28
la gestacion) 32,24 147.91 4.1 ’
<=29,24 143.51 3,55
Percentil del % de Dias con ITH
Alto (durante la gestacién) <=34.85 149.13 3,69 AL
>34,85 152,06 3,77
N° de Parto Agrupado® 1 Parto 141,97 4,09 <0,001
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2 a 5 Partos 148,57 4,09
> a 6 Partos 136,21 4,70
Primiparas 141,87 4,06
N° de Parto Agrupado (Primipara. Multipara)® 0,008
Multiparas 147,13 4,00
Variables de las Vaca bajo estudio
Edad al Primer Servicio (meses) <0,001
<19 a Meses 142,30 3,95
. o . 4
Edad al Primer Servicio Agrupado® (en 20-29 Meses 148.01 4.16 0,004
Meses)
> a 30 Meses 156,55 6,23
Edad al Primer Parto (meses) <0,001
Enero-
Febrero- 157,69 4,77
Marzo
Abril-Mayo- 157,94 4,45
Mes de Servicio Efectivo de la Vaca bajo Junio
Estudio (agrupado por trimestre) Julio-Agosto- SO
. 138,36 3,87
Septiembre
Octubre-
Noviembre- 134,34 4,81
Diciembre
Normal 144,38 3,97
Tipo de Parto Agrupado 0,003
Distécico 151,90 4,71
Macho 152,67 4,16
Sexo de la Cria <0,001
Hembra 150,60 4,18
Vivo 144,04 3,88
Estado de la Cria <0,001
Muerto 161,05 5,47
La.lctanma. Total (a la primera lactancia en <0,001
miles de litro)

T Mes de servicio efectivo agrupado (por trimestre) de la Vaca que dio origen a la Hembra a la que se

le evaluardn las respectivas variables de ITH durante su gestacion. > ITH Alto es cuando los valores

del Indice de Temperatura y Humedad fue >72 imputado en los respectivos dias y ciclos y periodos de

gestacion detallado en la tabla. > Promedio de ITH es la media del Indice de Temperatura y Humedad

durante la totalidad de la gestacion. * Edad al Primer Servicio Agrupado en meses. ° N° de Parto

Agrupado en tres categorias de acuerdo a si han tenido 1; 2-5 o mds de 6 partos corresponden a la

Vaca que dio origen a la Hembra en estudio. ° N° de Parto Agrupado (Primipara. Multipara)

corresponde a la vaca que dio origen a la hembra en estudio.
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4.1.1.2. Anadlisis Multivariado

Se observé que aquellas vacas que estuvieron expuestas a una mayor cantidad de Ciclos con
ITH alto durante el Primer Trimestre (P= 0,023) presentaron un mayor IPC, con un aumento
de 1,002 dias para cada ciclo de exposicion (Tabla 5). Las vacas cuyas madres eran multiparas
al momento del estudio presentaron un intervalo parto concepciéon mas alto (156 dias) en
comparacion con aquellas vacas cuyas madres eran primiparas (IPC: 149 dias) (P< 0,001)
(Tabla 5). Asimismo, los animales que presentaron una mayor edad al primer parto (meses),

presentaron un mayor Intervalo Parto Concepcion (P< 0,001) (Tabla 5).

Tabla 5. Modelo Multivariante (AIC: 17291; P<0,001; n= 10.555). Ajustado a partir de las
variables que obtuvieron un P<0,150 en el andlisis univariado. Variable aleatoria: Tambo

P=0,081. Variable de Respuesta: Intervalo Parto Concepcion.

Intervalo de

Variable ; . Error Coeficiente Confianza 95 %
Entrada/Efecto Fijo St IO estandar Beta ¢ VAl
eCI:cIl,‘;frfl‘:r‘ ;Tn}lln ?Stt‘;e - 2,89 0,002 0,004 0,001- 0,007 0,023
igfﬁp‘;’;‘g“ Primiparas 149 0,012 20,045 (_06082)_ - <0,001
(Primipara/
Multipara) Multiparas 156 - Referencia - -
g:ft‘(’) ?:nig‘e‘;‘)er - 29.82 0,001 0,006 0,004 - 0,008 <0,001
Enero- Marzo 168 0,017 0,174 0,140 - 0,208 <0,001
Mes de Servicio - -
Efectivo de la Vaca Abril- Junio 163 0,015 0,142 0,114-0,171 <0,001
bajo Estudio . . (_0 023) _
(a.grupado por Julio- Septlembre 142 0,014 0,00S (0’033) 0,727
trimestres)
Octubre- Diciembre 141 - Referencia - -
Macho 157 0,011 0,054 0,033- 0,074
Sexo de la Cria <0,001
Hembra 149 - Referencia -

Lactancia Total (a la
primera lactancia en - 8,02 0,002 0,082 0,079 — 0,085 <0,001

miles de litros)
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Por otro lado, la variable mes de servicio efectivo de la vaca bajo estudio (agrupado por
trimestre) se asoci6 con el IPC de la vaca en estudio. En este sentido, las hembras bovinas que
recibieron servicio durante los meses de enero-febrero-marzo presentaron una extension del
intervalo parto concepcidn (168 dias) en comparacion con las vacas que recibieron servicio en
octubre-noviembre-diciembre (141 dias) (P< 0,001) (Tabla 5).

Las vacas que parieron un macho manifestaron un intervalo parto concepcién mayor (157 dias)
que las que dieron una hembra (IPC: 149 dias) (P< 0,001) (Tabla 5). Finalmente, en relacioén
a la variable de entrada lactancia total a la primera lactancia (en miles de litros), las vacas
que tuvieron una mayor produccion de leche durante su primera lactancia tuvieron un IPC més
largo (P< 0,001), con un aumento de 1,004 dias de IPC en vacas que excedi6 el promedio de

produccién en miles de litros (Tabla 5).

4.1.1.3. Resultados Complementarios al Modelo Final

Las asociaciones significativas no incluidas en el modelo multivariante se detallan a
continuacion.

Los ciclos variables con ITH alto en el primer trimestre se asociaron con el mes de servicio
efectivo de la madre (agrupada en trimestres) (P< 0,001) y con el promedio de ITH a lo largo
de la gestacion completa (P< 0,001): vacas que recibieron servicio durante los trimestres de
enero-marzo y octubre-diciembre estuvieron expuestos a 4,0 y 6,7 ciclos respectivamente en
relacion con aquellos que recibieron servicio en los trimestres de abril-junio, julio-septiembre,
que estuvieron expuestos a menos de 2 ciclos. Esto significa que los animales gestados en los
meses de verano tuvieron un mayor numero de ciclos con un ITH alto y el promedio de ITH
mas alto.

A su vez, el nimero de partos se asoci6 con el tipo de parto (P< 0,001): las vacas cuyas madres
eran primiparas presentaban un promedio de 7,70% de distocia en comparacion con aquellas
cuyas madres eran multiparas que tenian 3,60% de distocia. Ademads, el N° de partos se asocid
con la edad al primer servicio (P< 0,001) (20 meses para hijas de madres multiparas y 21 meses
para hijas de madres primiparas).

