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RESUMEN

Efecto de la dieta y el amamantamiento sobre la concentracion sérica de
leptina y hormona de crecimiento en vacas doble proposito, y su relacion
con el consumo voluntario, la produccion y el anestro posparto

Con el objeto de evaluar el efecto de la suplementacion energética (SE) y el
amamantamiento (A) sobre la leptina y la hormona de crecimiento (HC) en vacas
doble propésito en anestro posparto (A-PP), 38 vacas recién paridas fueron
asignadas al azar en un arreglo factorial 2X2, cuyos factores fueron: a) dieta (D:
Pasto o Pasto mas suplementacion energética[SE] con 1.77 Mcal/Kg/d de ENI) y
b) A por 7 h/d (con becerro o sin becerro). Se colecté suero ¢/S d, desde el primer
dia posparto hasta el fin del A-PP. La leptina se cuantificd mediante un RIA
comercial y la HC mediante uno de doble anticuerpo. El experimento fue dividido
en tres periodos siendo: 0-30, 31-60 y 61-90 dias PP. Para cada uno de los
periodos se realiz6 un ANDEVA para medidas repetidas por el método GLM de
SAS donde los efectos principales fueron la D, el A, la interaccion (AXD) y la
muestra (c/5 d). Asimismo se revisé la asociacion de leptina y HC con variables
productivas y reproductivas; el criterio de diferencia fue P<.05. En todas las vacas
la leptina sérica permanecio baja durante el PP temprano y aumenté a medida que
la lactancia progres6 y se asocidé positivamente con el consumo de MS, la
condiciéon corporal (CC) al parto y negativamente con los dias a presentacion del
primer foliculo grande, cuerpo luteo (CL) y estro. Se observo un valor pico de
leptina previo al del primer CL en todos los animales. La SE disminuy6 la HC
durante todo el PP y se asocid negativamente con consumo de ENI, BE, CC,
proteina en leche, tamafo folicular y numero de oleadas foliculares; vy
positivamente con dias a presentacion del primer foliculo grande, CL y estro. AXD
disminuyd la leptina y en contraste aumento la HC en vacas sin SE. Por lo tanto, la
leptina responde mas a mecanismos de regulacién homeorrética para promover el
consumo de energia, destinado a la produccion latea, que a cambios en la
adiposidad y una vez resueltas las carencias de energia, ejerce una accion
permisiva para el reinicio de la actividad ovarica PP. En vacas que consumen
pasto sin SE durante la lactancia, la HC promueve una intensa movilizacion de
reservas grasas y proteicas, lo cual deriva en un agotamiento relativo de las
mismas que impide mantener la concentracion de proteina en leche. Ademas, las
asociaciones de HC con eventos reproductivos indican que a medida que las
vacas dejan de depender de sus reservas corporales para mantener la lactacion,
se van presentado los eventos reproductivos que anteceden a la primera ovulacion
posparto.

Palabras Clave: Anestro, balance energético, leptina, hormona de crecimiento.



ABSTRACT

Effect of diet and suckling in dual purpose cows on plasma leptin and
growth hormone concentrations and its relation to dry matter intake, milk
yield and anestrous postpartum

The aim of this study was to evaluate the effect of diet (D) and suckling (S) on
serum leptin and growth hormone (GH) in dual purpose cows in anestrous
postpartum (APP). Thirthy eigth cows were allocated to 4 groups according to diet
(grass or grass plus energy supplementation (ES)) and suckling 7h/d (with calf or
not). Serum plasma was collected every five days from calving to the end of APP.
Leptin and GH, were measured by RIA. The experiment was divided in three
periods: 0-30, 31-60, 61-90 days PP. Data were analized by ANOVA using the
general linear model (GLM) procedures; the principal effects were the diet,
suckling, diet and suckling interaction (DxS) and the sample. Furthermore we
evaluated the association between leptin and growth hormone on productive and
reproductive varnables. The criterion of difference was P<.05. Serum leptin
concentrations were low during the early periparturient period and increased during
the progress of lactation. Leptin was positively correlated with body score condition
at parturition (BSCP), dry matter intake (DMI) and negatively with time to first large
follicle, corpus luteum (CL) and estrus. Leptin concentrations were high up to a few
days before on CL pp in all groups. The energy supplementation decresed the GH
levels during all the postpartum periods. Moreover GH was correlated negatively
with energy intake, EB, BSC, milk protein, follicular size, number of follicular waves
and positively with first large follicle, CL and estrus.

The DxS, decresed leptin levels and increased GH concentrations in cows without
energy supplementation. These data provide strong evidence that leptin was close
related with mechanisms of homeorhetic regulation in order to promote energy
intake related with milk production and not with changes in adipocity. Althoug when
the energy requeriments were covered, leptin had a permissive action in the
recovery of ovarian activity pp. In those cows that consumed grass without energy
supplementation, growth hormone promoted a high rate of fat mobilization. This
fact resuited in a relative depletion of those stores and prevented the protein
concentrations in milk. Finally the association between GH and reproductive events
indicate that when cows don’t use anymore the fat stores for lactation, the
reproductive events take place.

Key Words: Anestrous, energy balance, leptin, growth hormone



I. INTRODUCCION GENERAL

México, produce anualmente un promedio de 1, 467, 574 ton de came bovina,
siendo Veracruz el estado con mayor produccion de carne (14.47% de la
produccion total) (SAGARPA, 2002). Los esquemas de producciéon bovina en
estas regiones se basan en la produccion de came y leche, los cuales son
denominados de “doble propésito”. El ganado predominante en el tropico es de
tipo cebuino (Bos indicus), o cruzas de éste con ganado europeo (Bos taurus)
debido a la gran adaptabilidad del primero a las condiciones climaticas extremas y
a su mejor aprovechamiento de los pastos tropicales. Sin embargo, en los
sistemas de doble propésito, las vacas ademas de ser ordefiadas, crian al becerro
hasta el destete. Debido a tal dualidad productiva, el periodo posparto se
caracteriza por intervalos de anestro posparto aun mas largos que los observados
en el ganado productor de came (Escobar y col., 1984; Rosete y col., 1993) El
anestro en estos animales se manifiesta por largos intervalos parto-primer servicio
y parto-concepcion, superiores a los 120 y 170 dias respectivamente; y en
consecuencia el intervalo entre partos es superior a 450 dias (Anta y col., 1989;
Galina y col., 1989). Los factores predominantes que intervienen en el reinicio de
la actividad ovarica posparto son el amamantamiento y la nutricion.

Se ha observado que después del parto las vacas sufren un intenso déficit
energético, acompafnado por una gran sintesis lactea y depresion del apetito, lo
cual es conocido como balance energético negativo (BEN). (Butler y col., 2000;
Block y col., 2001). Durante este periodo las vacas experimentan cambios en su
metabolismo energético, debido a que la actividad metabdlica en la glandula
mamaria incrementa al doble los requerimientos energéticos. Un prolongado déficit
energéetico se desarrolla porque el consumo voluntario es insuficiente para poder
cubrir los requernimientos energéticos. (Bell, 1995; Vernon y Pond, 1997). Como
consecuencia se llevan a cabo marcadas alteraciones en la reparticion de
nutrimentos y del metabolismo del animal; tal como es una rapida movilizacion de
las reservas lipidicas y proteicas a favor de la produccion lactea (Bauman y Currie,



1980). La severidad y duracion del balance energético negativo esta
principalmente relacionada con el consumo de materia seca y el incremento de
éste durante la lactancia, lo cual a su vez también esta relacionado con la
condicién corporal presente al momento del parto (Villa-Godoy y col., 1988).
Existen evidencias de que la condicién corporal al parto (Osoro y col., 1992;
Wrigth y col., 1992) y los cambios de peso y de condicion corporal durante el
periodo posparto, afectan tanto la duracién del anestro como la tasa de
concepcion, particularmente en vacas productoras de carne y de doble propdsito
(Rutter y col., 1984; Rakestraw y col., 1986; Villagémez, 2000).

Cuando las explotaciones ganaderas de zonas tropicales dependen
exclusivamente de los pastos nativos 0 mejorados existen marcadas deficiencias
nutricionales en los animales durante ciertas épocas del aino, observandose bajos
consumos de energia y proteina por el alto contenido de fibra en los forrajes, y
deficiencia de minerales (Poppi y Mc Lennan, 1995). Esta situacién trae como
consecuencia que al parto las vacas de estas regiones que dependen
exclusivamente de pastos se encuentren en una pobre condicién corporal,
agravando el déficit energético que se presenta durante él inicio de la lactacion.
(Corro, 1992; Garcia, 1997; Villagomez, 2000). Se ha observado que la baja
disponibilidad de energia durante el BEN posparto no solamente suprime la
secrecion pulsatii de hormona luteinizante (LH), sino que también reduce la
respuesta ovarica a la estimulacion por la LH (Butler, 2000). De igual manera, la
reduccion en el consumo de alimento en novillas y vacas pre- o posparto, provoca
una disminucion en el diametro folicular; debido a que una reduccién de energia
en la dieta esta asociada a una disminucién en la secrecion pulsatil de LH en estos
animales (Murphy y col, 1991; Bergfeld y col., 1994). Rhodes y col.(1995)
observaron que en vacas ciclando sujetas a un anestro nutricional, el diametro
folicular y el de los cuerpos liteos se ve disminuido para luego incrementarse de
nuevo al corregir la deficiencia.

La leptina tiene un papel importante en la regulacion del consumo alimenticio y el
peso corporal, y se ha establecido que circula en el plasma en proporcion con la



adiposidad corporal (Maffei y col., 1995; Chan y Mantozoros, 2001; Smith y col.,
2001). La leptina es una proteina de 167 aminoacidos expresada en su mayoria
en tejido adiposo, pero también en estdmago, ovario, placenta y glandula
mamaria. En estudios en ovinos y bovinos se ha observado que una restriccion
alimenticia prolongada, los niveles circulantes de leptina disminuyen (Blache y col.,
2000; Ehrhardt y col., 2000; Ingvartsen y Boisclair, 2001, Ledn, 2004). Algunos
estudios hechos en borregos y roedores, muestran que la leptina tiene efecto
sobre la secrecion de la HC, (Mercer y col., 1996; Williams y col., 1999; McMahon
y col., 2001). Los efectos reciprocos de la HC para estimular o inhibir la expresion
de leptina, dependen del balance energético y del consumo alimenticio del animal
(Houseknecht y Portocarrero, 1998). Aparte de los efectos en el metabolismo
energético y el apetito, se ha observado que la leptina se encuentra intimamente
involucrada en la regulacion de la funcién reproductiva. Resultados de
investigacion sugieren que los efectos en la reproduccion, incluyendo el desarrollo
embrionano y la fisiologia placentaria, estan relacionados con la regulacion
homeostatica de la leptina (Conway y Jacobs, 1997). Asimismo, se ha demostrado
que la leptina es necesaria para la maduracion del eje reproductivo, debido a que
en ratones ob/ob se observo que la aplicacidon exdgena de leptina restaura la
pubertad y la fertilidad (Smith y col., 2001). En el ganado bovino se ha reportado
que aquellas hembras que se encuentran en una pobre condicion corporal tienen
un pobre desempeiio reproductivo, en comparacion con las que presentan una
condicion corporal aceptable (Selk y col., 1988). Por lo tanto, debido que los
niveles de leptina estan en proporcion de la grasa corporal, se ha especulado que
la leptina puede actuar como una sefial que le indique al sistema reproductor que
existen suficientes reservas corporales para poder soportar exitosamente una
concepcion y gestacion.

Por otro lado, el papel que juega la hormona del crecimiento (HC) en los procesos
homeorréticos asociados a los ajustes a prioridades metabdlicas como son la
gestacion y la lactancia, son ampliamente conocidos (Bauman y Curie, 1980). Sin
embargo, también existe evidencia experimental de que la HC esta involucrada en



la funcién reproductiva. De tal manera, Advis y col. (1981) demostraron que una
reduccion en la concentracion sérica de HC retardd el inicio de la pubertad en
ratas, lo cual fue mediado en parte por el decremento en el nimero de receptores
ovaricos a LH. Simpson y col. (1991) al inmunizar activamente contra el factor
liberador de HC, retardaron el inicio de la pubertad en vaquillas. En el caso de
animales adultos ciclando, el tratamiento con HC recombinante indujo un
incremento en la progesterona circulante durante los dos ciclos estrales
subsecuentes al tratamiento (Shemm y col., 1990; Gallo y Block, 1991). En los
estudios antes mencionados se propuso que las acciones de la HC son mediadas
por el IGF-1. Se ha sugerido que el IGF-1 puede ser un mediador potencial del
estado energético de las vacas sobre la actividad ovarica (Ronge y col., 1988), ya
que existen evidencias de que dicho factor juega una papel importante en la
esteroidogénesis (Adashi y col., 1985); ademas se ha observado una reduccién en
la concentracion sérica de IGF en respuesta a una restriccion nuticional (Rutter y
col., 1989).

La presencia del becerro, la frecuencia y longitud del amamantamiento, tienen un
efecto directo sobre el reinicio de la actividad ovarica bovina (Bastidas y col.,
1984). En el caso de los sistemas de doble proposito, se emplean distintos
esquemas para controlar el amamantamiento y aun asi la duracion del anestro
posparto se prolonga de 126 a 375 dias (Rosete y col., 1993; Villa-Godoy y
Arreguin, 1993). Se ha postulado que el déficit energético acentia el efecto
negativo del amamantamiento sobre el comportamiento reproductivo posparto
(Williams y col., 1990; Browning y col., 1994).

En los sistemas de doble propésito existe escasa o nula informacién acerca de los
ajustes metabolicos y endocrinos donde participan la leptina y la hormona del
crecimiento durante la lactacion temprana, particularmente en vacas que

amamantan y son ordenadas. Por lo tanto los objetivos del presente estudio
fueron:
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Evaluar el efecto de la suplementacion energética y el amamantamiento,
sobre la concentracion sérica de leptina en vacas doble propésito en
anestro posparto.

Evaluar el efecto de la suplementacion energética y el amamantamiento,
sobre la concentracion sérica de hormona del crecimiento bovina, en vacas
doble propdsito en anestro posparto.

Establecer las asociaciones entre leptina y hormona del crecimiento bovina
como posibles mediadores de los efectos de la dieta y el amamantamiento,
en vacas doble propdsito en anestro posparto.

Determinar las asociaciones entre leptina y las varnables corporales, de
produccién, endocrinoldgicas y reproductivas.

Determinar las asociaciones entre hormona del crecimiento bovina y las
variables corporales, de produccion, endocrinoldgicas y reproductivas, en
vacas de doble propésito en anestro posparto.

Determinar las asociaciones entre leptina y hormona del crecimiento
bovina, en vacas doble propdsito en anestro posparto.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. ANESTRO POSPARTO

El largo periodo de inactividad ovarica posparto o anestro representa una de los
principales pérdidas econémicas en la industria pecuaria asi como un gran
obstaculo en la mejora de la eficiencia reproductiva de los bovinos en regiones
tropicales (Fallas, 1987). Malven (1984) define el periodo posparto, como el
periodo requerido para la recuperacion funcional del eje hipotalamo-hipdfisis—
ovario-uterino, después del parto y la lactancia. El periodo posparto (puerperio), se
caracteriza por una involucion uterina y un reinicio de las funciones ovaricas con la
finalidad de preparar al animal para una nueva gestacion (Kindahl y col., 1999). La
duracién del anestro posparto esta influenciada por el amamantamiento, el estado
nutricional del animal, época de parto, edad y muchos otros factores.