Por su parte, la edad al primer parto de la vaca en estudio se asoci6 a la edad al primer servicio
(meses) (P< 0,001) entendiéndose que a mayor edad al primer servicio mayor fue la edad al
parto. A su vez, el nacimiento de un ternero macho se asocié con una mayor predisposicion a

sufrir distocia (P< 0,001) (ternero macho: 13,2%, ternero hembra 8,40%).
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Por su parte, la produccién de leche se asocié con dias con ITH alto en el segundo trimestre de
gestacion (P= 0,001), promedio de ITH (gestaciéon completa) (P< 0,001) y porcentaje de dias
con ITH >72 (gestacion completa). Estas tres asociaciones indican que, a valores mds altos de
ITH durante el desarrollo intrauterino, las vacas tuvieron una mayor produccién de leche con
un aumento de 1 a 1,5 mil litros por cada aumento en las variables asociadas con ITH.

Por otro lado, la lactancia se asoci6 con el tipo de parto agrupado como normal o distécico (P<
0,001): las vacas que tuvieron partos normales presentaron una produccion de leche promedio
de 6,776 mil litros durante su lactancia en comparacion con aquellas que tuvieron partos
distécicos, cuya produccion fue de 7,377 mil litros. Asimismo, la lactancia (en la primera
lactancia) se vio afectada por la edad en el primer servicio, determinando que por cada mes de
retraso en el parto en relacién con el promedio (19,53 meses), las vacas producian 0,860 mil

litros de leche menos (P< 0,001).

4.1.2. Intervalo Parto Primer Servicio (IPPS)

4.1.2.1. Anadlisis Univariado

La asociacion existente entre las variables de entrada del modelo y la variable de respuesta IPPS
se detalla en la Tabla 6.

En la Tabla 6 se puede observar que, de las 31 variables evaluadas, 15 estuvieron asociadas con
el IPPS (Primer Parto) de la Vaca en Estudio (P< 0,15) en el anélisis univariado. Tal como
ocurrié para el IPC, muchas variables asociadas con el ITH quedaron incluidas en el modelo

univariado.
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Tabla 6. Factores potenciales asociados a la modificacion del IPPS (Primer Parto).

Variable Entrada/Efecto Fijo Categorias Media Egg;(:igr Valor P
E.F.M 84,71 1,99
Mes de Servicio Efectivo Agrupado' AMI 42 L& 0,270
J.AS 86,03 1,88
O.N.D 84,87 1,89
Enero 84,27 2,39
Febrero 86,20 2,54
Marzo 83,89 2,44
Abril 86,86 2,41
Mayo 84,02 2,05
Mes de Servicio Efectiva funio 8389 202 0,301
Julio 84,45 2,06
Agosto 86,12 2,15
Septiembre 88,06 2,24
Octubre 85,37 2,15
Noviembre 86,02 2,19
Diciembre 82,76 2,20
Dias con ITH alto? en Primer Trimestre 0,980
Ciclos con ITH alto en Primer Trimestre 0,340
Ciclos con ITH alto en Segundo Trimestre 0,110
Dias con ITH alto en Segundo Trimestre 0,060
Ciclos con ITH alto en Tercer Trimestre 0,770
Dias con ITH alto en Tercer Trimestre 0,360
Promedio ITH? (durante la gestacién) 0,820
Promedio ITH alto (durante la gestacion) 0,790
% Dias con ITH alto 72 (durante la gestacién) 0,510
<=2 84,58 1,78
Mediana de Ciclos con ITH alto en Primer Trimestre 0,130
>2 85,79 1,83
0 83,58 1,79
Percentil de Ciclos con ITH alto en Primer Trimestre 1-4 86,87 1,88 0,003
>4 86,17 1,85
Me.tdiana de Ciclos con ITH alto en Segundo <=3 84,57 1,79 0.180
Trimestre >=4 85,64 1,82 ’
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<=2 84,16 1,80
Pe.rcentll en Ciclos con ITH alto en Segundo <5 85.54 .88 0,130
Trimestre
>5 85,96 1,88
<=28 84,64 1,79
Mediana en Dias con ITH alto en Segundo Trimestre 0,244
>=29 85,67 1,82
<=14 84,36 1,82
Pe.rcentll en Dias con ITH alto en Segundo =43 84.54 .84 0,071
Trimestre.
>43 86,38 1,87
Mediana del Promedio de ITH (durante la <=66,37 84.83 1,80 0510
gestacion) >66,37 85,35 1,81 ’
<=65,2 84,94 1,85
Percentil del Promedio de ITH (durante la gestacién) <=67,37 85,04 1,85 0,930
>67,37 85,29 1,85
Mediana del % de Dias con ITH alto (durante la <=32,24 84,79 1,80 0.440
gestacion) >32,24 85,40 1,81 ’
<=29,24 84,70 1,84
Percentil del % de Dias con ITH
Alto (durante la gestacion) <=34.85 8528 1.85 0,77
>34.85 85,31 1,86
1 Parto 141,97 4,09
N° de Parto Agrupado® 2 a 5 Partos 148,57 4,09 <0,001
> a 6 Partos 136,21 4,70
Primiparas 141,87 4,06
N° de Parto Agrupado (Primipara. Multipara)® 0,008
Multiparas 147,13 4,00
Variables de las Vacas bajo estudio
Edad al Primer Servicio (Meses) <0,001
<19 a Meses 81,60 1,68
Edad al Primer Servicio Agrupado (en Meses) * 20-29 Meses 88,19 1,84 <0,001
> a 30 Meses 93,84 2,76
Edad al Primer Parto (meses) <0,001
Enero/Febrer 94,28 2.0
o/Marzo
Ab”gﬁﬁfy"/ M 8786 1,94
Mes ermer Servicio Pos.parto de la Vaca bajo Tulio/ Agosto/ <0,001
Estudio (agrupado por trimestre) . 81,71 1,78
Septiembre
Octubre/Novi
embre/Dicie 80,86 1,78
mbre
Normal 85,10 1,83
Tipo de Parto Agrupado 0,260
Distécico 83,53 2,21
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litro)

Macho 86,20 1,80

Sexo de la Cria <0,001
Hembra 83,72 1,76
Vivo 84,55 1,74

Estado de la Cria <0,001
Muerto 90,54 2,32

Lactancia Total (a la primera lactancia en miles de <0,001

! Mes de servicio efectivo agrupado (por trimestre) de la Vaca que dio origen a la Hembra a la que se

le evaluardn las respectivas variables de ITH durante su gestacion. *ITH Alto es cuando los valores del

Indice de Temperatura y Humedad fue >72 imputado en los respectivos dias y ciclos y periodos de

gestacién detallado en la tabla. > Promedio de ITH es la media del Indice de Temperatura y Humedad

durante la totalidad de la gestacion. * Edad al Primer Servicio Agrupado en meses. > N° de Parto

Agrupado en tres categorias de acuerdo a si han tenido 1; 2-5 o mds de 6 partos corresponden a la

Vaca que dio origen a la Hembra en estudio. ° N° de Parto Agrupado (Primipara. Multipara)

corresponde a la vaca que dio origen a la hembra en estudio.