2.1.1. Involucién Uterina

El tiempo requerido para que los 6rganos genitales regresen a la normalidad, esta
influenciado por la raza, factores de manejo, en los cuales podemos incluir el
régimen alimenticio y factores ambientales. Asimismo otros factores como
cambios hormonales o enfermedades periparturientas como distocia, mastitis,
endometritis, etc., pueden influenciar el tiempo de recuperacion. El proceso de
involucion es muy diferente entre especies y esta estrechamente relacionado con
el tipo de placentacion. El proceso de involucion uterina en la vaca es de los mas
complejos, debido a que el tipo de placentacion es cotiledonaria. El proceso de
involucion uterina consta de tres procesos sobrepuestos: contraccion muscular
peristaltica, pérdida de tejido y reparacion de tejidos. Al parto las concentraciones
de oxitocina y prostaglandinas F2a se incrementan drasticamente. Asi mismo el
estimulo tactii del becerro en la region inguinal de la vaca durante el
amamantamiento junto con la estimulacion tactil de la glandula mamaria por si



misma, induce la liberacion de oxitocina, la cual provoca la eyeccion de la leche y
estimula la liberacion de prostaglandinas F2a en el endometrio uterino. Las
concentraciones de prostaglandinas F2a declinan gradualmente a concentraciones
basales, conforme pasa el tiempo, después de varias semanas posparto. La
involucion uterina depende ampliamente de la magnitud y duracién de la liberacion
de prostaglandinas F2a. Elier y col. (1984), observaron que al aplicar
exégenamente prostaglandina F2a, se mejoraba la motilidad uterina y por ende !a
involucion uterina. Algunos autores sefialan que la involucion uterina puede
llevarse a cabo aln en ausencia de prostaglandinas F2a (Guilbault y col., 1988).
En promedio el periodo de involucién uterina es de tres semanas en ganado
lechero y de 35 a 60 dias 0 mas en ganado de came (Kindahl y col., 1999).

2.1.2. Actividad Ovérica Posparto

Existen factores limitantes en el desarrollo folicular y la ovulaciéon posparto para
poder establecer una nueva gestacion. La gestacion tardia y los primeros dias
posparto se caracterizan por una supresion en la secrecion de gonadotropinas y
por una reduccion de la actividad ovarica (Williams y col., 1996).

Durante la gestacion tardia el eje hipotalamico-hipofisiario, se encuentra bajo una
retroalimentacion negativa de los esteroides, estrogenos y progesterona,
producidos en los ovarios y la placenta. Esto trae como resultado una acumulacion
de la hormona foliculo estimulante (FSH) en la hipéfisis anterior, una supresion de
la liberacion de la FSH, un agotamiento de las reservas de LH en la hipofisis
anterior y consecuentemente una supresion de la actividad folicular ovarica
(Crowe y col., 1998). Existe un decremento en el tamano del foliculo dominante,
siendo menor de 8 mm a los 9 meses de gestacion y menor de 6 mm durante los
primeros meses posparto, aumentando conforme pasa el tiempo posparto (Ruiz-
Cortes y Olivera, 1994; Ginther y col., 1996).

Debido a la destruccién del cuerpo liteo al parto, las concentraciones circulantes
de progesterona descienden abruptamente. Asi mismo, tras la eliminaciéon de las



membranas fetales al parto, las concentraciones circulantes de 17B-estradiol son
muy bajas, debido a que en su mayoria los foliculos grandes estan ausentes al
parto. Las concentraciones circulantes de 17B-estradiol secretadas durante el
desarrollo folicular se incrementan después del dia 9 posparto, con fluctuaciones
debido al crecimiento y regresion de los foliculos dominantes (Yavas y Walton,
2000).

Las concentraciones de FSH en la circulacion se elevan rapidamente después del
parto; las pulsaciones de FSH se desarrollan alrededor del dia 4 posparto y
permanecen constantes con fluctuaciones equivalentes a las de las vacas
ciclando. Dicho cambio en la secrecion de FSH resulta en un reclutamiento
folicular y en la apariciéon de foliculos dominantes, cerca del dia 7-10 posparto en
vacas lechera, 10 a 15 dias en ganado de came y 26 a 78 dias en vacas cebu
(Savio y col., 1990ab; Stagg y col., 1995ab; Ruiz-Cortes y Olivera, 1999). La
secrecion de FSH requiere de una estimulacion minima de GnRH, y su liberacion
es plenamente controlada por la retroalimentacion negativa producto de esteroides
ovaricos y peptidos. Debido a que la secrecion de GnRH no se bloquea
completamente, algunos autores sugieren que la reanudacion de los pulsos de
FSH, es producto de pulsos iniciales de baja frecuencia de GnRH; mientras que la
reanudacion de los pulsos de LH posparto, se lleva a cabo mas tarde, cuando la
frecuencia de los pulsos de GnRH se incrementa. (Yavas y Walton, 2000)

En vacas ciclando el incremento en las concentraciones circulantes de 178-
estradiol, esta positivamente relacionado con la liberacion a nivel hipotalamico de
GnRH, la cual a su vez tiene una accion de estimulacion a nivel hipofisiario sobre
la liberacién de LH. Durante el anestro posparto temprano esta relacion positiva se
ve afectada, debido a que el hipotalamo modifica su sensibilidad hacia los
estrogenos, como sucede en animales prepuberes. Bajo estas circunstancias el
estradiol tiene una retroalimentacion negativa o un efecto inhibitorio sobre la
secrecion de GnRH, lo cual a su vez se traduce en un bloqueo o disminucién de la
secrecion de LH (Wiltbank y col., 2002). Para romper con dicha retroalimentacion
negativa y pueda producirse de nuevo una ovulacion es necesario que los
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estrégenos provenientes de un foliculo dominante se eleven hasta cierto nivel, el
cual pueda finalmente ejercer una retroalimentacion positiva a nivel hipotalamico
que permita incrementar los pulsos de GnRH y por lo tanto desencadenar un pico
preovulatorio capaz de provocar la ovulacion. La recuperacion del patron pulsatil
en ganado de carne ocurre alrededor del dia 25 a 32 posparto, provocando un
incremento gradual en las concentraciones medias circulantes de LH, para
finalmente desencadenar un pico preovulatorio con un subsiguiente ovulacion
(Yavas y Walton, 2000).

Sin duda la nutricién y el amamantamiento son factores, que juegan un papel
importante en este proceso y que pueden retardar el reinicio de la actividad
ovarica, los cuales seran discutidos mas adelante.

2.2. EFECTO DEL AMAMANTAMIENTO SOBRE EL REINICIO DE LA
ACTIVIDAD OVARICA

Algunos estudios han demostrado que el amamantamiento al igual que la
nutricion, son factores importantes que intervienen en el reinicio de la actividad
ovarica posparto. La presencia del becerro, la frecuencia y longitud del
amamantamiento, como método de crianza retrasan la manifestacion del estro
posparto (Bastidas y col., 1984).

El amamantamiento en el periodo posparto tardio, suprime la liberaciéon pulsatil de
la LH en la adenohipésfisis, después de que se ha restaurado las reservas de LH
en la adenohipdfisis, inhibiendo las descargas de GnRH a nivel hipotalamico. El
destete definitivo o parcial (48 a 96 horas) y el amamantamiento restringido (1 0 2
veces al dia), en el periodo posparto tardio, incrementan la frecuencia pulsatil de
LH, asi como las concentraciones de receptores foliculares para LH y FSH;
seguida de una ovulacion dias mas tarde (Walters y col., 1982; Griffith y Williams,
1996; Stagg y col., 1998). Asi mismo, se ha observado que cuando se restringe el
amamantamiento o disminuye el tiempo de éste, se logra una reduccién del
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periodo abierto y por ende un incremento en la manifestacion de celo (Escobar y
col., 1984).

Algunos estudios sefialan que el amamantamiento suprime la secrecién pulsétil de
LH a través de de la estimulacion tactil (sefiales somatosensoras) de la ubre o de
la teta por el becerro (Short y col., 1972; Williams y col., 1987). Griffith y Williams
(1996), encontraron que la vision y la olfaccion de la cria, durante el
amamantamiento suprimen la liberacion de pulsos de LH. Asimismo otros
estudios, con denervacion de la glandula mamaria, estimulacion manual de tetas,
mastectomia, becerros con bozal, amamantamiento restringido o aislamiento del
becerro, indican que la presencia fisica del becerro modula el efecto inhibitorio del
amamantamiento sobre el reinicio de la actividad ovarica posparto. Después del
dia 30 posparto en el ganado lechero, el centro generador de pulsos se vuelve
menos sensitivo al efecto negativo del 17-f estradiol (Yavas y Walto., 2000).

2.2.1. Opioides Endégenos

Los péptidos opiodes endégenos son producidos en el hipotalamo y en la hipdfisis
anterior, perteneciendo a esta clasificacion, las endorfinas, encefalinas, dinorfinas.
Sin duda las B-endorfinas son los péptidos opioides mas potentes. Se ha sugerido
que dichos péptidos inhiben la liberacion de GnRH, actuando directamente sobre
las neuronas productoras de dicha hormona a nivel hipotalamico, asimismo
tambiéen se les ha asociado con una inhibicion en la liberacion de LH en la hipdfisis
anterior (Chao y col , 1986; MacDonald y col., 1990; Leshin y col., 1991).

Las concentraciones circulantes de B-endorfinas, estdn relacionadas
negativamente con las concentraciones circulantes de LH desde el parto hasta la
primera ovulacién posparto, y positivamente relacionadas con el intervalo posparto
en ganado lechero (Yavas y Walto, 2000).

La percepcion inguinal del becerro durante el amamantamiento, provoca la
liberacion de péptidos enddégenos en hipotalamo, los cuales aunados a la
retroalimentacion negativa del 17-8 estradiol secretado por los foliculos en
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desarrollo, actian sobre el centro generador de pulsos (oscilador neuronal ubicado
en el nucleo arcuato), disminuyendo las pulsaciones de GnRH y por ende la
frecuencia en los pulsos de LH en hipdfisis (Yavas y Walto, 2000).

Los opiodes endogenos también se han asociado al incremento de consumo
alimenticio, en respuesta a otras hormonas lactacionales (Butler y Smith, 1989).

2.3. LACTANCIA Y BALANCE ENERGETICO NEGATIVO

La lactaciéon es un estado fisioldgico natural que le sigue al parto y se caracteriza
por numerosas alteraciones en la madre, las cuales le permiten adaptarse a las
demandas que le exige dicho estado. Estas adaptaciones incluyen un cese en la
ciclicidad reproductiva, un incremento en el consumo de comida y agua, induccion
del comportamiento materno y un incremento en los niveles séricos de oxitocina y
prolactina (Ingvartsen y Andersen, 2000). La lactacion es también un estado que
se caracteriza por un balance energético negativo (BEN), acompanado de un
incremento en los requerimientos energéticos, enfocado a la produccion de leche y
una supresion de la funcién reproductiva (Smith y Grove, 2002).A medida que
transcurre el parto el consumo de materia seca se incrementa de 4 a 6 veces con
la finalidad de cubrir la alta demanda nutricional encaminada hacia la produccion
lactea (Roche y col., 2000). Sin embargo, se ha observado que después del parto
las vacas sufren un intenso déficit energéetico, acompanado por una gran sintesis
lactea y depresion del apetito que da lugar al BEN (Butler WR, 2000; Block y col.,
2001). El déficit energético se desarrolla porque el consumo voluntario es
insuficiente para poder cubrir los requerimientos energéticos de una produccion
lactea pico, por lo que hay movilizacién de lipidos, provenientes del tejido graso
(reservas corporales) (Bell AW, 1995; Vernon y Pond, 1997). Por lo tanto, durante
este periodo las vacas experimentan cambios en su metabolismo energético,
debido a que como se menciond antes, la actividad metabdlica en la glandula
mamaria incrementa al doble los requerimientos energéticos.
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La severidad y duracion del balance energético negativo esta principalmente
relacionado con el consumo de materia seca y el incremento de éste durante la
lactancia, lo cual a su vez también esta relacionado con la condicién corporal
presente al momento del parto. Se sabe que el BEN durante las primeras tres o
cuatro semanas esta altamente correlacionado con los dias a primera ovulacion.
De igual forma se sabe que en ganado lechero, el BEN comienza pocos dias
después del parto y por lo regular alcanza su nivel maximo (nadir) cerca de las dos
semanas posteriores a este (Villa-Godoy y col., 1988; Butler y Smith, 1989).
Cuando las explotaciones ganaderas dependen exclusivamente de los pastos
nativos o mejorados existen marcadas deficiencias nutricionales en los animales
durante ciertas épocas del afio, observandose bajos consumos de energia y
proteina por el alto contenido de fibra en los forrajes, y deficiencia de minerales.
Esta situacion trae como consecuencia que durante el posparto las vacas usen
sus reservas corporales para cubrir dichas deficiencias (energia, proteina y
minerales) (Corro MMD, 1992; Garcia BCM, 1997)(Ver cuadro 1). Tamminga y col.
(1997), observaron que en vacas lecheras durante la lactancia temprana, la
movilizacion de de grasa y proteina al dia, es de .56 Kg. y de 0.04 Kg.
respectivamente.
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Funcién fisiologica Cambios metabdlicos Tejidos involucrados

Sintesis lactea 1 consumo y uso de nutrientes Tejido mamario
tCapacidad sintética
1Flujo sanguineo

Metabolismo lipidos 1 Lipolisis Tejido adiposo
| Lipogénesis
1Uso de lipidos como energética

1 Gluconeogénesis Higado
1 Glicogenolisis
Metabolismo glucosa

| Uso de glucosa Tejidos corporales en general
Metabolismo proteinas 1 Movilizacion de reservas proteicas Muisculo y otros tejidos corporales
t Absorcion Intestino y rifion
Metabolismo minerales
1 Movilizacion Hueso
Consumo 1 Consumo alimenticio Sistema Nervioso Central
1 Hipertrofia del tracto digestivo Tracto digestivo
Digestion 1 Capacidad de absorcion de nuetrientes

Cuadro 1.- Cambios metabélicos asociados con la lactogénesis en rumiantes (Bauman y Currie,
1980; Ingvasten y Andersen, 2000).

Se ha observado que la baja disponibilidad de energia durante el BEN no
solamente suprime la secrecién pulsati de LH sino que también reduce la
respuesta ovarica a la estimulacion por la LH (Butler WR, 2000). La reduccién en
los pulsos de LH, no permite que el crecimiento folicular contintie hasta un tamario
preovulatorio capaz de producir cantidades suficientes de 17-Bestradiol, para
desencadenar la liberacion de GnRH y consecuentemente de LH.

El retorno a un balance energético positivo (BEP), provoca un incremento en la
secrecion pulsétil de LH, incrementando la tasa méaxima del foliculo dominante y
un subsiguiente incremento de la produccién de estradiol folicular (Butler WR.,
2000.
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2.4. NUTRICION-REPRODUCCION

La nutricién es el principal factor que afecta la eficiencia reproductiva en la vaca.
Una reduccion moderada o cronica en la dieta, resulta en una disminucion gradual
en la tasa de crecimiento de foliculos dominantes, asi como el didametro y la
persistencia de éstos. Tanto en ganado lechero como de produccion de came, es
dificil establecer con claridad los efectos especificos del consumo alimenticio
sobre la reproduccion, debido a que existen efectos confundidos, tal es el caso del
nivel de produccion lactea en ganado lechero y el vinculo madre-cria, el cual tiene
un fuerte efecto negativo sobre el intervalo posparto en el ganado de carne (Diskin
y col., 2003).