4.1.2.2. Anadlisis Multivariado

En la Tabla 7 se detalla el modelo multivariante asociado al intervalo parto primer servicio a

partir de las variables que obtuvieron un P< 0,15 al anélisis univariado.
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Tabla 7. Modelo Multivariante (AIC: 14.037; P<0,001; n= 10.555) ajustado a partir de las
variables que obtuvieron un P<0,150 en el andlisis univariado. Variable aleatoria: Tambo:

P=0,012. Variable de Respuesta: Intervalo Parto Primer Servicio (primer parto).

Variable Entrada/Efecto Categorfas Promedi | Error Coeficiente Intervalo de Valor P
Fijo g 0 Estandar Beta Confianza 95 %
Mediana de Ciclos con <2 88,07 0,008 -0,019 (-0,034) - (-0,004) | 0,015
ITH alto en Primer
Trimestre >2 89,74 - Referencia - -
1 88,21 0,015 0,002 (-0,028) - (0,032) 0,892
N° de Parto Agrupado 2al 90,49 0,014 0,028 (-0,001) - (0,056) 0,054
>6 88,02 - Referencia - -
Edad al Primer Servicio - 19,54 0,001 0,014 0,011-0,016 <0,001
(Meses)
Edad al Primer Parto - 2982 | 0,001 -0,002 (-0,005)-(-<0,001) | 0,031
(meses)
Enero-Marzo 97,23 0,012 0,147 0,123 -0,170 <0,001
Mes Primer Servicio Abril-Mayo-Junio 90,77 0,010 0,078 0,057 - 0,098 <0,001
Posparto de la Vaca bajo Tolio-Agost
Estudio (agrupado por UH10-AgOsto- 84,28 0,010 0,004 (-0,016) - (0,024) | 0,716
. Septiembre
trimestres) Oorobre Novierh
ctu r?_. oviembre- 83,97 Referencia - -
Diciembre
Vivo 86,12 0,014 -0,064 (0,091) - (-0,036) <0,001
Estado de la Cria
Muerto 91,77 Referencia - -
Macho 89,77 0,008 0,019 0,004 - 0,034 0,012
Sexo de la Cria
Hembra 88.04 Referencia - -
Lactancia Total (a la
primera lactancia en miles - 8,02 0,001 0,022 0,019 -0,024 <0,001
de litros)

Pudo determinarse que las vacas que estuvieron expuestas durante la gestacion a una mayor
mediana de ciclos con ITH alto en el primer trimestre de gestacion presentaron un mayor
IPPS, es decir, las que las vacas expuestas a mds de dos ciclos durante el primer trimestre de
gestacion presentaron 90 dias aproximadamente de IPPS en comparacién con los 88 dias de
animales que padecieron menos de dos ciclos en dicho periodo (P= 0,015) (Tabla 7).

A su vez los animales que fueron gestados por vacas con 2 a 5 partos (variable N° de parto
agrupado) mostraron un alargamiento en el IPPS con respecto a aquellos animales
congregados bajo la categoria de un solo parto (90 versus 88 dias respectivamente) (P= 0,054)
(Tabla 7).

Una mayor edad al primer servicio estuvo asociada con un aumento del IPPS (P< 0,001). En
este sentido se observé que las vacas con mayor edad al primer servicio tuvieron un
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alargamiento en su IPPS a la primera lactancia (Tabla 5). Por otro lado, las vacas con menor
edad al primer parto presentaron un IPPS mas corto (P< 0,031) (Tabla 7).

Ademais, las vacas que recibieron servicio durante los meses de enero, febrero y marzo tuvieron
un alargamiento en el IPPS (97 dias) en contraste con las que fueron servidas durante el
trimestre octubre, noviembre y diciembre, que manifestaron 83 dias de IPPS (P< 0,001, variable
mes primer servicio posparto de la vaca bajo estudio, agrupado por trimestre) (Tabla 7).
Del andlisis multivariado se desprende también que el estado de la cria caus6 un alargamiento
en el IPPS dado que las crias muertas causaron un mayor tiempo de retorno a los servicios luego
del parto (91 dias), en contraste con las crias nacidas vivas que presentaron 86 dias (P< 0,001)
(Tabla 7).

Por otro lado, se observo que las vacas que parieron un macho (sexo de la cria) tuvieron un
alargamiento en el IPPS (90 vs 88 dias) (P< 0,012) (Tabla 5). Por dltimo, se evidenci6 que a
una mayor produccién lactea se manifesté un alargamiento de 1,051 dias en el IPPS por cada
mil litros mas de leche producida (P< 0,001) (Tabla 7, variable lactancia total a la primera

lactancia en miles de litros).

4.1.2.3. Resultados Complementarios al Modelo Final

Las asociaciones significativas no incluidas en el modelo multivariante se detallan a
continuacion y siguiendo la misma metodologia que para IPC.

La variable Mediana de los ciclos con ITH alto en el primer trimestre de gestacion se asocié
positivamente con los ciclos con ITH alto en el segundo trimestre de gestacion (P= 0,001) y
con los dias con ITH alto en el segundo trimestre de gestacion (animales con una mediana de
ciclos <2 tienen 29 dias de ITH >72 y los animales con una mediana de ciclos >2 tienen 31 dias
de ITH >72) (P=0,001). También hubo asociaciones positivas entre la mediana de ciclos con
ITH alto en el primer trimestre de gestacion y el percentil de ciclos con ITH alto en el
primer trimestre de gestacion (P<0,001), el percentil de ciclos con ITH alto en el segundo
trimestre de gestacion (P= 0,006), y percentil de dias con ITH alto en el segundo trimestre
de gestacion (P= 0,011). Se verific6 un aumento en los percentiles cuando la mediana fue
mayor que dos. Es decir, las vacas cuyo desarrollo ocurrié durante los meses estivales tuvieron

una mayor cantidad de ciclos y dias con indices de temperatura y humedad superior a 72.
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Por su parte, la edad al primer parto se asoci6 con la edad al primer servicio (meses) (P< 0,031)
interpretdndose que a mayor edad al primer servicio mayor fue la edad al parto.

Finalmente, la variable lactancia total (en la primera lactancia) se relaciond positivamente con
los ciclos con un ITH alto en el segundo trimestre (aumento de 1,059 mil litros por unidad de
ITH incrementada) (P= 0,002) y dias con ITH alto en el segundo trimestre (aumento de 1,967
mil litros por unidad de ITH aumentada) (P< 0,001). Ademas, se observd una asociacion entre
la produccién durante la lactancia (en la primera lactancia) con el percentil de dias con ITH alto
en el segundo trimestre: vacas expuestas a percentiles de >43 dias produjeron 6.864 litros de
leche en comparacion con las vacas expuestas a <14 dias que produjeron 6.585 litros (P< 0,001),
interpretdndose que el mayor ITH durante el desarrollo tuvo un impacto positivo sobre la
produccion lactea.

Asimismo, las variables relacionadas con la lactancia mostraron una tendencia a asociarse con
el nimero de partos agrupados como primiparas o multiparas (P= 0,061). Las vacas gestadas
por madres multiparas tuvieron menos produccion (6.656 mil litros) en su primera lactancia que

las gestadas por vacas primiparas (6.862 mil litros).