Stagg y col. (1995b), compararon el patrén de crecimiento folicular en vacas de
carne amamantando, alimentadas con una dieta alta o baja en energia y
observaron que el numero de oleadas foliculares antes de la primera ovulacion fue
mayor en aquellos animales alimentados con baja energia que aquellos que
fueron alimentados con una dieta alta en energia. Asimismo, Rhodes y col. (1995)
observaron que en vacas ciclando sometidas a un anestro nutricional, el diametro
folicular y el de los cuerpos luteos disminuy6, para luego incrementarse con una
adecuada realimentacion.

Una reduccion de energia pre y pos parto en la dieta estd asociada a una
disminucién en la secrecion pulsatil de LH en vaquillas y vacas, lo cual puede
deberse a que una energia insuficiente durante el periodo posparto incrementa la
sensibilidad del hipotalamo a la retroalimentacion negativa del 17-B-estradiol
folicular (Murphy y col, 1991; Bergfeld y col., 1994; Bossis y col, 1999). La
disminucion en los pulsos de LH y la aparicién del anestro, ocurren rapidamente,
después de que considerables cantidades de reservas grasas son catabolizadas.
Otros autores trabajando con vacas de produccion de carne posparto y en
vaquillas, observaron que el inicio del anestro, producto de una restriccion
alimenticia cronica o fisiolégica (anestro posparto) ocurre frecuentemente cuando
los animales pierden en promedio de 22 a 24% de su peso inicial corporal
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(Richards y col., 1989; Rhodes y col., 1995; Bossis y col., 1999; Stagg, 2000).
Existe evidencia de que la condiciéon corporal al parto en vacas de carne es un
efecto determinante en la duracion del anestro posparto; aquellas vacas que paren
con una pobre condicion corporal, presentan intervalos posparto mas grandes que
aquéllas que paren con buena condicién corporal (Sinclair y col., 2002). Por lo
tanto, la nutricion preparto se ve reflejada en la condicidén corporal al parto, la cual
es determinante en el reinicio de la actividad ovarica. Por otro lado, se ha
observado, que la nutricion posparto, es mas critica para el desarrollo y diametro
de foliculos dominantes (Rhodes y col., 1995; Diskin y col., 2003).

Existe evidencia de que el amamantamiento, la lactancia, hormonas metabdlicas y
ciertos metabolitos, pueden jugar un papel importante como mediadores de los
efectos del consumo alimenticio y el balance energético en la actividad ovarica
posparto de la vaca.

2.5. METABOLITOS SANGUINEOS Y HORMONAS METABOLICAS

Algunas hormonas metabdlicas y metabolitos sanguineos, se encuentran
involucrados en adaptaciones metabdlicas a situaciones de desafio y pueden
servir como mediadores de la funcion reproductiva, transportando informacion del
estado nutricional del animal a nivel hipotalamo-hipofisiario o a nivel periférico
(gbnadas). La medicion de estas hormonas y metabolitos sanguineos, puede ser
una herramienta Gtil para determinar el estado nutricional de la vaca; sobre todo
para detectar el grado de movilizaciéon de tejido adiposo y catabolismo proteico,
durante un estado de estrés nutricional, tal como es el caso del anestro posparto.

2.5.1. Acidos grasos no esterificados (AGNE)
Los AGNE, comienzan a incrementarse de 2 a 3 semanas antes del parto en

ganado lechero y alcanzan su maxima concentracién durante las primeras
semanas posparto. Estos cambios reflejan el enorme incremento en los
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requerimientos de glucosa y nutrimentos que demanda la lactacion. Lo anterior se
logra mediante la remocion de reservas grasas, para ser utilizadas como fuente
energética. Algunas hormonas lipoliticas activan a la lipasa sensible a hormonas,
la cual cataliza la hidrélisis de triacilglicerol a glicerol y acidos grasos. Entonces,
los AGNE se liberan hacia la sangre y se unen fisicamente a la albumina
plasmatica para ser transportados al corazon, musculo esquelético, higado y otros
tejidos para su oxidacion o conversion en otros lipidos. En vacas periparturientas,
cerca de la mitad de los AGNE que son liberados al torrente sanguineo son
oxidados e incorporados como triglicéridos en la glandula mamaria (Bell, 1995).
Durante el periodo posparto temprano, existe una relacion negativa entre las
concentraciones plasmaticas de AGNE y el consumo voluntario de materia seca
en el ganado. Los AGNE, el glicerol y los cuerpos cetonicos, actian como sefnales
potenciales en la regulacion del consumo alimenticio y pueden jugar un rol
importante en la depresion del consumo alimenticio durante las primeras semanas
posparto (Butler WR, 2000; Ingvartsen y Andersen, 2000). En ratas y borregos
adultos, la infusion continua de &cidos grasos de cadena larga causa hipofagia
(Carpenter y Grossman,1983; Vandermeerschen-Doizé y Paquay, 1984) . Se ha
sugerido que la oxidacion de acido grasos en cerebro e higado puede funcionar
como una sefal en la regulacién del consumo alimenticio (Ingvartsen y Andersen,
2000).

Canfield y Butler (1990) y Villagémez (2000), trabajando con vacas de leche y de
doble propésito respectivamente, estudiaron la relacion entre el balance
energético con algunos metabolitos; asi como la actividad reproductiva,
encontrando que existe una correlacion significativa entre el balance energético de
la vaca y los AGNE. Lo anterior nos indica que los AGNE pueden funcionar como
indicadores metabdlicos del balance energético del animal.
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2.5.2. Insulina

La insulina es una hormona peptidica, similar al IGF (Factor de crecimiento
parecido a la insulina) y es secretada en pancreas en respuesta a una
concentracion circulante alta de glucosa.

Esta hormona tiene influencia sobre el metabolismo intracelular, modulando la
actividad y localizacion de enzimas; asi como la expresion génica. La glucosa
induce a la insulina para que se forme glicerol, incrementando de esta forma el
consumo de glucosa por la mayoria de los tejidos, pero no del tejido neuronal o
hepatico, inhibiendo la lipdlisis y gluconeogénesis y estimulando la acumulacién
lipidica. También se sabe que la insulina esta involucrada en el transporte de
aminoacidos, la sintesis proteica y en la estimulaciéon de la estreoidogénesis en las
células foliculares y luteas (Spicer y Echternkamp, 1995; Poff y col., 1998). Las
acciones de la insulina bajo diversos niveles de glucosa son anatagonizadas por el
glucagén, la adrenalina, glucocorticoides y hormona de crecimiento.

Existe evidencia de que la restriccion alimenticia, asi como el balance energético
negativo, puede reducir las concentraciones circulantes de insulina (Vizcarra y
col., 1998; Mackey y col., 2000; Sinclair y col., 2002; Villagémez, 2000 ).

Sinclair y col. (2002), observaron en vacas productoras de carne en anestro
posparto, que aquéllas que mostraban concentracion baja de insulina, eran
incapaces de ovular un foliculo dominante, como respuesta a un amamantamiento
restringido en comparacion con aquellas vacas que presentaron concentracion alta
de insulina., independientemente de las pulsaciones de LH. De igual forma,
algunos estudios sugieren que la insulina puede tener un efecto directo a nivel
ovarico (Stewart y col., 1995).

2.5.3. Nitrégeno Ureico Sérico

Como se mencioné anteriormente, al inicio de la lactacion las vacas lecheras se
encuentran generalmente en un balance energético negativo y sufren de un
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desbalance nitrogenado, por lo que las vacas movilizan sus reservas corporales
como tejido graso y masa muscular proteica, con la finalidad de sostener la
lactancia (Roche y col., 2000; Smith y Grove, 2002). En rumiantes se sabe que las
concentraciones de nitrdgeno ureico en sangre, reflejan la eficiencia del animal en
la utilizacion de proteina cruda en la dieta. La urea es un residuo del metabolismo
tisular y de la degradacion de proteina cruda en el rumen. El exceso de urea es
rapidamente eliminado a través de los fluidos corporales, incluyendo la leche. El
nitrégeno ureico en leche, refleja el nitrégeno ureico en sangre y muchos estudios
han demostrado que existe una buena correlacion entre estos dos parametros
(Broderick and Clayton, 1997). La evaluacion de nitrégeno ureico en leche y
sangre de forma individual o en un hato, sirve como indicador de la proporcién en
la dieta de energia-proteina (Hof y col., 1997). Estudios hechos en borregos bajo
una restriccion de alimento, agua o sometidos al estrés del transporte,
demostraron que las concentraciones de NUS se elevaban al final del periodo de
restriccion y disminuian cuando ceso la restriccion y o el estrés (Cole y Hutcheson,
1985; Cole y col., 1993).

2.5.4. Glucosa

Los niveles de glucosa se incrementan durante las Gltimas semanas posparto y
caen abruptamente al posparto, alcanzando su nivel mas bajo durante las
primeras semanas de la lactacion. Durante el periodo posparto la glucosa es
utilizada principalmente para la sintesis lactosa y glicerol en gldndula mamaria.
Debido a que la glucosa es almacenada en pequefias cantidades, el incremento
de la glucosa sanguinea se da principaimente por un aumento en el consumo
alimenticio y (o) la gluconeogenésis a partir de reservas corporales grasas y
proteicas (Ingvarsten y Andersen, 2000). En vacas lecheras altas productoras, se
ha observado que presentan bajas concentraciones de glucosa durante la
lactacion (Harrison y col., 1990; Gutiérrez y col., 1999; Jonsson y col., 1999;
Snijders y col., 2001). Ademas, diversos estudios en vacas lecheras indican que
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existe una relaciéon inversa entre las concentraciones circulantes de glucosa y el
consumo energético (Yelich y col., 1996). Por otro lado se sefiala que la
disponibilidad de glucosa puede ser una sefial metabdlica que provea informacion

a nivel hipotalamico, afectando la secrecion de GnRH (Foster y Nagatani, 1999).
2.5.5. Hormonas tiroideas

Las hormonas tiroideas, juegan un papel importante en la diferenciacion,
crecimiento y funcionamiento de tejidos, con mayor efecto en el metabolismo y el
consumo de oxigeno. La tiroxina (3,5,3",5 -tetraiodotironina 6 T4) y en menores
cantidades, pero mas potente la triyodotironina (3,5,3"-triyodotironina 6 T3) son
liberadas de la tiroides, bajo la influencia de la hormona estimuladora de hormonas
tiroideas hipofisiaria, la cual a su vez es controlada por la hormona liberadora de
tirotropina hipotalamica. La T4 es la prohormona y es importante en el transporte y
la regulacién de la retroalimentaciéon negativa de las hormonas tiroideas mientras
que la T3 es la hormona activa en células blanco,; existe una forma inactiva, la T3
reversa, la cual es parte de la via de degradacién. La Ts, estimula la trascripcion
de mRNA, resultando en sintesis proteica y efectos anabdlicos; también
incrementa el consumo de O, a nivel celular (tasa metabdlica). Entre otros efectos
las hormonas tiroideas estan involucradas en incremento de la temperatura, la
pérdida de peso, cambios en la concentracion de glucosa, catabolismo del
colesterol, estimulacion del crecimiento y en la maduracién. Se sabe, que las
hormonas tiroideas juegan un factor importante en el reinicio de la actividad
ovarica posparto, pero el status nutricional del animal y el estrés ambiental pueden
afectar la funcion de estas (Veerkamp y col., 2003). Asi por ejemplo, en vacas
lecheras las altas concentraciones de T3 y T4., estuvieron asociadas a un reinicio
de la actividad ovarica posparto mas rapido, que aquéllas que presentaron
concentraciones bajas (Reist y col., 2003). Se ha observado que las hormonas
tiroideas, tienen un efecto estimulante sobre las células de la granulosa y de la
teca en bovinos (Spicer y col., 2001). En vacas de sistemas de doble propdsito
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mantenidas en clima tropical cuyas producciones lacteas son relativamente bajas,
también se ha observado que las hormonas tiroideas y el cociente de éstas
presentan coeficientes de correlacion altos con variables relacionadas al desarrollo
folicular y al comportamiento reproductivo (Villagomez, 2000). En estas vacas se
estudiaron las asociaciones entre el consumo voluntario y la produccion lactea con
variables metabdlicas asi como reproductivas y los resultados sugirieron que las
hormonas tiroideas y los AGNE actian como mediadores putativos entre los
efectos atribuibles a los cambios en el balance energético, el amamantamiento y

(o) sus interacciones sobre la reproduccion (Villagémez, 2000).

2.5.6. HORMONA DEL CRECIMIENTO (HC)

La HC es una hormona proteica de 191 aminoacidos en bovinos y ovinos, y es
sintetizada en células somatotropas en la hipdfisis anterior. Esta hormona es
regulada por dos hormonas, la hormona liberadora de la hormona del crecimiento,
de efecto estimulante y la somatostatina (SS) de efecto inhibitorio; ambas
hormonas son sintetizadas a nivel hipotalamico. También se ha observado que la
hormona liberadora de tirotropina tiene un efecto estimulante sobre la secrecion de
la hormona del crecimiento en bovinos, ya sea antes o después de la ingestion del
alimento (McMahon y col.,, 2001). Algunos estudios en bovinos y ovinos han
encontrado receptores para HC en las neuronas productoras del neuropéptido Y
(NPY), el cual es un potente estimulador del apetito a nivel hipotalamico, lo que
sugiere que la HC forma parte en la regulacion del neuropéptido. (McMahon y col.,
2001). La HC también es producida en génadas y tejido mamario, lo cual indica
que posee acciones autocrinas y paracrinas fuera de la hipofisis,
independientemente de sus acciones endocrinas a nivel hipofisiario (Hull y Harvey,
2000).

Los efectos de la HC pueden ser clasificados en somatogénicos y metabdlicos.
Los efectos somatogénicos son aquellos en que la HC estimula la proliferacion
celular y se encuentran mediados por el IGF-1 como se discutira mas adelante. La
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mayoria de los efectos metabodlicos son producidos por una accion directa de la
HC en una gran variedad de tejidos y sobre el metabolismo de toda clase de
nutrimentos como son proteinas, carbohidratos, lipidos y minerales (Cuadro 2).
Esta serie de cambios coordinados en el metabolismo de los tejidos, altera la
reparticion de nutrimentos y juega un papel importante en el incremento del

crecimiento o durante la produccion lactea.

Tejido Proceso afectado fisiologicamente

TIncremento proteico

Musculo esquelético 1Sintesis proteica
(crecimiento) 1Toma de aminoacidos y glucosa
tEficiencia parcial en la utilizacion de aminoacidos
Hueso (crecimiento) Incremento mineral paralelo al crecimiento de tejido

1Sintesis lactea con composicién normal
1Toma de nutrientes usados para sintesis lactea
Tejido mamario (lactacion)  tActividad de células secretorias

tMantenimiento de células secretoria
1Flujo sanguineo consistente con el cambio en sintesis lactea
1Toma y oxidacion de glucosa
|Sintesis de lipidos en balance energético positivamente
1Lipolisis basal en balance energético negativo

Tejido adiposo |Estimulacion de insulina en el metabolismo de glucosa y la
sintesis lipidica.
|Habilidad de insulina para estimular lipogénesis
tHabilidad de insulina para inhibir lipolisis
tHabilidad de catecolaminas para estimular lipolisis

Higado 1Produccion de glucosa
|Habilidad de insulina para inhibir la gluconeogénesis
Intestino TAbsorcion de calcio y fosforo requerido para leche

(lactacion) o hueso (crecimiento)
tHabilidad de la vitamina D3 1,25 para estimular la unién de
calcio a proteinas
1Union de calcio a proteinas

Efectos sistémicos tIGF-1 y IGFBP-3 circulantes
LIGFBP-2 circulante
|Oxidacién de aminoacidos y nitrogeno ureico en sangre
1Oxidacién de glucosa
10xidacion de AGNE en balance energético negativo
TRespuesta inmunologica

CUADRO 2. Efectos biologicos de la hormona del crecimiento en animales durante Ia lactacién yel
crecimiento. 1,Incremento;|,disminucion; IGF-1, factor de crecimiento parecido a la insulina;
IGFBP, proteinas unidoras de factores de crecimiento parecido a la insulina; NEFA, 4cidos grasos
no esterificados. (Bauman DE., 1992;Etherton and Bauman., 1998)
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La HC ha tenido gran importancia en la industria pecuaria debido a que se ha
asociado a el crecimiento rapido, menor deposicion de grasa y a una mayor
eficiencia en la produccion lactea. En rumiantes, algunas de las adaptaciones
claves en la lactancia temprana para poder cubrir los altos requenmientos
energéticos, pueden ser un aumento en la secrecion de HC con la finalidad de
remover las reservas en musculo esquelético y en tejido adiposo para cubrir sus
requerimientos (Ahima y col., 1996; Kamohara y col., 1997, Vernon y Pond, 1997,
Mounzihk y col., 1998; Moschos y col., 2002). Asimismo se ha observado que
cuando la HC disminuye, se favorece la sintesis de lipidos.

La HC no es considerada de manera clasica como una hormona reproductiva; sin
embargo, algunos estudios indican que juega un papel en la funcién reproductiva.
La HC se requiere para la diferenciacion y maduracion sexual en la pubertad y
participa en la esteroidogénesis gonadal, la gametogénesis y la ovulacion (Chase
y col., 1998). Asimismo la HC participa en la nutricion y el crecimiento fetal, asi
como en el desarrolio de la glandula mamaria y en la lactacion. Wather y col.
(1995), observaron un incremento en los esteroides ovaricos después de la
administracion in vivo de la HC. La accién de la HC sobre la secrecion de LH y
FSH, puede tener una accion directa o indirecta mediada a través de la produccién
local de factor de IGF-1. Asimismo, la HC estimula la sintesis y secrecion del IGF-
1, el cual tiene un efecto inhibitorio sobre la secrecion de HC en los somatotropos,
lo cual sugiere que el IGF-1 puede jugar un papel importante en la regulacion de la
HC. Sin embargo los mecanismos mediante los cuales la HC estimula el desarrollo
folicular parece ser especifico de cada especie.

2.5.7. FACTOR DE CRECIMIENTO PARECIDO A LA INSULINA IGF-1 Y
HORMONA DEL CRECIMIENTO (HC)

Los factores de crecimiento parecidos a la insulina (IGFs), son polipéptidos con
similitud estructural y funcional con la insulina que regulan el crecimiento y la
diferenciacion celular. El IGF-1 es un mediador producido en su mayoria en el
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higado, pero también es producido en otros tejidos y su liberacion esta
parcialmente mediada por la HC. El factor de crecimiento parecido a la insulina
tipo 2 (IGF-2) es similar estructuralmente y funcionalmente al IGF-1, pero menos
potente y la hormona de crecimiento no regula su secrecion (Moses y col., 1985).
En el animal, el tejido con mayor numero de receptores para hormona de
crecimiento es el higado, nimero que excede por mucho al observado en los
tejidos reproductivos. Los receptores para HC en higado estimulan una serie de
cambios metabdlicos en ganado lechero. Aunado a los cambios en el metabolismo
dentro del higado, la HC tiene un efecto sobre la sintesis y secrecion de IGF-1, asi
como de proteinas acarreadoras y proteinas ligadoras del mismo (Edens y
Talamantes, 1998). Una teoria endocrina postula que algunos efectos de la HC, tal
como los ejercidos sobre el crecimiento y la reproduccién, son parcialmente
mediados por la liberacion de IGF-1 hepatico. Una vez liberado del higado, el IGF-
1 viaja via sanguinea y actua en diversos tejidos, incluyendo aquellos del tracto
reproductivo. (Lucy MC, 2000).

Las concentraciones sanguineas de HC y IGF-1 sufren cambios dinamicos
durante el periodo posparto en vacas lecheras. Antes del parto, las
concentraciones circulantes de HC son bajas, mientras que los IGF-1s son altos;
al parto y al inicio de la lactacion, las concentraciones de HC se incrementan y los
niveles de IGF-1 disminuyen, lo cual persiste por numerosas semanas posparto
(Spicer y col., 1990; Cohick, 1998). Una baja en los niveles sanguineos de glucosa
e insulina en ganado posparto, estan asociados con el decremento de IGF-1. A
medida que la lactacion progresa las concentraciones de HC declinan
gradualmente y las concentraciones de insulina y IGF-1 se incrementan
gradualmente (Vicini y col., 1991; Grummer, 1995).

El balance energético negativo que ocurre en el periodo posparto temprano, al
parecer juega un papel importante, debido a que el estado nutricional del animal
(consumo de energia y proteina para cubrir requerimientos), controla parcialmente
la sintesis y secrecion de IGF-1. El incremento en HC después del parto en vacas,
puede ser secundario a una caida en los niveles de IGF-1, debido a que el IGF-1
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tiene un efecto directo inhibitorio de retroalimentacion negativa en la secrecion de
HC y aquellos animales con bajos niveles de IGF-1 presentan como respuesta
altas concentraciones de HC (Gluckman y col., 1987; Thissen y col., 1994).

Las concentraciones plasmaticas de IGF-1, estan asociadas positivamente con la
CC y el consumo alimenticio (Housekneckt y col., 1988; Yelich y col., 1996). En
estudios con restriccion alimenticia o situaciones de desnutricion en bovinos, se ha
observado que las concentraciones de IGF-1 y las proteinas ligadoras de IGFs
decrecen linealmente, desde el principio de la restriccion, hasta alcanzar el
anestro, para luego restablecerse gradualmente al 50% cuando son realimentadas
hasta el reinicio de la funcién ovarica; indicando que el reinicio de la funcion
ovarica es parcialmente mediado por el IGF-1 (Webb y col., 1999; Bossis y col.,
2000; Stagg y col., 2000; Le6n , 2003).

Asimismo bajas concentraciones de IGF-1, estan asociadas con un mayor
intervalo posparto (Rutter y col.,1989; Nugent y col., 1993; Roberts y col. 1997) y
un retraso a la pubertad en ganado de carne (Granger, 1989). Las
concentraciones sanguineas de IGF-1 estan correlacionadas con el IGF-1 en
fluido folicular, debido a que la mayoria de éste proviene de la sangre. La nutricion
induce cambios en la secrecion de IGF-1 en higado, lo cual a su vez tiene un
efecto directo en ovario por las acciones endocrinas del IGF-1 sobre el mismo. En
vacas lecheras posparto, existe una asociacion entre el IGF-1 y la ovulacion, pero
los mecanismos de accion mediante los cuales el IGF-1 afecta la funcion
reproductiva, aun no son claros. El IGF-1 y las gonadotropinas tienen una accion
sinérgica sobre el crecimiento y la diferenciacion folicular. El crecimiento folicular y
la esteroidogénesis en ganado posparto se correlacionan con la alta secrecion de
LH, asi como con altas concentraciones circulantes de IGF-1 (Lucy, 2000).

Se sabe que el incremento en la sintesis proteica de IGF-1, estimula directamente
la proliferacion o la capacidad esteroidogénica en células de la teca y células de la
granulosa (Spicer y col., 1993; Spicer y Stewart, 1996), lo cual a su vez podria
actuar a nivel hipotalamico sobre la liberacion de GnRH y ésta a su vez sobre las
pulsaciones de LH (Hashizume y col., 2002). De la misma manera, la disminucion
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en la concentracién de proteinas ligadoras, como consecuencia de una pobre
nutricion, limita la disponibilidad de las IGFs en las células blanco, en el foliculo y a
su vez limita su habilidad sinérgica con las gonadotropinas hipofisiarias para

estimular la proliferacion celular y la esteroidogénesis.

2.5.8. LEPTINA
2.5.8.1. Antecedentes de la leptina

El descubrimiento de la leptina data de hace 50 anos, donde se sugeria que el
consumo de alimento esta regulado por la grasa corporal. En ese momento se
sugirid que cierta area del hipotalamo era sensible a cambios de temperatura
ocasionados por el consumo alimenticio y que hormonas metabdlicas controlaban
el consumo alimenticio. Estudios hechos en animales de laboratorio, llevaron a la
conclusion, de que la regulacion del apetito y las de las reservas energéticas
corporales almacenadas en forma de grasa, estaban estrechamente ligadas a un
factor circulante en el suero que podia actuar a nivel hipotalamico. El raton
diabético (db/db) y el ratén obeso (ob/ob) fueron modelos ampliamente utilizados
para el estudio de la obesidad y demostraron la importancia de la leptina en la
regulacion del apetito, metabolismo y composiciéon corporal. Tanto los db/db 6 los
ob/ob son resultado de una simple mutacién genética, los primeros de una
ausencia completa de la proteina y los segundos de una ausencia total de
receptores de leptina. Ambos ratones presentaban hiperfagia, hiperglicemia,
hiperinsulinemia y obesidad. Los tratamientos con leptina exégena en ratones
ob/ob disminuian el peso corporal y el porcentaje de grasa corporal. Asimismo,
dichos tratamientos corregian la infertilidad, hiperinsulinemia e hiperglicemia
(Brann y col., 2002). Tales resultados permitieron pensar que la leptina juega un
papel importante en la funcién reproductiva.

En 1994, el gen para la proteina leptina fue clonado y secuenciado en ratén y en el
humano (Maffei y col., 1995). Este grupo de investigadores demostré que el gen
de la obesidad que codifica a la leptina, bajo condiciones normales, da lugar a una
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proteina de 167 aminoacidos, que es idéntica en un 84% entre los humanos y los
ratones. Una mutacion en el codon 105 fue encontrada en el gen del raton ob/ob,
el cual produce una molécula biolégicamente inactiva e incompleta en estos
animales. En animales normales el gen es expresado primordialmente en tejido
adiposo blanco. En humanos, en la mayoria de los estudios del gen ob que
codifica para leptina en personas obesas fueron raros los casos observados de
mutaciones en los receptores de leptina.

El gen de leptina ha sido clonado y secuenciado en diversas especies animales
domésticos, incluyendo a cerdos, bovinos, ovinos y gallinas, y se piensa que la
leptina puede jugar un papel importante tanto en la nutricion como en la
reproduccion de los animales domésticos.

2.5.8.2. Acciones biolégicas de la leptina

La leptina es una proteina de 167 aminoacidos producto del gen ob, el cual
pertenece a la familia de la citoquinina, y que circula como un péptido de 16 000
Dalton.( Hossner, 1998; Chan y Mantzoros, 2001). Es expresada en su mayoria en
tejido adiposo, pero también en estémago, ovario, placenta y glandula mamaria.
Como otras hormonas la leptina es secretada de manera pulsatii con un
significante ritmo circadiano (Sinha y col., 1996, Licinio y col., 1997). La leptina
ejerce su efecto a través de receptores especificos a leptina (una isoforma larga y
numerosas isoformas cortas), los cuales pertenecen a la familia de las citoquininas
de clase 1 y se encuentran ampliamente distribuidas por todos los tejidos. La
forma del receptor largo (Ob-Rb) incluye un largo dominio intracelular envuelto en
la activacion de la senal de la quinasa de Janus (JAK), transductores y activadores
de la via JAK-STAT. La forma corta (Ob-Ra) tiene un control intracelular corto (31
aminoacidos), capaz de activar la via de la quinasa de la proteina activadora
mitbgena (MAP). EI Ob-Rb es el receptor predominante dentro del cerebro,
particularmente dentro del hipotdlamo en regiones como la dorsomedial, la
ventromedial, la paraventricular y el nicleo arcuato, las cuales han sido implicadas
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en la regulacion del apetito y del peso corporal. Por otro lado, el Ob-Ra es
encontrado principalmente en tejidos periféricos como el higado, pulmon,
pancreas, rifién, gébnadas y musculo esquelético; lo cual demuestra que la leptina
tiene un papel que se extiende mas alla de su funcion como factor de saciedad.
Sin embargo algunos estudios han demostrado que le receptor Ob-Ra también se
encuentra presente en el plexo coroideo y capilares neuronales, los cuales estan
involucrados en el transporte de leptina entre la sangre y el fluido cerebroespinal,
a través de la barrera hematoencéfalica. Se ha reportado la presencia de otrc
receptor, el Ob-Re, carente de dominio transmembranal y citoplasmatico, el cual
es soluble y funciona como proteina ligadora de leptina circulante (Hossner, 1998;
Smith y col., 2001; Brann, 2002). Las isoformas de receptores de leptina y su
patrén de expresion no han sido estudiadas de manera extensa en rumiantes,
pero existe evidencia experimental que concuerda con los hallazgos hechos en
roedores. En borregos se demostré la union de leptina en el nicleo arcuato,
dorsomedial y ventromedial a nivel hipotalamico (Dyer y col., 1997). Asimismo, en
esta especie y utilizando autoradiografia con leptina marcada con yodo 125, ésta
fue detectada en el hipocampo, corteza cerebral, area predptica, plexo coroideo y
dentro del hipotalamo en el nucleo paraventricular y nucleo arcuato (Williams y
col., 1999). Por lo tanto, los hallazgos confirman que la leptina tiene un papel
importante en la regulacion del consumo alimenticio y la homeostasis energética,
debido a que recientemente se demostré que en el nicleo arcuato se generan
ritmos de periodos largos en el consumo alimenticio voluntario, peso corporal y
balance energético en borregos (Lincoln y col., 2001).

2.5.8.3. Leptina-consumo alimenticio-homeostasis energética
La leptina es una proteina expresada en su mayor parte en el tejido adiposo y se
ha establecido que circula en el plasma en proporcién con la adiposidad corporal

(Maffei y col., 1995; Chan y Mantozoros, 2001; Smith y col., 2001). Lo anterior ha
permitido generar la teoria de que la leptina actia como un adipostato, sefial
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humoral que transporta informacion relacionada con las reservas de energia
(Houseknecht y Portocarrero, 1998). En rumiantes la leptina se secreta de manera
pulsatil, ya que en borregas no lactando y no gestantes al medir la misma con un
RIA comercial multiespecies, los pulsos fueron detectados 4.8 veces /dia con una
amplitud media de 0.67 ng/ml y una longitud promedio de pulso de 1:13 horas
(Blache y col., 2000; Tokuda y col., 2000).