4.2. Evaluacion de parametros de fertilidad. Niveles hormonales y RFA.

La asociacion entre las variables de entrada relacionadas al ITH durante diferentes estadios de

la gestacion de la vaca bajo estudio y las variables de respuesta se observan en la Tabla 8 y

Tabla 9.
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Tabla 8. Asociacion entre la exposicion a estrés por calor en los periodos P1 'y P2 y gestacion completa y las concentraciones hormonales

sistémicas e intrafoliculares y RFA en las hijas durante la vida adulta. Se detalla la significancia (p) y coeficiente de asociacion (f). Los

valores de p para asociaciones significativas fueron de p<0,05; y para tendencias de 0,05<p=<0, 10.

0,059
Promedio ITH (durante la gestacién)? 0,122 0,472 -110.03 0,440 0,229 0,683 0,972 0,689
0,051
% Dias con ITH alto (durante la gesta.ci(’)n)3 0,149 0,541 -27.47 0,765 0,223 0,910 0,583 0,995
Promedio ITH durante P1 0,323 0,880 0,937 0,264 0,464 0,782 0,621 0,238
% Dias con ITH alto durante P1 0,.616 0,656 0,944 0,177 0,347 0,926 0,660 0,136
Ciclos con ITH alto durante P1 0,644 0,730 0,846 0,310 0,294 0,640 0,669 0,160
L. .. 0,100
Indice de Exposicién durante P1 01508 0,582 0,839 0,392 0,389 0,620 0,726 0,553
. 0,084
Promedio ITH durante P2 0,951 0,498 0,242 o 0,856 0,977 0,640 0,316
% Dias con ITH alto durante P2 0,611 0,397 0,239 0,121 0,697 0,979 0,947 0,135
0,079 0,080
Ciclos con ITH alto durante P2 0,665 0,234 0,171 -0,334 0,374 0,705 0,769 0,018
Indice de Exposicién durante P2 0,283 0,499 0,627 0,291 0,891 0,475 0,895 0,330
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sistémicas e intrafoliculares y RFA en las hijas durante la vida adulta. Se detalla la significancia (p) y coeficiente de asociacion (f). Los

valores de p para asociaciones significativas fueron de p<0,05; y para tendencias de 0,05<p=<0, 10.

Promedio ITH en T1 0,345 0,683 0,549 0,116 0,798 0,853 0,740 0,315
. 0,045
Ciclos con ITH alto en T1 0,504 0,486 0,676 e 0,627 0,964 0,825 0,176
. 0,052
9% Dias con ITH alto en T1 0,370 0,745 0,580 0,050 0,684 0,844 0,735 0,201
Indice de Exposicién en T14 0,214 0,699 0,793 0,116 0,627 0,892 0,426 0,239
Promedio ITH en T2 0,605 0,700 0,126 0,474 0,202 0,753 0,735 0,385
. 0,081
Ciclos con ITH alto en T2 0,837 0,546 0,142 s 0,282 0,367 0,556 0,723
9% Dias con ITH alto en T2 0,892 0,994 0,221 0,298 0,206 0,509 0,730 0,651
P - 0,025
Indice de Exposicién en T2 0,896 0,801 0,528 0,567 i 0,890 0,786 0,369
Promedio ITH en T3 0,990 0,496 0,392 0,138 0,706 0,940 0,617 0,214
. 0,089
Ciclos con ITH alto en T3 0,759 0,271 0,339 0,206 0,279 0,755 0,652 g
% Dias con ITH alto en T3 0,777 0,428 0,364 0,275 0,557 0,812 0,849 0,130
Indice de Exposicién en T3 0,991 0,753 0,190 0,405 0,940 0,828 0,503 0,470
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Las Tablas 8 y 9 muestran que, las variables relacionadas con el ITH en los diferentes estadios
de la gestacion estuvieron asociadas con la concentraciéon de E2 en liquido folicular y en
plasma, al igual que la Progesterona en liquido folicular. La concentracion de AMH,
Insulina en Liquido Folicular y Progesterona en Plasma no estuvieron asociadas con las
variables de ITH en los diferentes periodos de la gestacion. La determinacion de AMH en
plasma no fue posible su andlisis debido a que las concentraciones presentes han sido inferiores
al limite de deteccidon de la técnica utilizada. Asimismo, la concentracién de Insulina en
Plasma tuvo una tendencia positiva con la variable Ciclos con ITH alto durante el Segundo
Periodo de la gestacion (P= 0,080) y especificamente en el Tercer Trimestre de Gestacién (P=
0,089). Por su parte, en relacion con el RFA se observd una tendencia negativa con el Indice
de Exposicion durante los Primeros 150 dias de Gestacion (P= 0,100).

El Estradiol en Liquido Folicular se asoci6 con el Promedio ITH alto durante toda la gestacion
(P=0,051). Asimismo, se observo una tendencia negativa (indicada por el valor de 3) con el
Promedio ITH durante toda la gestaciéon (P=0,059), es decir, que aquellas vacas que estuvieron
mayor cantidad de dias expuestas a condiciones de ITH >72, presentaron una disminucion en
la concentracion de Estradiol en liquido folicular.

Asimismo, los animales que presentaron mayor cantidad de Ciclos con ITH alto en el Primer
Trimestre de Gestacion (P= 0,045) y mayor % Dias con ITH alto en Primer Trimestre de la
Gestacion (P= 0,052), manifestaron una asociacién positiva con la concentracion de estradiol
en plasma. Sin embargo, se detectd una tendencia negativa con los Ciclos con ITH alto en
Segundo Trimestre de Gestacion (P= 0,081) y el Promedio (P= 0,084) y los Ciclos con ITH
alto en el segundo periodo de la gestacion (P= 0,079), entendiéndose que las vacas con mayor
exposicion a ITH elevado durante el segundo periodo de la gestacion y, especificamente, en el
segundo trimestre de la misma, tuvieron menores niveles de Estradiol en plasma en la vida
adulta.

La restante variable significativa en el andlisis estadistico, fue la concentracion de
Progesterona en Liquido Folicular que mostré una asociacién positiva (P= 0,025) con el
Indice de Exposicién en el Segundo Trimestre de Gestacién, es decir, que las vacas con mayor
indice de exposicion en dicho periodo, presentaron un aumento en la concentracion de

progesterona intrafolicular durante la adultez.
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5. DISCUSION
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5. DISCUSION

5.1. Influencia del estrés caldrico sobre los indices reproductivos. Analisis
retrospectivo.

El término estrés es cominmente utilizado para indicar una condicién ambiental que es adversa
al bienestar animal (Stott, 1981). La magnitud del estrés y su impacto asociado en la produccién
animal son dificiles de definir. Stott (1981) sefial6 que la dnica forma de medir la magnitud del
estrés es a través de la respuesta animal. Asi, diferentes indices han sido propuestos para
identificar condiciones de estrés en situaciones comerciales de produccién de leche y carne
bovina. Para cuantificar dicha magnitud, se han creado una serie de indices, siendo el Indice de
Temperatura y Humedad, desarrollado por Thom (1959), el que ha llegado a ser el estandar
para la clasificacion térmica del ambiente en muchos estudios de producciéon y manejo animal
(Hahn et al., 2003), siendo el indicador biometeoroldgico utilizado en la presente investigacion.
Los resultados del andlisis retrospectivo de este estudio han permitido identificar asociaciones
relevantes entre las condiciones en las que fueron gestadas las vacas y eventos reproductivos
ocurridos al menos tres afios después. Estos permitirdn continuar con investigaciones en el tema
y tomar decisiones a la hora de evaluar la performance reproductiva de un modo diferencial e
inclusive al momento de seleccion de animales para reposicion.