Las concentraciones de leptina pueden modificarse en respuesta al consumo
caldrico y puede deprimir el apetito, incrementar la tasa metabdlica, regular la
ganancia de peso y controlar la deposicion de grasa corporal. Se sabe que el
hipotadlamo juega un papel central en la regulaciéon del consumo voluntario y la
homeostasis energética. Lesiones en el area ventromedial hipotalamica causan
hiperfagia y obesidad extrema, mientras que cuando se lesionan las regiones
laterales del hipotalamo se provoca inanicion y muerte causada por desnutricion
(Ingvartsen y Boisclair, 2001). Por lo anterior, se llegé a la conclusion de que la
regién ventromedial del hipotalamo contiene el centro de la saciedad y que la
region hipotalamica lateral contiene el centro del consumo voluntario. En
mamiferos, el hecho de mantener un peso corporal y un porcentaje de grasa
corporal constante, indica la capacidad de los mismos en la organizacion del gasto
y del consumo energético. Kennedy y col. (1966) propuso la teoria lipostatica, en
la cual se postula que la sefal derivada de la adiposidad mantiene las reservas
energéticas y presumiblemente es clave en la regulacion del consumo alimenticio
y el gasto energético. En el cerebro el consumo y la homeostasis energética son
regulados a través de una red de neuropéptidos orexigénicos (efecto anabdlico) y
anorexigénicos (efecto catabdlico). Los péptidos orexigénicos incluyen al
neuropéptido Y (NPY), proteina relacionada agouti (AgRP), hormona concentrada
de melanina (HCM), galanina y orexinas; mientras que los péptidos anorexigénicos
incluyen a la hormona liberadora de corticotropina (HCR), hormona estimuladora
de a-melanocito (HeaM), reguladores de transcripciéon de cocaina y anfetamina
(CART) (Ingvartsen y Boisclair, 2001; Smith y Grove, 2002).
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La leptina regula la sintesis y liberacion de estas dos clases de neuropéptidos, ya
que numerosos estudios han localizado receptores de leptina en las neuronas de
regiones productoras de estos neurotransmisores. Sin duda el neuropéptido sobre
el cual la leptina tiene un efecto determinante y que ha sido mas estudiado es el
NPY. Algunos estudios sugieren que la leptina ejerce su accion a nivel
hipotalamico a través del NPY. Algunos estudios hechos en borregos y roedores,
muestran que la leptina tiene efecto sobre la secrecion de la HC, a través del NPY
a nivel hipotalamico mediante la estimulacion de la hormona liberadora de la HC o
de la inhibicion de la somatostatina, (Mercer y col., 1996; Williams y col., 1999;
McMahon y col, 2001), ya que se ha observado que la administracion
intracerebral del NPY estimula la secrecién de la HC en bovinos y ovinos
(McMahon y col., 1999; Thomas y col., 1999). El NPY es un neurotransmisor
cerebral, el cual es producido en los cuerpos celulares y terminales nerviosos de
muchas areas del cerebro, como son el nicleo arcuato y el nicleo dorsomedial,
regiones involucradas en la regulaciéon del consumo alimenticio y el balance
energético. La aplicacion exégena de NPY induce un marcado aumento en el
consumo voluntario de los animales observandose, generalmente, un incremento
en la ganancia de peso (Ingvartsen y Boisclair, 2001). Asimismo, la administracion
intracerebroventricular de leptina reduce la expresion del NPY asi como su
sintesis en el hipotalamo (Ingvartsen y Boisclair, 2001).

Las concentraciones sanguineas de leptina, pueden variar debido a factores
intrinsecos en el sistema endocrino, asi como por la cantidad de proteinas
transportadoras especificas y su forma de secrecion; lo anterior puede verse
afectado por cambios en la dieta, en el tejido adiposo y por cambios en el flujo de
nutrientes debidos a prioridades metabdlicas, asociadas con la gestacién, la
lactancia e infecciones (Ingvartsen y Boisclair, 2001).

En roedores y humanos la leptina circula tanto de forma libre como en complejos
de alto peso molecular. En ratas, mas del 88% de la leptina en sangre puede estar
unida a los complejos moleculares; mientras que en humanos se observa sélo en
fracciones de alrededor de un 24%. Las fracciones de leptina circulante de forma
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unida es mayor en individuos delgados que en obesos (Houseknecht y col., 1996;
Sinha y col., 1996; Diamond y col., 1997; Hill y col., 1998). La union de leptina a
proteinas transportadoras es con la finalidad de protegerla contra la degradacion
proteolitica y de esta forma prolongar su vida media. La isoforma soluble del
receptor Ob-Re unida a leptina y circulante en plasma representa la fraccion mas
grande de leptina circulante y con una vida media de 25 minutos en humanos; la
vida media de esta hormona en especies animales de granja no han sido
determinadas del todo.

Se sabe que las concentraciones de leptina modulan el comportamiento
alimenticio, por lo que sus concentraciones sanguineas se asocian de manera
positiva con las reservas corporales en roedores y humanos (Ingvartsen y
Andersen, 2000). Asi, la ganancia de peso en humanos se ha asociado a un
incremento en las concentraciones basales de leptina superior a un 300%. Los
niveles plasmaticos de leptina caen drasticamente (aproximadamente 70%) con
una restriccion alimenticia corta (24 horas). De igual forma en estudios con ovinos
y bovinos se ha observado que una larga restriccion alimenticia, disminuye los
niveles circulantes de leptina (Blache y col.,2000; Ehrhardt y col., 2000; Ingvartsen
y Boisclair, 2001; Ledn y col., 2004).

La reduccion de leptina en plasma durante un ayuno de 24 horas puede
prevenirse, manteniendo una glucemia normal, sugiriendo que la insulina, la
glucosa y el IGF-1 son importantes reguladores en la produccion de leptina (Boden
y col., 1996; Kolaczynski y col., 1996). La expresion genética de la leptina esta
asociada a cambios hormonales (insulina, glucocorticoides, estrégenos vy
prolactina), a factores de crecimiento y citoquininas, asi como al estado nutricional
(Spicer y col.,, 1992; Yu y col., 1997; Chan y Mantozoros, 2001; Brann y col.,
2002). Existen correlaciones significativas entre las concentraciones sanguineas
de leptina, insulina, hormona de crecimiento, glucosa y &cidos grasos no
esterificados, que pueden actuar co-regulando el balance energético (Block y col.,
2001).
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Si bien la leptina puede modular la adiposidad por medio de cambios en el apetito
y el gasto energético, existe evidencia de que puede actuar directamente sobre el
adiposito. Receptores largos de leptina han sido localizados en adipositos de
roedores. Estudios en esta especie sugieren que la leptina puede tener efectos
lipoliticos en los adipositos asi como en sus lineas celulares (Vernon y col., 2001);

sin embargo en rumiantes se tiene poca informacion al respecto.

2.5.8.4. Leptina y su relacion con la lactancia

La lactacion es un estado fisiolégico natural que sigue al parto y que se caracteriza
por varias alteraciones en la madre, con la finalidad de permitirle adaptarse a las
altas demandas que involucra esta condicion. Estas adaptaciones incluyen, entre
otras: un cese en la ciclicidad reproductiva, un incremento en el consumo
alimenticio y agua, induccion del comportamiento matemo, un incremento en
suero de los niveles de oxitocina y prolactina. La leptina puede ser importante en
la regulacion nutricional matema y adaptaciones metabdlicas de nutrimentos
parcialmente durante el proceso del consumo energético durante la gestacion y la
lactancia (McCann y col., 1986)

Block y col., (2001) midieron las concentraciones de leptina antes y después del
parto en vacas Holstein lactando y sin lactar, encontrando que éstas tuvieron una
reduccion del 50% después del parto, y permanecieron bajas durante gran parte
de la lactancia, hasta que inici6 una recuperacion de el balance energético. El
mismo grupo de investigadores observé que las vacas sin lactar se recuperaron
mas rapido del déficit energético en la lactancia temprana en comparacion de las
vacas lactantes, duplicando las primeras sus concentraciones de leptina. La
principal causa en la disminucién en los niveles de leptina durante la lactancia, es
la alta demanda metabdlica encaminada a la produccion lactea, ya que al parecer,
en roedores el amamantamiento por si mismo no provoca cambios en las
concentraciones de leptina (Brogan y col., 1999; Woodside y col., 2000). La
eliminacion del alto costo energético que significa la lactancia, evitando la
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secrecion lactea provoca un incremento en la leptina plasmatica y en los niveles
de insulina; asi como un incremento en la adippsidad (Block y col, 2001). La
disminucion en los niveles de leptina después del parto es favorable durante la
fase temprana de la lactancia, debido a que se piensa que favorece el consumo
alimenticio y disminuye el gasto energético en funciones no vitales tal como la
reproduccion.

El déficit energético durante la lactancia temprana reduce la sintesis de leptina en
el tejido adiposo y se sugiere que ésta juega un papel importante junto con la
insulina, hormona del crecimiento y otras sustancias metabdlicas encargadas de
mediar los efectos observados del balance energético negativo, durante la
lactancia temprana. De tal manera, se ha observado que las concentraciones
sanguineas de leptina se asocian de forma positiva con las de insulina y glucosa y
negativamente con las de hormona del crecimiento y acidos grasos no
esterificados (Zhou y col., 1997, Block y col., 2001).

Por ofro lado, en estudios realizados en ovejas gestantes se ha observado la
existencia de receptores de leptina en las células epiteliales de glandula mamaria,
indicando que la leptina puede tener un papel fundamental en la proliferacion y
diferenciacion de estas células, pero requieren mas estudios para determinar el
efecto de la leptina sobre la glandula mamaria (Vernon y col., 2001).

2.5.8.5. Leptina y reproduccién

Aparte de los efectos en el metabolismo energético y el apetito, la leptina se
encuentra intimamente involucrada en la regulacion de la funcién reproductiva.
Resultados de investigacion sugieren que los efectos en la reproduccion,
incluyendo el desarrolio embrionario y la fisiologia placentaria, pueden estar
estrechamente relacionados con la regulacion homeostatica de la leptina (Conway
y Jacobs, 1997). Se ha demostrado que la leptina es necesaria para la maduracion
del eje reproductivo, debido a que en ratones ob/ob se observé que la aplicacion
exogena de leptina restaurd la pubertad y la fertilidad (Smith y col., 2001).
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En el ganado bovino se ha reportado que aquellas hembras que se encuentran en
una pobre condicién corporal tienen un pobre desempefio reproductivo,
comparado con aquellas que presentan una condicién corporal aceptable (Selk y
col., 1988). Por lo tanto, debido que los niveles de leptina estan en proporcion de
la grasa corporal, se ha especulado que la leptina puede actuar como una sefial
que le indique al sistema reproductor que existen suficientes reservas corporales
para poder soportar exitosamente una concepcion y gestacion. Asi, Amstalden y
col. (2000), estudiaron los efectos de una restriccion alimenticia durante 48 horas
en bovinos observando que se redujo la expresion del RNAm de leptina en tejido
adiposo y las concentraciones de leptina circulante, con una concomitante
reduccion en la frecuencia pulsatil de la LH, en comparacion con el grupo control.
De igual manera, en un estudio en vaquillas prepuberes, la restriccion alimenticia
redujo marcadamente la expresion génica (RNAm) de leptina en tejido adiposo y
en los niveles circulantes de leptina, IGF-1 e insulina, provococando una
disminucién en los pulsos de LH. (Yelich y col., 1996).

Algunos estudios hechos en bovinos y ovinos indican que la accién de la leptina
sobre los pulsos de LH pudiera ser mediada por el NPY a nivel hipotalamico, el
cual actua inhibiendo la secrecion de LH por una reduccion en los pulsos de GnRH
(McShane y col., 1992; McShane y col., 1993; Gazal y col., 1998). De tal manera,
en estudios recientes se ha determinado la existencia de receptores de leptina en
el eje hipotalamo — hipofisiario, asi como a nivel gonadal (células de la granulosa,
de la teca intema, intersticiales y de Leydig), lo cual refuerza la idea de que la
leptina tiene una importante funcién neuroendocrina a nivel reproductivo
(McShane y col.,1992; Amstalden y col., 2000; Brann y col., 2002). Por lo tanto, se
piensa que la leptina actta sobre inter-neuronas que secretan neuropéptidos
(galanina, opioides endogenos, y el neuropéptido Y), los cuales regulan el
consumo energético y que pueden ser mediadores de la secrecion de GnRH
asociada a el balance energético (McShane y col., 1993; Chan y Mantozoros.,
2001; Smith y col., 2001).
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Se ha establecido que las perturbaciones en el estado nutricional o en las
reservas energéticas pueden afectar el desempefio de las gonadotropinas y
hormonas gonadales, las cuales son de vital importancia para la fertilidad. Lo
anterior funciona como un mecanismo de adaptacion, que permite aminorar a
través de un efecto compensatorio, las excesivas demandas metabolicas
impuestas por la reproduccion, en momentos en que el consumo de nutrientes es
insuficiente. Se piensa que la leptina es el vinculo entre las reservas adiposas y el
centro hipotalamico que controla el eje gonadal (Gazal y col., 1998). Aunque si
bien, se le puede atribuir a la leptina una accién sobre la regulacion del eje
hipotalamo-hipéfisis-goénadas en base al estado nutricional del individuo; también
cabe destacar que durante la lactancia; la produccion de leche y el estimulo del
amamantamiento por si solos tienen un efecto a nivel hipotalamico en la liberacion
pulsatil de la GnRH por medio de opioides endégenos como se menciono en la
seccion “Amamantamiento sobre reinicio de la actividad ovarica” de la presente
revision.

2.5.8.6. Leptina-Hormona del crecimientc

Shaffer y col. (1998) estudiaron la funcion de la HC como regulador de la
expresion del RNAm de leptina en el tejido adiposo in vivo y in vitro en bovinos y
observaron que la HC puede regular indirectamente la expresion de leptina in vitro,
alterando la respuesta en el tejido adiposo a la insulina o la dexametasona.
Asimismo observaron que la HC sola incrementé la expresion de los RNAm para
leptina, insulina e IGF-1 en tejido adiposo, asi como las concentraciones de
insulina, pero no de acidos grasos no esterificados. En el estudio in vivo tres
animales no respondieron a la HC, sino que presentaron una regulacion a la baja
en la expresion de leptina en respuesta al tratamiento, lo cual se atribuy6 a que se
encontraban en un balance energético negativo (Shaffer y col., 1998). Block y col.
(2001) observaron en vacas lecheras que al eliminar el déficit energético en la
lactancia temprana, las concentraciones sanguineas de leptina se incrementaron
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al doble asi como una correlacion positiva entre la leptina con la insulina y la
glucosa en sangre y una correlacion negativa con los niveles circulantes de
hormona de crecimiento (HC) y AGNE. Asimismo, Ledn y col. (2004) al estudiar
novillas con restriccion alimenticia, encontré una correlacion positiva entre la
leptina circulante y los niveles séricos de insulina e IGF-1. Se piensa que la
liberacion de la HC es parcialmente mediada por la leptina, mediante la inhibicion
a nivel hipotalamico de la somatostatina (Shaffer y col., 1998) y que los efectos
reciprocos de la HC para estimular o inhibir la expresion de leptina, dependen del
balance energético y del consumo voluntario del animal (Houseknecht vy
Portocarrero, 1998).
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IV. Efecto de la dieta y el amamantamiento sobre las concentraciones séricas
de leptina y hormona del crecimiento en vacas de doble propésito, y su
relacion con el consumo voluntario, la produccion y el anestro posparto

INTRODUCCION

El largo periodo de inactividad ovarica posparto, representa uno de los principales
obstaculos para mejorar la eficiencia reproductiva de los bovinos en las regiones
tropicales (Chenoweth, 1994; Pinheiro y col., 1998). En los sistemas conocidos
como de doble propésito, las vacas ademas de ser ordenadas, crian al becerro
hasta el destete. Debido a tal dualidad productiva, el periodo posparto se
caracteriza por intervalos de anestro posparto aun mas largos que los observados
en el ganado productor de came (Escobar y col., 1984, Rosete y col., 1993). Los
factores predominantes que intervienen en el reinicio de la actividad ovarica, son
la nutriciéon y el amamantamiento (Dunn y Kaltenbach, 1980; Randel, 1990; Short y
col., 1990). De tal manera, el gasto energético que demanda la lactancia puede
interferir en el restablecimiento de los ciclos estrales posparto, ya que se ha
observado que después del parto las vacas lecheras de alta produccion sufren un
intenso déficit energético conocido como balance energético negativo (BEN), el
cual se desarrolla porque el consumo voluntario es insuficiente para poder cubrir
los requerimientos energéticos destinados a la produccion lactea (Nebel y
McGilliard, 1993). La severidad y duracion del balance energético negativo estan
principalmente asociados al consumo de materia seca y a su incremento a través
de la lactancia, pero a su vez también estan relacionados con la condicion corporal
presente al momento del parto (Villa-Godoy y col., 1988). Existen evidencias de
que la condicion corporal al parto (Osoro y Wright, 1992; Wrigth y col., 1992), los
cambios de peso y de condicién corporal durante el periodo posparto (Rutter y
col., 1984, Rakestraw y col., 1986), afectan tanto a la duracion del anestro como a
la tasa de concepcion.
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En el tropico la mayoria de las explotaciones ganadeias dependein exclusivamenie
de los pastos nativos o mejorados por lo que existen marcadas deficiencias
nutricionales en los animales durante cierlas épocas dei ainov, observandouse bajus
consumos de energia y proteina por el alto contenido de fibra en dichos forrajes
(Poppi y Mc Lennan, 1995). En el ganado iechero, esta situacion trae como
consecuencia que durante el periodo posparto las vacas usen sus reservas
corporales lipidicas para cubrir tales deficiencias, en detrimento del nivel de
condicion corporal requerido para el reinicio de la actividad ovarica posparto (Bell,
1995; Vernon y Pond, 1997; Butler, 2000).