En este sentido, este trabajo es uno de los primeros estudios retrospectivos en la zona de
procedencia de los animales evaluados y con el nimero de animales analizados, que ha podido
identificar asociaciones entre variables ambientales que impactaron durante el desarrollo y su
efecto en la vida productiva en vacas lecheras durante su adultez.

En la presente investigacion, se ha identificado que los ambientes con un ITH > 72 durante el
primer trimestre de desarrollo intrauterino se asociaron negativamente con los indices
reproductivos IPC e IPPS de la descendencia durante la vida adulta.

Otros investigadores han demostrado que el estrés por calor materno durante el periodo seco
afecta el rendimiento durante la vida postnatal (Ahmed et al., 2017; Monteiro et al., 2016a). En
dichos estudios se detectd que el estrés por calor conduce a un menor peso corporal de la cria
al afio de edad (a pesar de que no hay diferencia en el peso corporal en la vida adulta), asi como
aun menor rendimiento en produccion de leche en la primera lactancia (Monteiro et al., 2016b).
Estos autores también encontraron que las vaquillonas nacidas de madres que padecieron estrés
por calor durante la gestacion tardia tenfan una mayor probabilidad de descarte antes de la
pubertad debido al retraso del crecimiento, enfermedades y malformacién en comparacién con

las vacas secas que fueron colocadas en condiciones ambientales mejoradas mediante
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ventiladores, aspersion y sombra (Monteiro et al., 2016a). Curiosamente, también observaron
que estas vaquillas presentaron un mayor nimero de servicios por concepcion (confirmado 30
dias después de la inseminacién) y una menor produccién de leche en la primera lactancia que
las nacidas de vacas con condiciones ambientales normales de alta temperatura y humedad
(Monteiro et al., 2016a). Sin embargo, debe considerarse que estos estudios se llevaron a cabo
en condiciones experimentales, en las que las vacas fueron colocadas bajo situaciones de alto
ITH con y sin acceso a mejoras en las instalaciones para facilitar la disipacién del calor
(Monteiro et al., 2016a; Monteiro et al., 2016b; do Amaral et al., 2009). Debe considerarse que
la mayoria de esos estudios informaron la exposicién de las vacas a un ambiente con ITH
elevado solo en la dltima etapa de la prefiez y sus efectos sobre la descendencia. En este sentido,
Akbarinejad et al. (2017) mostraron efectos del estrés por calor materno en vacas lecheras sobre
la fertilidad, la longevidad productiva y la reserva ovdrica en la descendencia. Estos autores
estudiaron 206 vacas agrupadas como no expuestas o expuestas durante un periodo mayor a
dos meses y medio en el primer, segundo o tercer trimestre de gestacion a ITH superior a 72 y
encontraron que el segundo y tercer trimestre parecian ser periodos més criticos. En el presente
estudio, encontramos que un ITH >72 en la primera etapa del desarrollo intrauterino de las
vacas se asocié con el IPC y el IPPS en la vida adulta. Cabe sefialar que los datos aqui
informados provienen de una gran cantidad de animales y se evaluaron diferentes
establecimientos de produccion lecheras localizado en la principal cuenca lechera de la
Argentina. Estos datos mostrarian una relacion con el desarrollo temprano de estos animales
(Monniaux et al., 2014).

Tal como se detall6 en los resultados, quedaron dentro de los modelos multivariantes factores
asociados a las variables respuestas el IPC e IPPS no relacionados al ITH. Dichos factores de
confusion fueron contemplados con el fin de neutralizar su impacto dentro de los resultados
obtenidos. Es decir que, ademds de las variables relacionadas al ITH, también se contemplaron
factores propios que impactan en la performance reproductiva. En este sentido, dentro de los
modelos multivariantes, el intervalo parto concepcion e intervalo parto primer servicio fueron
influenciados por otras variables previamente descritas por muchos autores, tales como partos
distdcicos, el nacimiento de un ternero macho o un ternero muerto (Johanson y Berger 2003;
Dhakal et al., 2013). En este sentido, el parto de un ternero macho estd asociado con mayor
peso al nacer lo que implica mas dificultades para parir, lo que confirma resultados anteriores
de que el peso del ternero se asocia con distocia (Linden et al., 2009). Estos estudios también
mostraron que las vacas que paren un ternero macho son mds propensas a experimentar distocia

que las vacas que dan a luz a un ternero hembra, probablemente relacionado con un mayor peso
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en los terneros machos que en las terneras (Johanson et al., 2003; Linden et al., 2009).
Asimismo, en un estudio de cohorte prospectivo realizado en una granja lechera comercial
ubicada en Nueva York, se determiné que la asistencia durante el parto se asocié con un mayor
peso al nacer (Linden et al., 2009). Estos autores determinaron que estas variables podrian estar
asociadas con algunos efectos posteriores como asistencia obstétrica, eventos de cojera y
produccion de leche, pero no con incidencia de muerte fetal, mortalidad de terneros después de
las doce horas posparto, reproduccion o supervivencia de las madres. Por otro lado, Tenhagen
et al. (2007) realizé un estudio retrospectivo de casos y controles en granjas lecheras del norte
de Alemania con el objetivo de analizar el efecto de diferentes grados de distocia en la fertilidad
de las vacas, la viabilidad de los terneros y las vacas, entre otras variables. Estos autores
observaron que los casos leves de distocia no tuvieron un efecto significativo sobre la
produccion de leche, la fertilidad y la supervivencia de las vacas. La viabilidad de la
descendencia se redujo por los casos leves y severos de distocia, mientras que la diferencia
entre cesdreas y controles fue minima. Por otro lado, los casos mds graves de distocia y cesdreas
tuvieron efectos importantes en la fertilidad y supervivencia de las vacas (Tenhagen et al,
2007). En la presente investigacion observamos que las vacas con partos distocicos presentaron
una diferencia de produccién de leche mayor en su primera lactancia con respecto a las que
tuvieron partos normales, posiblemente la magnitud de la asistencia durante el parto, en sintonia
a lo descripto por Tenhagen et al (2007), no fue significativa.

En nuestra investigacion, el ITH en el momento del servicio en la vaca en estudio tuvo una
influencia significativa en los IPC e IPPS, lo cual ha sido previamente descripto por muchos
autores (Collier et al., 2017; De Rensis y Scaramuzzi, 2003; Tao et al., 2019). En vacas con
estrés por calor, la duracién e intensidad del estro se reduce. En verano, las manifestaciones del
estro (como actividad motora y nimero de montas) se reducen y la incidencia de anestro y
ovulacion silenciosa aumentan (Collier ef al., 2017; De Rensis y Scaramuzzi, 2003; Tao et al.,
2019). Por lo tanto, en climas cédlidos hay una reduccién en el nimero de inseminaciones y un
aumento en la proporcién de inseminaciones infructuosas. El calor causa estrés en los animales,
lo que resulta en un aumento de la frecuencia respiratoria, hipertermia y una disminucién en la
ingesta de materia seca (Berman et al., 1985; De Rensis y Scaramuzzi, 2003). Esto tiene
influencia directa en los patrones hormonales (Luteinizante y Foliculoestimulante y hormonas
esteroides). Por otro lado, hay un agravamiento del equilibrio energético negativo y alteraciones
en el entorno uterino. Todos los eventos mencionados producen subfertilidad y, en
consecuencia, pérdidas econdmicas (Collier et al., 2017; De Rensis y Scaramuzzi, 2003; Tao et

al., 2019).
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Dentro del estudio retrospectivo de los resultados, en el presente estudio encontramos una
asociacion positiva entre la produccion de leche y el ITH alto durante la gestacién completa vy,
principalmente, en el segundo trimestre de la prefiez. Otros autores encontraron que las hijas de
las vacas que estuvieron expuestas a estrés por calor durante los tdltimos dos meses de prefiez
(periodo seco), producian menos leche en comparacién con aquellas cuyas madres tuvieron
acceso a ambientes controlados que favorecieron la disipacién del calor (Dahl et al., 2017; Tao
et al., 2019). Estos resultados difieren con los encontrados en nuestro estudio. En este sentido,
se debe considerar que el desarrollo de la gldandula mamaria comienza en el periodo prenatal y
continda durante la vida postnatal (prepuberal, puberal, gestacion y las sucesivas lactancias de
la vaca) (Svennersten-Sjaunja y Olsson, 2005). Barash et al. (1996) determinaron en un estudio
retrospectivo realizado en Israel, los efectos del mes de nacimiento de la vaca en la produccion
de leche, grasa y proteinas. Estos autores observaron que la produccion de leche fue mas baja
en vacas nacidas a principios de primavera y mds alta en vacas nacidas en otoflo. Esto se
atribuy6 a cambios en la temperatura o el fotoperiodo durante la prefiez y las modificaciones
hormonales relacionadas con dicho evento. En este sentido, los nacimientos de terneros en
otofio podrian estar relacionados con altos niveles de temperatura durante su desarrollo
intrauterino, especialmente durante el segundo trimestre, en relacién con los nacimientos de
terneros en primavera. En el presente estudio, no encontramos un efecto del ITH durante el
ultimo trimestre que afecte los indices estudiados, lo que no descarta la posibilidad de un efecto
de estrés posnatal o efectos aditivos de la exposicion a factores estresantes en cualquiera de las
etapas de la gestacion sumadas a una exposicion después del nacimiento.

Se ha informado que las temperaturas elevadas al final de la gestacion generan cambios
metabodlicos que incluyen concentraciones bajas de insulina en terneros recién nacidos (Kamal
et al., 2014; Tao et al., 2014). Por su parte, Van Eetvelde et al. (2017) reportaron bajas
concentraciones de insulina en vaquillonas nacidas en primavera y verano en relacion a las
nacidas en invierno. Estos resultados indican diferencias en el metabolismo de los terneros
recién nacidos, lo que sugiere una relacién con las temperaturas ambientales al final de la
gestacion. Tao et al. (2014) informaron concentraciones reducidas de insulina y una mayor
sensibilidad a la insulina en terneros nacidos de madres que estuvieron expuestas a estrés por
calor en la ultima parte de la gestacion. Es interesante notar que las terneras con un nivel de
insulina mds bajo al nacer produjeron més leche durante la primera lactancia (Van Eetvelde ef
al. 2017). Se desconoce el mecanismo exacto detras de esta asociacion, pero se pueden sugerir
varias explicaciones. Van Eetvelde et al. (2017) sugieren que una mayor sensibilidad a la

insulina podria inducir un crecimiento mayor de los tejidos (incluido el tejido mamario) durante
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la vida temprana, lo que resulta en un mayor rendimiento en la primera lactancia. Por lo tanto,
es razonable sugerir que las vacas de primer parto con bajas concentraciones de insulina al
nacer, ademds de un rdpido crecimiento corporal, podrian tener un mayor riesgo de resistencia
a la insulina cuando alcanzan la edad del primer parto. En el ganado lechero, se acepta
generalmente que es necesario un estado de resistencia a la insulina en las primeras etapas de
la lactancia para asegurar un suministro adecuado de glucosa a la glandula mamaria (Bell,
2006). La mayor sensibilidad a la insulina al nacer podria inducir una mayor resistencia a la
insulina y explicar asi la mayor producciéon de leche durante la primera lactancia. Se ha
reportado que, terneros y terneras sometidas a estrés por calor, tuvieron con frecuencia un
aumento de insulina y una disminucion de las hormonas tiroideas. La insulina evita que los
animales movilicen el tejido adiposo (Baumgard y Rhoads 2013). Esto podria conducir a un
catabolismo de proteinas acelerado en la gldndula mamaria y los musculos para obtener méas
sustrato energético, comprometiendo el rendimiento del crecimiento. Esto podria estar
relacionado con la reduccion en los niveles de hormonas tiroideas, por su correlacién positiva
con el aumento de peso y el desarrollo de tejidos (Magdub ez al., 1982). Estas alteraciones en
la fisiologia y en el metabolismo energético tienden a ser mecanismos adaptativos (Wang et al.,
2020) y juegan un papel fundamental en la vida productiva y reproductiva futura.

Por otro lado, debe considerarse que muchos factores ambientales (incluido el ITH) podrian
afectar el desarrollo postnatal de la gldndula mamaria. Diversos autores han encontrado
asociaciones entre el entorno materno durante la gestacion y diferentes caracteristicas en la
progenie (Banos et al., 2007; Van Eetvelde et al., 2017; Carvalho et al., 2020). Dentro de estos
estudios, muchos han evaluado la influencia de la demanda de energia en la madre para el
crecimiento, la prefiez y la produccién de leche en el desarrollo fetal. La produccién de leche
es el principal competidor del feto por los nutrientes durante la gestacion y puede influir en el
desarrollo de este ultimo indirectamente al comienzo de la gestacion, cuando los requerimientos
de nutrientes fetales son bajos y luego directamente mads tarde en la gestacion cuando son altos
(Banos et al., 2007; Van Eetvelde et al., 2017; Carvalho et al., 2020).

La capacidad de una vaca prefiada para mantener un embridn estd determinada en gran medida
por la forma en que divide los nutrientes para apoyar el desarrollo fetal junto con su propio
crecimiento, mantenimiento y produccién de leche. Aunque las necesidades de energia de un
embrién en desarrollo son muy pequefas, el entorno uterino materno de una vaca de alto
rendimiento puede crear un efecto en la descendencia a través de rutas hormonales o de otro
tipo que son detectables a través de una serie de caracteristicas como la produccién de leche, la

resistencia a enfermedades, supervivencia, puntuaciéon de condicién corporal (BCS), energia
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corporal y fertilidad en la descendencia. Conceptualmente, el propio nivel de energia de una
madre se puede deducir de su BCS, produccién de leche y edad al parto. Estos pueden verse
como indicadores del entorno materno durante la gestaciéon (Banos et al., 2007).