La leptina es una proteina de 167 aminoacidos expresada en su mayoria en tejido
adiposo, pero también en estdbmago, ovario, placenta y glandula mamaria que
participa en la regulacién del consumo alimenticio y el peso corporal, y se ha
establecido que circula en el plasma en proporcion con la adiposidad corporal
(Maffei y col., 1995; Holness y col., 1999; Chan y Mantozoros, 2001; Smith y col.,
2001 Smith y Sheffield., 2002; Sayed-Ahmed y col.,2004). En estudios en ovinos y
bovinos se ha observado que una restriccion alimenticia prolongada, disminuye los
niveles circulantes de leptina (Blache y col., 2000; Ehrhardt y coi., 2000,
Ingvartsen y Boisclair, 2001; Leon y col., 2004). Algunos estudios hechos en
borregos y roedores (Mercer y col., 1996; Wiinains y col., 1999; Mcmanon y coi.,
2001), muestran que ia ieptina tiene efecto sobre la secrecion de la hormona dei
crecimiento (HC). Los efectos reciprocos de ia HC para estimuiar o inhibn ia
expresion de leplina, dependen dei balance energético y del consumo alimenticio
del animal (Houseknecht y Portocariero, 1995). Aparie de los efecios en ei
metabolismo energético y el apetito, se ha observado que la ieptina se encuentra
intimamente involucrada en la regulaciéon de la funciéon reproductiva. Resultados
de una investigacion sugieren que los efectos en la reproduccion, incluyendo el
desarrollo embrionario y la fisiologia placentaria, estan relacionados con la
regulacion homeostatica de la leptina (Coway y Jacobs, 1997). Asimismo, se ha
demostrado que la leptina es necesaria para la maduracion del eje reproductivo,
debido a que en ratones ob/ob se observé que la aplicacion exégena de leptina
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restaura la pubertad y la fertilidad (Smith y col., 2001). En el ganado bovino se ha
reportado que aquellas hembras que se encuentran en una baja condicion
corporal tienen un pobre desempeiio reproduciivo, en comparacion con las que
presentan una condicion corporal aceptable (Selk y col., 1988). Por lo tanto,
debido a que los niveles de leptina estan en proporcion de la grasa corpoiai, se na
especulado que la ieptina puede actuar como una senal que le indica al sistema
reproductor que existen suficienies reservas corporales para poder soporial
exitosamente una concepcion y gestacion (Holness y col., 1999).

Por otro lado, el papel que juega la HC en los procesos homeorréticos asociados a
los ajustes a prioridades metabodlicas como son la gestacion y la lactancia, son
ampliamente conocidos (Bauman y Currie, 1980). Sin embargo, también existe
evidencia experimental de que la HC esta involucrada en la funcién reproductiva.
De tal manera, Advis y col. (1981) demostraron que una reduccion en la
concentracion sérica de HC retardo el inicio de la pubertad en ratas, lo cual fue
mediado en parte por el decremento en el numero de receptores ovaricos a LH.
Simpson y col. (1991) al inmunizar activamente contra el factor liberador de HC,
retardaron el inicio de la pubertad en vaquillas. En el caso de animales adulios
ciclando, el tratamiento con HC recombinante indujo un incremento en ia
progesterona circulante durante los dos ciclos estrailes subsecuentes al
tratamiento (Shemm y col., 1990; Gallo y Block., 1991). En los estudios antes
mencionados, se propuso que las acciones de la HC son mediadas por ei iGr-i.
Se ha sugerido que el IGF-1 puede ser un mediador potenciai dei estado
energético de las vacas sobre la actividad ovarica (Ronge y col., 1988), ya que
existen evidencias de que dicho factor juega una papei importanie en ia
esteroidogénesis (Adashi y col., 1985); ademas se ha observado una reduccién en
la concentracion sérica de IGF en respuesta a una restriccion nutricional (Rutter y
col., 1989).

En el caso de los sistemas de doble propésito, se emplean distintos esquemas
para controlar el amamantamiento y aln asi la duraciéon del anestro pospario se
prolonga de 126 a 375 dias (Rosete y col., 1993; Villa-Godoy y Arreguin, 1993).
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Se ha postulado que el déficit energéetico acentua el efecto negativo del
amamantamiento sobre el comportamiento reproductivo posparto (Wiliiams y col.,
1990; Browning y col., 1994).

En los sistemas de doble proposito existe escasa informacion acerca de los
ajusies meiaobolicos y endocrinos en los que participan la leptina y la hormona de
crecimiento durante Ia lactacion temprana, particulaimenie en vacas que
amamantan y son ordenadas. Por lo tanto en el presente estudio fue determinar
en vacas de doble proposito mantenidas en clima tropical, los efectos de la dieta y
el amamantamiento sobre las concentraciones séricas de leptina (LEP) y hormona
del crecimiento (HC). Colateraimente se analizé la asociacion entre dichos
cambios con las variables de produccion, corporales y reproductivas.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 38 vacas recién paridas (con 2 6 mas partos) de la cruza entre Bos
taurus (Pardo Suizo americano o Holstein) y Bos indicus. Todos ios animales se
mantuvieron bajo condiciones controladas hasta el segundo estro posparto, siendo
asignados al azar a cuatro grupos derivados de un arregio factoriai 2 X 2, cuyos
factores principales fueron la alimentacion y el amamantamiento.

La combinacién de tratamientos fue:

NS-A =Vacas con disponibilidad ad libitum de forraje tropical y amamantamiento
del becerro por 7 h al dia (n=10).

NS-NA =Vacas con dieta similar a la anterior y sin amamantamiento del becerro
(n=9).

S-A =Vacas con disponibilidad ad libitum de forraje tropical mas suplementacion
energética de acuerdo a sus requerimientos de mantenimiento y produccion
lactea, y amamantamiento del becerro por 7 h al dia (n=10).

S-NA =Vacas con dieta similar a la anterior tratamiento tres y sin amamantamiento
del becerro (N=9).
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Para evitar deficiencias de proteina que enmascararan los efectos de la variacion
de las dietas en cuanto a su contenido energético, se ofrecio a las vacas que
consumieron solo forraje, harina de carne (39% de proteina cruda) en una
cantidad, que permitiera aproximadamente un 10 % de rechazo de la misma; la
harina de carne fue la principal fuente de proteina del suplemento energético. Con
el fin de medir el consumo individual de alimentos, las vacas fueron alojadas en
corrales individuales de aproximadamente 7 m? con area techada y piso de
concreto, mas un espacio sin techo y piso de arena; todos los corrales tuvieron
comederos para pasto y para el suplemento por separado y bebederos. Los
animales tuvieron libre acceso a sales minerales y agua. Los ingredientes del
concentrado energético fueron maiz molido (44.4%), harina de carne (29.65%),
pulido de arroz (15.99%), melaza de cana (8%), sal comun (0.79%) y sales
minerales (Superbayphos de Bayer; 0.79%); el concentrado energético contenia
1.77 + 0.17 Mcal de energia neta de la lactaciéon (ENI) y 19.8 + 1.55 % de proteina
cruda por kg.

Los becerros de las vacas asignadas a los tratamientos NS-NA y S-NA, fueron
separados en un término de tiempo igual 0 menor a las 6 horas posparto y las
vacas fueron ordefadas dos veces al dia; en los tratamientos NS-A y S-A los
becerros permanecieron con la vaca por 7 h/dia y las vacas fueron ordenadas una
sola vez al dia. Con el fin de estimar la leche consumida por el becerro se registré
su peso antes y después de cada evento de amamantamiento. La produccién de
las vacas de los tratamientos NS-A y S-A fue considerada como la leche
registrada durante la ordena a través del estudio mas la estimada como consumo
del becerro.

Ultrasonografia

Se llevaron a cabo observaciones ultrasonograficas transrectales, mediante un
equipo Aloka modelo 210, con un trasductor de 5 Mhz con la finalidad de poder
observar las estructuras ovaricas a lo largo del experimento. Estas observaciones
fueron llevadas a cabo cada tercer dia a partir del dia diez pos parto hasta que las
hembras presentaron su segundo estro pos parto, seguido por ovulacién. La
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ovulaciéon fue determinada como la desaparicién subita de un foliculo grande
presente en observaciones previas y seguida por un incremento en las
concentracién de progesterona (mayor a 1 ng/ml) coincidiendo con la deteccion de
un cuerpo luteo al ultrasonido.

Asi mismo los foliculos observados fueron categorizados de acuerdo a su
diametro como: pequefos (5 a 7.9 mm), medianos (8 a 9.9 mm) y grandes (210
mm).

Coleccion de muestras sanguineas y analisis de laboratorio

Para la determinacion de las hormonas metabdlicas y metabolitos, se colectaron
muestras sanguineas de las venas coccigeas cada 5 dias, desde el parto hasta el
fin del experimento (2° estro posparto). La obtencion de la muestra se realizé
después de la ordefia matutina, antes de proporcionar a los animales el primer
alimento del dia (valoracién prepandrial). La sangre fue refrigerada por 24 h y
luego se centrifugd para la obtencion del suero, que fue congelado a -20 C hasta
su analisis.

Los AGNE fueron cuantificados en el suero mediante una técnica enzimatica
colorimétrica por reaccion alterna de la acyl-CoA sintetasa/acyl-CoA oxidasa
(Wako Ch. GmbH; Cat. 994-75409, Lot #:12K7-1), adaptada a un equipo micro
metodoldégico (Cobas Mira).

El nitrégeno ureico sérico se determind mediante una técnica enzimatica
colorimétrica, adaptada al mismo equipo, con estuches comerciales (Diagnostic
Chemicals Limited, Canada; Cat: 275-06). El coeficiente de variacién interensayos
(n=12) en la medicion de los AGNE y NUS fué menor al 2%.

La insulina se cuantifico mediante un radioinmunoensayo (RIA) comercial de fase
sélida (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA; Cat: TKINS) y validado
para bovinos por Reimers et al (60); los coeficientes de variacion intraensayo e
interensayo (n=10) fueron de 8.5 y 10 % respectivamente.

La triyodotironina (T3) fue analizada en el suero mediante un RIA en un sistema

de doble anticuerpo, modificado para bovinos, con suero homélogo en la curva
estandar (Valverde y col.1989). El sistema tiene una reproducibilidad y exactitud
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de 90 a 95 % en el intervalo de 15 a 30 ng por dl. Los coeficientes de variacion
intra e interensayo (n=16) fueron de 9 y 12.5 % respectivamente. La tiroxina (T4)

sérica fue cuantificada mediante un RIA comercial en un sistema de fase sdlida
(ICN, Biomedicals; Cat. 07-166170); los coeficientes de variacion intraensayo e
interensayo (n=10) fueron de 4.6 y 10 % respectivamente. El cociente de T3 con

T4 se determind con valores convertidos de ng/dl (T3) y ug/dl (T4) a nanomoles/I.

Analisis de leptina y hormona del crecimiento en suero
Las muestras de suero obtenidas a lo largo de todo el experimento fueron

utilizadas para determinar las concentraciones séricas de leptina y hormona del
crecimiento, de acuerdo a los siguientes analisis:

Las concentraciones séricas de leptina fueron medidas utilizando un kit RIA
multiespecies de Linco Research Inc. (St. Louis, MO, USA), el cual ya ha sido
utilizado en previos estudios en bovinos, con resultados satisfactorios (Ren y col.,
2002; Sansinanea y col., 2001). El coeficiente de variacion interensayo e
intraensayo fue de 9.1% y 3.7% respectivamente. La unién maxima fue de 42 +
2.9 % y uniones inespecificas de 1.3 £ .36 %.

La hormona del crecimiento bovina (HCb) fue analizada en suero mediante un RIA
en un sistema de doble anticuerpo, con HCb extraida y purificada para yodar y
para la curva estandar y antisuero (Ac) contra HCb obtenido en mono, los cuales
fueron donados por el INRA. El sistema se validé en el Instituto Nacional de
Ciencias Médicas de la Nutricion Salvador Zubiran y se encuentra descrito en el
anexo 1. El coeficiente de variacion intra e inter ensayo fue de 4.8% y 9.2%.

Toma de muestras y analisis de alimento y leche.

Se obtuvieron muestras diarias del pasto ofrecido y del rechazado para
determinacion de su contenido de materia seca (MS); a una alicuota semanal de
MS se le determind su composicion quimica mediante analisis proximal (Tejada,
1985). Al final del experimento se determind el total de nutrientes digestibles del
pasto, a partir de alicuotas semanales mediante la técnica de digestibilidad in vitro
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de la materia organica (DIVMO; Moore y Mott, 1974) y el contenido de proteina
total del pasto mediante un equipo Tecator previamente calibrado.

Para determinar la composicion de la leche, se tomaron cada 7 dias alicuotas con
aproximadamente el 1 % de la produccién de leche total de cada animal, mezclada
en una cubeta de la ordefia matutina y se analizaron en forma individual para
contenido de grasa con un equipo Milkotester previamente calibrado y para el
contenido de proteina mediante la técnica Kjeldahl (Tejada, 1985).

Estimacion del balance energético.

Se estimé el balance energético diario de todos los animales durante su
permanencia en el experimento, a partir de la produccién diaria de leche y su
contenido de grasa de la muestra semanal, el peso corporal estimado por
interpolacion de los pesajes quincenales, el consumo diario de MS y la energia
neta de la lactacion (ENI), calculada en el consumo diario de pasto, suplemento
energético y la harina de carme consumida por las vacas de los tratamientos NS-A
y NS-NA.