En el ganado bovino, se ha investigado el posible efecto negativo de la alta produccién de leche
durante la gestacion sobre el rendimiento de la descendencia, lo que ha dado lugar a resultados
contradictorios. Berry et al. (2008) reportaron una reduccién en el rendimiento de la primera
lactancia en vaquillonas nacidas de madres de alto rendimiento, mientras que otros autores no
encontraron ningtn efecto en la produccién de leche materna (Banos et al., 2007; Astiz et al.,
2014; Van Eetvelde er al., 2017). La falta de una asociacion clara entre la cantidad de leche
producida por la madre durante la gestacion y los efectos a largo plazo sobre la capacidad de
produccion de la descendencia podria deberse a otros factores maternos que ejercen
modificaciones en el metabolismo de la descendencia (Van Eetvelde et al,, 2017). En este
sentido, una vaca en condiciones de estrés caldrico debe destinar parte de los nutrientes para
disipar el calor, que se suma a sus requerimientos, en detrimento de la produccién de leche y
también del desarrollo embrionario/fetal. Es probable que una de las razones de estos cambios
se encuentre en los cambios metabdlicos que pueden ocurrir en las hembras prefiadas, que
pueden tener una influencia directa o indirecta en el desarrollo del ternero.

En este punto, es importante aclarar que la relacién positiva entre el ITH alto y la lactancia
observada en nuestro estudio no implica una relacién causa-efecto, pero puede ser una
asociacion estadistica no causal. En este sentido, el presente estudio, podria ser pertinente para
profundizar investigaciones con el fin de establecer la posible relacion entre el ITH durante la

prefiez y las variables fisioldgicas involucradas en la lactancia.

5.2. Influencia del Estrés Calorico sobre Niveles Hormonales y RFA.

Se han registrado en el presente trabajo de tesis, asociaciones y tendencias entre la
concentracion plasmética e intrafolicular de E2 y P4 en las hijas y los indicadores de estrés
calérico en las madres. Nuestros resultados indican asociaciones positivas O negativas
dependiendo del periodo del desarrollo en que el ITH fue elevado. En el primer trimestre de
gestacion, las vacas expuestas a un nimero mayor de ciclos y porcentaje de dias con elevado
ITH presentaron asociacion positiva con los niveles de E2 plasmatico y, en cambio, una
tendencia de asociacion negativa con los ciclos con ITH elevados en el segundo trimestre y

periodo de la gestacion. Ademads, se determiné que las hijas de vacas que estuvieron expuestas
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a estrés por calor (elevado promedio de ITH>72 y % Dias con ITH alto) durante toda la
gestacion presentaron una disminucién en los E2 en liquido folicular durante el proestro. No se
encontrd asociacion entre la concentracidon plasmdtica de progesterona en las hijas y el ITH >72
que padecieron en su desarrollo. En cambio, se registrd una asociacion de la concentracién de
progesterona en liquido folicular con el indice de exposicion en el segundo trimestre de la
gestacion.

Las gonadotrofinas hipofisiarias estimulan a las células de la granulosa y la teca y preparan al
foliculo para la produccién de estradiol y otros factores necesarios para la continuidad de las
fases finales de maduracion ovocitaria en el foliculo dominante y posterior ovulacion o para la
atresia en los foliculos subordinados (Vasquez—Cano y Olivera, 2010). Vacas con bajos niveles
de E2 podrian ver afectada su performance reproductiva. En este sentido, la disminucion en el
E2 (sistémico y folicular) se refleja en una disminucion en la intensidad y duracion del celo y
la supresion de LH, afectando la cascada de eventos indispensables la correcta ovulacion y por
ende el normal ciclo reproductivo (Roth y Wolfenson, 2016).

Bajo condiciones de estrés caldrico, los foliculos presentan una capacidad esteroidogénica
reducida caracterizada por una disminucion en la actividad aromatasa por parte de las células
de la granulosa y una disminucién en la concentracién de estradiol en el foliculo dominante
(Wolfenson et al., 1997; Bridges et al., 2005). Roth et al. (2001) reportaron un efecto retardado
del estrés por calor sobre la produccién de esteroides en foliculos preovulatorios bovinos una
vez que el efecto estresante habia cesado. Los efectos potencialmente adversos de la
disminucion en la produccion de E2 implican un impacto en la duracion e intensidad del estro,
asi como la supresion de la secrecion de LH, lo que sucesivamente puede alterar los eventos
involucrados en el proceso de ovulacion afectando la fertilidad (Wolfenson et al., 2000; Roth
et al., 2001; Roth y Wolfenson, 2016). Cerca del momento en que ocurre la ovulacion, el pico
de LH induce un cambio de predominio de E2 a P4 en el LF de foliculos preovulatorios
(Dieleman et al., 1983). Asimismo, podrian producirse alteraciones en la retroalimentacion
negativa en el eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario traduciéndose en un impacto sobre la capacidad
ovulatoria del foliculo preovulatorio, al igual que sobre el pool de foliculos antrales del cual
aquellos que llegan a estadios ovulatorios son seleccionados (Hunter e al., 2004). En este
sentido varios autores reportaron que vacas con mastitis (Lavon et al., 2010, 2011) o con
restriccion nutricional (Bossis et al., 1999; Mackey et al., 2000; Wolfenson et al., 2004; Walsh
et al., 2012) presentan una disminucion tanto en el pico preovulatorio de LH como en la
capacidad esteroidogénica folicular. Wilson et al. (1998ab) encontraron que la concentracion

de estradiol en plasma fue significativamente menor tanto para vacas como en vaquillonas en
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condiciones de estrés caldrico. Por otro lado, en estudios sobre estrés caldrico, en ambientes
naturales o con el uso de mitigadores de calor (ventilacién, sombras, aspersores), no se
encontraron diferencias en la concentracion de estradiol en vacas con o sin estrés caldrico (Roth
et al., 2001; de Castro e Paula et al., 2008).