Variables de respuesta y analisis estadistico.

Debido a que las vacas salieron de el estudio después de la presentacion del
segundo estro posparto, el cual vari6 de manera considerable en funciéon del
tratamiento, fue necesario dividir el analisis en tres periodos de 30 dias cada uno:
PER30 = 0 a 30 dias; PER60 = 31 a 60dias y PER90 = 61 a 90 dias. Para cada
uno de los periodos se realizé un analisis de varianza con observaciones repetidas
(Littell y col., 1998), usando el procedimiento de modelo lineal (SAS, 1989). En el
modelo se incluyeron las dobles interacciones asi como la triple interaccions entre
los efectos principales (Cuadro 1y 2).

Los contrastes entre las medias existentes (leptina y hormona de crecimiento), se
realizaron por la prueba de comparaciones multiples de medios minimos
cuadraticos (SAS, 1989). La distribucion de los animales por raza y nivel de
sangre en las distintas combinaciones de tratamientos fue estadisticamente similar
(P>.05), por lo cual no se incluy6 la raza como factor en los analisis estadisticos.
Mediante correlaciones simples (SAS, 1989), se examiné la asociacion de las
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variables endocrinologicas y metabolicas con las variables de produccion y
corporales. Solamente aquellas correlaciones que fueron igual o mas altas de .20

y con un valor de significancia de P< .01 fueron reportado.
RESULTADOS

En los cuadros 1 y 3 se observa que durante los PER 60 y 90 la concentracion de
leptina fue afectada por la dieta, ya que las vacas que recibieron suplementacion
energética presentaron valores mas bajos (P<.05) que aquéllas que consumieron
exclusivamente pasto. Asimismo el amamantamiento del becerro redujo la leptina
sérica (P< .01) durante los PER 30, 60 y 90. Durante los periodos PER 30, 60 y
90, se observaron interacciones significativas entre amamantamiento y dieta sobre
la concentracion sérica de leptina (P<.01; Cuadro1). Durante el PER30, el grupo
NS-A presentd la concentracién de leptina mas baja con respecto a los otros
grupos (Cuadro 3). De igual forma en el PER60 los grupos amamantando (NS-A y
S-A) presentaron la concentracion de leptina mas baja con respecto a los grupos
sin amamantar (NS-NA y S-NA), los cuales fueron diferentes entre si (Cuadro 3;
P<.05). Finalmente en el PER 90 el grupo NS-A tuvo la menor concentracion de
leptina; y en contraste el grupo NS-NA exhibié la mayor.

La concentracion sérica de leptina se asocié positivamente con el consumo total
de materia seca y con la CCP;y negativamente con los dias a presentacion de
primer estro y cuerpo luteo (ver cuadro 5).

En el cuadro 5 se muestran las asociaciones entre la leptina y las variables
productivas y reproductivas, dentro de cada grupo durante los 90 dias posparto.
Las asociaciones fueron las siguientes:

En el grupo NS-A, la leptina sérica se asocié de manera positiva con la CCP y con
el tiempo de presentacion de foliculos pequefios. Asimismo en el grupo NS-NA se
encontré una asociacion positiva de la leptina con el tiempo de presentacion de
foliculos pequefios, tiempo de presentacién de foliculos medianos, leche total
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(becerro+ordefiada) y negativamente con el numero de oleadas foliculares a los
80 dpp, grasa en leche diaria y presentacion de primer estro y cuerpo luteo.

La concentracion de leptina dentro del grupo S-A se asocid positivamente con el
numero de oleadas foliculares a los 30 dias pos parto, numero de oleadas
foliculares a los 80 dias pos parto, CCP y negativamente con tiempo de
presentacion de foliculos medianos y grandes y presentacion de primer estro. En
el grupo S-NA, existié una correlacion negativa entre la leptina sérica con el
numero de oleadas foliculares a los 30 dias pos parto y con el nimero de ondas
foliculares en un ciclo estral.

Por otro lado, las vacas que recibieron suplementacion energética presentaron
una menor concentracion circulante de HC durante todos lo periodos analizados
en comparacion con los grupos no suplementados (P< .01; Cuadro 4). El
amamantamiento incrementé la concentracion sérica de HC unicamente durante el
PER 90. Durante el PER60, hubo efecto de interaccion entre dieta y
amamantamiento (Cuadro 2), y se observé que en los grupos amamantado, aquel
que consumié exclusivamente pasto tuvo la concentracién mas alta de HC, en
contraste con aquel que recibié suplemento, el cual obtuvo la concentracion mas
baja; los grupos sin amamantar presentaron valores estadisticamente similares
(Cuadro 4).

En el cuadro 6, se muestran las correlaciones encontradas entre la concentracion
de HC y el resto de variables estadisticamente significativas (P<.0001) durante los
primeros 100 dias posparto. Las asociaciones fueron las siguientes: con el
consumo total de materia seca, Mcal/dia pasto+suplemento, balance energético,
AGNE, numero de oleadas posparto, leche total (becerro+ordefiada), condicion
corporal semanal, dias a primer estro, dias a primer CL, tiempo de presentacion
foliculo >10 mm y grasa al dia. Al revisar las asociaciones entre la HC, la leptina
sérica y las variables corporales, endocrinolégicas y reproductivas se observé que
los valores obtenidos durante todo el periodo experimental eran parecidos a los
revisados en cada periodo y/o, grupo por lo que no se presentan ni discuten.



DISCUSION

Los resultados del presente estudio forman parte de un proyecto mas amplio,
disefiado para determinar en vacas de doble propdsito mantenidas en clima
troOpical, los efectos ejercidos de la suplementacion energética y el
amamantamiento sobre el comportamiento productivo y reproductivo durante el
anestro posparto (Villagémez, 2000). En particular este estudio fue planteado para
analizar los ajustes de la leptina y de la hormona del crecimiento que se presentan
en respuesta a cambios experimentales controlados, con respecto a la
disponibilidad de energia o al gasto energético impuesto por la lactaciéon de vacas
de doble propésito. Por lo tanto a lo largo de la discusion se hara referencia,
cuando sea pertinente, de aquellos aspectos sobre las variables corporales, de

produccion y reproduccion que complementen la presente informacion.

Leptina - variables productivas

Durante la mayor parte del presente estudio se observé una menor concentracion
de leptina en las vacas que recibieron suplementacion energética en comparacion
de las que consumieron exclusivamente pasto. De igual forma, Sansinanea y col.
(2001) observaron que el estado energético del animal se asocid a la
concentracion sérica de leptina en vacas lecheras, en respuesta a cambios en la
dieta. Sin embargo, la respuesta de la leptina a cambios en el suministro de
nutrimentos a bovinos puede diferir, dependiendo del estado fisiolégico en que el
animal se encuentre (Chelikani y col.,, 2004). De tal manera, en un estudio
realizado con vacas lecheras durante la lactancia temprana, Holtenius y col.
(2003) observaron que las concentraciones plasmaticas de leptina no se asociaron
de manera directa con la adiposidad, lo que sugiere que durante la lactacién se
presentan cambios en la regulacién de la secrecion de la hormona. Existe
evidencia de que dichos cambios pueden estar asociados al balance energético,
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ya que Liefers y col., (2003) estudiando vacas lecheras durante la lactacion
temprana, observaron que aquéllas que presentaron un balance energético
positivo (BEP), tuvieron una concentracion sanguinea de leptina mas alta en
comparacion con las que sufrian BEN.

En el presente estudio, se observd de manera grafica, que las concentraciones
séricas de leptina al parto y durante las primeras semanas posparto
permanecieron bajas y posteriormente se incrementaron de manera gradual a
medida que la lactancia progreso (Fig. 1y 2). El perfil endocrino antes mencionado
fue mas notorio en los grupos que amamantaron al becerro, independientemente
de la dieta que recibieron, debido en parte, a que la CC en la mayoria de estas
vacas permanecié baja hasta el final del estudio. En contraste las vacas no
amamantando presentaron su primer estro posparto durante las primeras
semanas (Villagémez, 2000), por lo que con base al disefio experimental, fueron
reemplazadas por vacas recién paridas. En base a lo anterior y acorde con el
presente trabajo, estudios hechos en roedores, humanos (Kawai y col., 1997,
Brogan y col., 1999, Hoggard y col., 2001) y vacas lecheras o de carne (Kadokawa
y col., 2000; Block y col., 2001), han demostrado, que la transicion de la gestacion
a la lactacion es acompanada por una disminucidn de las concentraciones
circulantes de leptina y un posterior incremento de las mismas a medida que
avanza el periodo posparto. No se conoce con exactitud de que manera se lleva
cabo la dramatica reduccion en la concentracion de leptina en vacas alrededor del
parto. A diferencia de los humanos, en los cuales el origen de la leptina es
placentario; estudios en ovinos y bovinos, han demostrado que la leptina es
sintetizada en muy pequenas cantidades en dicho tejido (Ehrhardt y col., 2000;
Block y col., 2001; Reitman y col., 2002). Por lo anterior, se sugiere que la alta
concentracion de leptina observada durante la gestacién de los bovinos puede
deberse a un estado de resistencia a la misma, parecido a aquél que ocurre
durante la obesidad, y que dicho mecanismo se modifica durante las primeras
semanas posparto (Holness y col., 1999). Sin embargo, Block y col. (2001),
observaron que la abundancia del mRNA que codifica para leptina en el tejido
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subcutaneo de vacas lecheras se redujo en aproximadamente un 42 % después
del parto en comparacion de los valores observados durante la gestacioén; dicha
reduccion se mantuvo durante las primeras siete semanas posparto,
independientemente de presentarse una mejora en el balance energético de los
animales. Se ha postulado que la disminucion de la concentracion sanguinea de
leptina en los dias cercanos al parto, pudiera ser una estrategia homeorrética para
promover un mayor consumo voluntario en la vaca dirigido a satisfacer la sintesis
lactea, disminuyendo a su vez el gasto energético en funciones no vitales como
son la reproduccion y la inmunidad (Brogan y col., 1999; Block y col., 2001). Es
posible que la regulacion posparto de la leptina se ejerza a nivel hipotalamico, ya
que resultados de estudios en roedores indican que la disminucion en la
concentracién sanguinea de la misma, producto de una restriccion alimenticia,
estimula la sintesis de neuropéptidos orexigénicos como el NPY, el cual es un
potente estimulador del apetito y a su vez se presenta una disminucion en la
sintesis de neuropéptidos anorexigénicos como la propiomelanocortina (POMC),
los cuales ejercen una funciéon inhibitoria del apetito (Ahima y Flier, 2000;
Ingvarsten y Boisclair, 2001).

En el presente estudio se observé una alta asociacién positiva de la leptina con la
condicion corporal al parto (CCP). Kadokawa y col. (2000), sefalan que los
cambios en la secrecidn de leptina después del parto, posiblemente son
modulados por los efectos combinados del BE y de la condicion corporal. En
concordancia a lo anterior, Liefers y col. (2003) al estudiar vacas lecheras durante
el periodo posparto, observaron que aquellas en BEP tuvieron una menor
movilizacién de tejido graso y por ende una mayor concentracién de leptina
plasmatica en comparacion de las que sufrieron BEN. Sin embargo, en el presente
estudio, no se observd una asociacion entre la leptina y la CC semanal.
Resultados de investigaciones realizadas en mujeres amamantando indican que
durante la lactancia, la concentracion de leptina no refleja las reservas grasas
debido a que se presenta un estado de resistencia o de desensibilizacion de los
receptores de la misma a nivel hipotalamico (Lage y col., 1999). No obstante, los
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resultados de este trabajo contrastan con algunos estudios realizados con vacas
lecheras en los que si se ha observado una relacion positiva entre la leptina, la CC
y (0) el grado de adiposidad durante distintos momentos de la lactacion (Chilliard y
col., 1998; Ehrhardt y col., 2000; Reist y col., 2003). Una posible explicacion a las
diferencias entre estudios, es que la recuperacion en los niveles circulantes de
leptina después del parto, como se mencioné antes, depende de la severidad y
duracion del BEN asi como de los cambios en la condicion corporal observados
durante este periodo. Como se puede apreciar en las figura 1 y 2, a pesar de que
el perfil de leptina presentd un incremento gradual y constante en todas las vacas
que amamantaron al becerro, las que no recibieron energia suplementaria tuvieron
una dramatica pérdida de puntos de CC y en contraste las que si la recibieron
mantuvieron su CC a través de los dias posparto. Asimismo en lo grupos sin
becerro se observa que los cambios en CC estuvieron determinados por la dieta
que recibieron. Entonces la combinacion de los tratamientos determiné los
cambios en la CC que se presentaron en cada uno de los grupos y, no asi, en el
perfil sanguineo de leptina observado a través del periodo posparto. Por lo tanto,
los resultados del presente estudio confirman la idea de que durante el inicio de la
lactancia, la variacion de la concentracion sanguinea de leptina responde mas a
mecanismos de regulacion homeorrética para favorecer el consumo de energia,
destinado a la produccién lactea, que a los cambios en la adiposidad que sufren
las vacas lactantes.

Por otro lado, se observo una asociacién positiva entre la leptina en suero y el
consumo total de MS durante los primeros 120 dias posparto, lo cual coincide con
lo encontrado por Liefers y col., (2003), quienes observaron en vacas Holstein
lactantes una correlacion positiva entre el consumo de MS y la concentracion de
leptina. Lo anterior contrasta con lo observado en animales sin gestar ni lactar, en
los cuales generaimente se presenta una asociacion negativa de las
concentraciones de leptina con el consumo total de MS, lo cual se atribuye a que
la leptina en estos animales inhibe al NPY, el cual es un estimulador potente del
apetito a nivel hipotalamico (Dyer y col., 1997; Henry y col., 1999). Entonces como
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se discuti® anteriormente, durante la lactancia temprana, las concentraciones
plasmaticas de leptina no se asocian de manera directa con cambios en la CC;
siendo la disponibilidad de energia y (0) la recuperacion de la capacidad del
consumo posparto determinantes importantes de la concentracion de leptina en
las vacas durante el periodo posparto.

El amamantamiento del becerro redujo la leptina sérica durante los periodos en
que se pudieron analizar todos los grupos (0-90 dpp). Asimismo, durante los
periodos analizados se observo un efecto de interaccion entre amamantamiento y
la dieta sobre la concentracion sérica de leptina (P<.01). Durante el PER30, el
grupo NS-A presentd la concentracion de leptina mas baja con respecto a los otros
grupos, los cuales fueron estadisticamente similares y en el PER 60 el grupo NS-A
tuvo la menor concentracion y en contraste el NS-NA la mayor. Cabe recordar que
el grupo que presentdé la menor concentracion de leptina fue amamantado y
ordefiado pero no recibid suplementacién energética; por lo que durante los
periodos analizados presenté un marcado balance energético negativo que se
reflejé en una marcada pérdida de CC (Fig. 1). No se encontrd informacion en la
literatura en la que se revise la respuesta de la leptina al amamantamiento en
bovinos. Sin embargo, Block y col. (2001) observaron que vacas en periodo
posparto sin lactar se recuperaron mas rapido del déficit energético y presentaron
el doble de concentracion de leptina en comparacion de aquéllas que si fueron
ordenadas. Ademas, en el estudio antes mencionado se observd que la
eliminacion del alto costo energético que representa la lactancia, provocod un
incremento en la concentracion plasmatica de insulina, asi como un concomitante
incremento en la adiposidad (Block y col., 2003).