A estos efectos directos que ocurren en las hembras expuestas a un estresor, debemos sumar los
efectos indirectos sobre las crias, cuando las madres estuvieron expuestas a esos estresores
durante la gestacion. Estudios previos realizados con factores estresantes durante el periodo
fetal demostraron su implicancia cuando adulto, tales reportes llevados a cabo en ratas
destetadas, se relacionan con los primeros trabajos en este tema (Levine, 1957) donde se
determiné que la capacidad del ambiente para modificar la funcién hipotdlamo-pituitario-
adrenal en estadios de desarrollo temprano y que perdure aun en la edad adulta era posible. En
estudios realizados en terneros cuyas madres fueron sometidas a estrés por transporte durante
la prefiez, el clearence de cortisol fue mds lento que en los controles y el peso de la pituitaria
aument6 significativamente (Lay et al, 1997ab). En este sentido, muchos estudios han
reportado efectos de la subnutricion o sobrenutricion de las madres sobre la fertilidad de las
hijas (Evans et al., 2012; Mossa et al., 2013). Se han observado cambios en el desarrollo
gonadal y la expresion génica pituitario-gonadal en fetos bovinos de madres que fueron
restringidas nutricionalmente en el segundo y tercer tercio de la gestacion (Weller et al., 2016).
Se determiné ademds una menor expresion del gen FSHB en la pituitaria fetal en las hijas de
vacas con aportes nutricionales restringidos que en la de vacas con ingesta ad libitum, alos 199
y 268 dias de gestacion (Weller et al., 2016). Estos autores también demostraron que los ovarios
de fetos de vacas con ingesta ad libitum tenian mayor expresion de P450arom, StAR, BMPR2,
TGFBR1, GDF9, FSHR, Bax y CASP3 que los de vacas con ingesta moderada, a los 199 y 268
dias de gestacion (Weller et al., 2016). Ha sido demostrado que, en las ovejas, la desnutricion
materna retrasa el desarrollo folicular (Rae et al., 2001) y aumenta la expresion de genes
apoptoticos en el ovario fetal (Lea et al., 2006). Muchos estudios se han centrado en las
consecuencias de la desnutricién durante la prefiez de las madres, en sus hijos (Mossa et al.,
2013). Estos estudios han enfatizado que las mayores consecuencias se dan en las tltimas etapas
de la gestacion, durante las cuales aumentan los requerimientos nutricionales del feto. En este
sentido, los requerimientos de crecimiento de las crias se ven incrementados al final de la
gestacion cuando se produce el mayor crecimiento del feto. Sin embargo, se debe considerar
que, en el ganado bovino, tanto las génadas (ovarios y testiculos) como el eje hipotaldmico-
pituitario se desarrollan precozmente, en el primer y segundo trimestre de gestacién, y que

cualquier alteracion en este periodo 14abil puede tener consecuencias en la reproduccién durante
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la vida adulta (Rhind et al., 2001; Monniaux et al., 2014). En fetos de ambos sexos, el desarrollo
del eje hipotaldmico-hipofisario y la sintesis asociada de gonadotropinas son potencialmente
sensibles a influencias nutricionales y de otro tipo (Rhind et al., 2001). En este sentido debe
considerarse que tanto las gonadotrofinas como los esteroides intervienen en la regulacién de
la esteroidogéneis y el desarrollo ovarico y folicular fetal (Burkhart ez al., 2010; Fortune et al.,
2013). Los cambios en la programacion fetal reportados podrian estar involucrados en las
alteraciones a nivel enddcrino de la progenie encontradas en este trabajo.

Existe evidencia que indica que el estrés caldrico afecta del desarrollo del embrién (Hansen,
2005). En este sentido ha sido descripto que los ovocitos en el foliculo, la fecundacién y los
primeros dos dias de desarrollo embrionario son sensibles a condiciones de elevados ITH,
adquiriendo el embridn cierta tolerancia al tercer y cuarto dia (Hansen, 2005). Sakatani et al.
(2012) encontraron resultados similares con la aplicacién de un tratamiento de 40°C durante 24
horas en un cultivo de mérulas, el cual no tuvo ningtin efecto adverso en el desarrollo de
blastocitos mientras que si hubo una disminucién significativa en el porcentaje de blastocitos
desarrollados cuando el mismo tratamiento se aplicé a nivel de zigotos. Todas estas alteraciones
podrian tener un impacto en la programacion fetal de ese embrion de superar el periodo de
gestacion.

Nuestros resultados muestran que el ITH >72 pudo influenciar negativamente el RFA donde
detectamos una tendencia negativa. Monniaux et al. (2014) describen que el nimero de
foliculos antrales varia muy poco en un mismo animal durante ciclos estrales sucesivos a lo
largo de su vida. Asimismo, los animales con bajo promedio de foliculos, mostraron una baja
respuesta a la FSH y baja calidad ovocitaria. En este sentido, diversos autores han demostrado
que animales con menor cantidad de foliculos en la reserva ovdrica se correlaciona con la
fertilidad individual de las hembras bovinas, reflejadas en menores concentraciones de
progesterona, bajos niveles circulantes de hormona anti-Miilleriana durante la fase liutea y una
pared endometrial més delgada (Ireland ef al., 2008, 2011; Fortune et al., 2013; Evans et al.,
2010). Por el contrario, una mejor reserva ovarica se traduce en un pool mayor de foliculos
antrales y una respuesta superovulatoria mayor (en técnicas de biotecnologias de la
reproduccion) (Murphy, 2018). La confirmacion experimental de esta hipétesis, en vacas,
proviene de estudios recientes que demuestran que la poblacion folicular dicta no solo el
nimero de ovulaciones en respuesta al tratamiento con gonadotrofinas, sino también la
supervivencia de los embriones producidos. La aneuploidia del ovocito, y consecuentemente
del embridn, es la principal causa de falla en la embriogénesis (Murphy, 2018). Asimismo, en

el andlisis retrospectivo realizado, se observé que elevados ITH estuvieron asociados con el
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intervalo parto primer celo y el intervalo parto primer servicio y esto podria estar relacionado a
su vez con la cantidad de foliculos antrales y el estado de los ovocitos dentro de los mismos.
Es sabido que la concentracién de hormona anti Miilleriana, producida por células de la
granulosa del foliculo, en suero es ttil como biomarcador para el tamafio relativo de la reserva
ovdrica de foliculos antrales (Irland et al., 2008), en nuestra investigacién no encontramos una
asociacion entre dicha hormona determinada en liquido folicular del foliculo dominante y las
condiciones de estrés caldrico durante la gestacion.

Asi como la Hipotesis de Barker (“Mothers, babies and health in later life) es un complejo
modelo explicativo de la participaciéon de condiciones durante la vida intrauterina en el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares, obesidad y diabetes en la edad adulta en humanos,
en base a sus estudios en Inglaterra durante los afios 1968-1978, nuestro trabajo aporta
conocimientos al impacto de las condiciones de ITH elevados durante la gestacion y posterior

vida productiva de las vacas.
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6. CONCLUSIONES

La exposicion a elevados indice de temperatura y humedad, mostraron asociaciones estadisticas
con las variables respuestas Intervalo Parto Concepcién e Intervalo Parto Primer Servicio al
Primer Parto de la progenie durante su vida adulta.

Por otra parte, pudo determinarse que la concentracién de E2 en liquido folicular y en plasma,
al igual que la P4 en liquido folicular estuvo asociada con el ITH.

Es probable que estas condiciones adversas generen cambios en el ambiente uterino y, por ende,
afecten al embridn-feto, lo que conduciria a cambios permanentes en la vida adulta y
posiblemente en las generaciones futuras. Queda por evaluar si estos cambios estdn
relacionados con marcas epigenéticas en cé€lulas relacionadas con el desarrollo reproductivo.
En este sentido, las asociaciones de la presente investigacion pueden dar lugar a estudios
experimentales para determinar las bases bioldgicas involucradas e incluso ahondar en medidas
que atenden ain mds las condiciones ambientales adversas durante etapas criticas del desarrollo
fetal.

Estos resultados contribuyen al conocimiento general de las herramientas de manejo para
mejorar las condiciones en las que se mantienen las vacas durante las estaciones calidas,
especialmente en dreas donde las condiciones adversas para el ganado se alcanzan facilmente

como ocurre en la cuenca lechera santafesina en Argentina.
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