Estudios en roedores sugieren que la concentracién de leptina circulante puede
estar asociada al numero de crias que amamantan a la vez, ya que se observd
que el amamantamiento de 8 crias en comparacion de dos, era capaz de inhibir
las concentraciones de leptina (Brogan y col., 1999). Los autores mencionan que
existen dos posibles interpretaciones a sus resultados; la primera es que el
amamantamiento de numerosas crias demande una mayor produccién lactea, lo
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que conlleve a un estado BEN de la madre y la segunda es que el estimulo de
amamantamiento de numerosas crias pudiera involucrar impulsos neuronales
capaces de suprimir la produccion de leptina, independientemente de los efectos
del BE. Sin embargo, en otro estudio con la misma especie, el estimulo del
amamantamiento en ausencia de produccion lactea o de un BEN; no resulto en
ninguna supresion de los niveles circulantes de leptina (Brogan y col., 1999) Por lo
tanto, el efecto del amamantamiento sobre la leptina asi como su interaccion con
la dieta observados en el presente estudio pueden ser explicados, al menos de
manera parcial, por aspectos asociados al estado energético de los animales, mas
que a un efecto directo del becerro sobre la sintesis y (0) secrecion de la hormona.
Sin embargo, en el caso de los rumiantes, no existe informacion acerca de este
fendmeno, por lo que se requieren estudios a futuro que puedan aclarar este
concepto.

Leptina — variables reproductivas

De manera general las correlaciones entre la concentracion de leptina y la
variables reproductivas indicaron que a una mayor concentracion de la hormona
se reducen los dias a la presentacion de los primeros foliculos medianos y
grandes; asi como de la aparicion del primer CL y estro, ademas de incrementarse
el nimero de oleadas en diversos periodos (Ver Cuadro 5). Aunado a lo anterior,
en las figuras 1 y 2, se puede apreciar que, independientemente de los
tratamientos y consecuentemente de los dias a la aparicion del primer CL en cada
grupo, eéste evento se presentd en los dias cercanos a una concentracion pico de
el perfil de la leptina observada en cada uno de los grupos. Ledn y col. (2004),
trabajando con vaquillas de doble propédsito de clima tropical sometidas a
restriccion nutricional y posterior realimentacion, observé que el inicio de la
ciclicidad en vaquillas fue precedido por un aumento significativo en las
concentraciones de leptina, insulina e IGF-1, lo cual se asoci6 a un incremento del
reclutamiento y crecimiento folicular. En el mismo estudio se observd que la
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restriccion nutricional afecta significativamente la dinamica folicular. Por lo tanto,
es evidente que en situaciones de estrés nutricional y (0) lactacional, el reinicio de
la actividad ovarica sea precedida por un incremento de la concentracion
sanguinea de leptina, que en el caso de vacas lactantes, se aprecia como la
concentracion mas alta observada durante un periodo de varias semanas.
Resultados de estudios en humanos, han permitido postular que la leptina juega
un papel como factor permisivo durante el ciclo ovarico, ejerciendo sus acciones
de regulacion a nivel hipotalamico, hipofisiario y gonadal. Lo anterior deriva de que
diversos estudios han demostrado que la leptina estimula o ejerce una accién
permisiva sobre la liberacion de GnRH a nivel hipotalamico y que existen
receptores para la leptina en areas involucradas en la regulacion del consumo
voluntario, la reproduccién y el crecimiento (Casanueva y Dieguez, 1999). Se
piensa que el NPY es el mediador primario de la accion de la leptina a nivel
hipotalamico (Kalra y Crowley, 1992). En cuanto a la hipdfisis, estudios in vitro
indican que la leptina, estimula la liberacién de LH y FSH en dicha glandula (Yu et
al., 1997). Ademas, en estudios in vivo realizados en monos y ratas sujetos a
restriccion alimenticia, se observo que la leptina exégena previno la reduccion en
la secrecién pulsatil de la LH (Fin y col., 1998; Nagatani y col., 1998). Finaimente,
varios autores mencionan que la leptina posiblemente ejerce acciones a nivel
ovarico, ya que se han encontrado receptores de leptina en células de la teca y de
la granulosa (Duggal y col., 2000; Spicer, 2001; Smith y col., 2002). Por lo tanto,
los resultados del presente estudio indican que al igual que en vacas lecheras, en
las de doble propésito, una vez resuelto el déficit energético que demanda la
lactacion, la leptina ejerce una accién permisiva para reiniciar la actividad ovarica
posparto.

Hormona del crecimiento (HC) — variables productivas

En el presente estudio se observo que la suplementacion energética disminuyd la
concentracion sérica de HC durante todos los periodos analizados. Estos
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resultados concuerdan con los de estudios realizados en vacas lecheras de alta
produccion, en los cuales vacas lactando y con un mayor consumo de energia
presentan una menor concentracion de HC en comparacion con las que presentan
un consumo insuficiente de energia (Beerepoot y col., 1991 Bar-Peled y col.,
1995). Es ampliamente conocido que la suplementacion energética atenua de
cierta forma el BEN, ya que dietas altas en energia antes y (o) después del parto
promueven una recuperacion mas rapida del BEP que aquéllas con dietas bajas
en energia (Beerepoot y col., 1991 Villagomez, 2000, Doepel y col., 2002).
Asimismo, se sabe a partir de resultados de estudios in vitro e in vivo en animales
lactantes, que el incremento de la HC durante el inicio de la lactacion promueve
una intensa movilizaciéon de los depésitos grasos y de proteina muscular para
favorecer la absorcion de los nutrimentos en la glandula mamaria y asi proveer
sustrato suficiente para la sintesis lactea (Bauman y col.,, 1988; Etherton and
Bauman, 1998). Los efectos de la HC incluyen acciones catabdlicas rapidas y
directas (aumento de la lipdlisis, disminuciéon de la lipogénesis y reduccion del
transporte de glucosa) y acciones anabdlicas indirectas (via IGF-1 y factores de
crecimiento). Entonces, la magnitud de la concentracion de HC observada durante
el periodo posparto puede reflejar el estado energético del animal, en funcién del
grado de BE del animal y consecuentemente, de la extension de la remocion de
sus reservas corporales para satisfacer las demandas de la lactacion.

En el PER60 se observd una interaccion entre la dieta y el amamantamiento, las
vacas amamantando y que consumieron exclusivamente pasto presentaron la
concentracion mas alta de HC y en contraste las amamantantes que fueron
suplementadas con energia, la mas baja; los grupos sin becerro tuvieron
concentraciones de HC estadisticamente similares. El efecto de interaccién se
perdi6 en el siguiente periodo analizado, aunque en este lapso el
amamantamiento aumentd la concentracion sérica de HC. Cabe mencionar, que
en el presente estudio las vacas que amamantaron al becerro presentaron un
mayor consumo voluntario en comparacion de las que destetaron el becerro
inmediatamente después del parto (Villagémez, 2000). Sin embargo, de los grupos
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con becerro el que recibid energia suplementaria presentd una rapida
recuperacion del BE y en contraste, el que consumié exclusivamente pasto
permanecié en BEN durante todos los periodos analizados. Por lo tanto, a pesar
de la promocion del consumo voluntario ejercida por el amamantamiento,
observada en este estudio y en otros (Burgwald-Balstad y col., 1995), las vacas
que consumieron solo pasto no lograron satisfacer los requerimientos de energia
demandados por la lactacion. En consecuencia estas vacas sufrieron una mayor
movilizacion de sus reservas lipidicas, presuntamente mediadas por un marcado
incremento en la concentracion sérica de HC, la cual llegdé a los 13.32 ng/ml en el
PER90. Por otro lado, se ha documentado que la intensidad del amamantamiento
es un importante determinante en el comportamiento lactacional de distintas
especies, debido a que afecta la secrecion de algunas hormonas responsables de
la galactopoiésis (Tucker, 1988). Se sabe que la HC tiene una funcion
galactopoiética, pero se desconoce si es afectada exclusivamente por el
amamantamiento. En algunos estudios se ha observado que el amamantamiento
induce una disminucion de la hormona del crecimiento en la pituitaria anterior de
cabras y ratas (Grosvenor y col, 1968; Hart, 1974). Sin embargo, ni el
amamantamiento, ni el ordefio alteraron la concentracion sanguinea de la
hormona del crecimiento en vacas durante el periodo posparto (Tucker, 1971;
Koprowski y Tucker, 1973). Por lo tanto los resultados del presente estudio indican
que la variacién en la concentracion sérica de HC se debid a los cambios en el
estado energético de los animales lactantes debido a la dieta; y que el
amamantamiento interactué modificando dicha variacion.

Durante la mayoria del estudio se observd una asociacién negativa entre la
concentracion sérica de HC con el consumo total energia (Mcal/dia) y el BE. Lo
anterior concuerda con estudios realizados en vacas lecheras de alta produccion,
en los cuales se ha observado que en vacas y vaquillas lecheras sujetas a
diversos tratamientos, que conllevan a una disminucion en el consumo de energia,
se presenta una correlacion negativa entre la concentracion sérica de HC con el
BE (Bauman y col., 1988; Beerepoot y col., 1991; Armstrong y Benoit, 1996:
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Bossis y col., 1999). Como ha sido ampliamente discutido, después del parto las
vacas en lactacion sufren un intenso déficit energético, debido a que la actividad
metabdlica en la glandula mamaria incrementa los requerimientos energeéticos y el
consumo voluntario es insuficiente para poder cubrirlos. (Bell, 1995; Vemon y
Pond, 1997). Asimismo, al parecer el déficit de energia, provoca una elevacion del
NPY y en algunos estudios en bovinos y ovinos se han observado receptores para
HC en neuronas productoras de NPY; lo anterior sugiere que la HC esta
involucrada en los cambios de la expresion del neuropéptido (McMahon y col.,
2001; Jorritsma y col., 2003). Cabe mencionar, que en el presente estudio el BE
fue afectado por la energia contenida en la dieta y tuvo una correlaciéon positiva
con los consumos de MS (r = 0.77) y de ENI (r = 0.87) (Villagomez, 2000).
Entonces, al igual que en vacas lecheras (Zurek y col. 1995; Villa-Godoy, 2000), el
consumo energético de vacas de doble propdsito explica la mayor parte de la
variacion del BE. Asimismo, el nadir del BE ha sido sefialado como un factor
importante que impacta el comportamiento metabdlico y reproductivo de las vacas
lecheras y que tanto su magnitud como tiempo de ocurrencia dependen
enteramente del consumo voluntario de los animales (Nebel y McGilliard, 1993).
En el presente estudio, los dias al nadir y la magnitud del balance energético
negativo durante los primeros 60 dias posparto fueron afectados por la dieta,
puesto que las vacas suplementadas con energia presentaron el nadir antes de
los 20 d posparto y con una menor magnitud (12 + 6 d y — 2.91 + .87 Mcal,
respectivamente) que las vacas que no recibieron suplementacion energética (47
+5dy- 11.74 + .87 Mcal, respectivamente (Villagdmez, 2000). Por lo tanto, la
asociacion negativa entre la concentracion sérica de HC con el consumo de
energia y el BE (Mcal/d) pueden ser explicadas nuevamente por la mediacion de
la hormona en los ajustes dirigidos a la rapida movilizacion de reservas corporales,
particularmente en vacas con un consumo insuficiente de la energia requerida
para la lactacién. Lo anterior confirma, que independientemente de la magnitud de
la produccion de leche, en las vacas doble propédsito, la HC interviene en la
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regulacion homeorrética para satisfacer las demandas de energia requeridas
durante el inicio de la lactancia.

Durante los primeros sesenta dias, se observé una correlacion negativa entre la
HC con la condicién corporal semanal y la proteina semanal en leche. Como se
puede observar en las figuras 3 y 4, el grupo NS-A que durante las primeras
semanas perdié puntos de CC de una manera sostenida y en contraste el S-NA
que recuperd rapidamente puntos de CC, mostraron una curva de CC que fue
acompariada por un perfil de HC que presentdé una evidente direccion contraria.
Cabe mencionar que el manejo nutricional preparto permitié obtener una CC al
parto de 3.4 + 0.6 unidades como promedio de todos los animales estudiados. Sin
embargo, a pesar de que el grupo NS A, como se menciond antes, presentd un
mayor consumo de pasto que las NS-NA, continud perdiendo reservas corporales
a través de los primeros 60 d posparto. Dichas pérdidas fueron evidentemente
acentuadas por el amamantamiento del becerro, aun después de los 60 dias
posparto, ya que en contraste, las vacas no suplementadas pero que no tenian
becerro, lograron mantener la condicion corporal, la cual registr6 una ligera
pérdida durante los primeros 60 dias posparto. Tamminga y col. (1997),
observaron que en vacas lecheras durante la lactancia temprana, la movilizacidén
de grasa y proteina al dia, es de .56 Kg. y de 0.04 Kg respectivamente De tal
manera, cuando las vacas se encuentran en un marcado estado de
subalimentacién, grandes cantidades de proteina corporal pueden ser perdidas
durante la lactacion temprana (Oldham, 1984). Se ha hipotetizado que durante el
posparto temprano, la velocidad de recambio de proteina tisular en la vaca, es o
suficientemente alta para contrarrestar las deficiencias de corto plazo en la
absorcion de aminoacidos. (Oldham y col., 1980). Sin embargo, la capacidad del
animal para mantener la produccion de proteina en la leche a expensas de su
proteina corporal durante periodos mas largos, es limitada (Coppock y col., 1968).
Cabe mencionar, que el grupo de vacas NS-A que sufri6 las mayores pérdidas de
las reservas corporales, produjo leche con menor concentracién de proteina en
comparacion del resto de los grupos (Villagémez, 2000). Por lo tanto, es evidente
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que la HC media los ajustes homeorréticos que se presentan durante la lactacion,
particularmente en vacas con un consumo insuficiente de la energia como fue el
caso de las vacas del grupo NS A, promoviendo una intensa movilizacion de las
reservas de grasa y de proteina, indicado por su correlacion negativa con la CC, lo
cual derivé en un agotamiento relativo de las mismas que impidié a estas vacas

mantener la concentracion de proteina en leche.
HC - variables reproductivas

Durante los primeros cien dias la HC se asocié de manera negativa con el tamario
del foliculo grande, el nimero de oleadas posparto y de manera directa con los
dias a la presentacion del primer foliculo grande, al primer cuerpo liteo y al primer
celo. La HC no es considerada de forma clasica como una hormona reproductiva,
aunque se ha observado que participa en aspectos relacionados a la fisiologia
ovarica como son a) estimulo de foliculos pequenos y reducciéon de la atresia
folicular y b) estimulo de los ultimos estadios de la foliculogenésis, luteinizacion y
seleccion folicular (Hull y Harvey, 2001). Sin embargo, durante el periodo posparto
temprano, particularmente durante el BEN, el aumento en la concentracion
sanguinea de HC es acompafado generalmente por una disminucion del IGF1.
Existe amplia evidencia experimental que indica que las acciones de la HC sobre
la funcién reproductiva son mediadas por el IGF-1, ademas de que el IGF-1 puede
ser una senal potencial del estado energético de las vacas sobre la actividad
ovarica (Adashi y col., 1985; Ronge y col., 1988; Webb y col., 1999; Bossis y col.,
2000; Stagg, 2000; Ledn y col., 2004). Asimismo una concentracion disminuida de
IGF-1 ha sido asociada con un mayor intervalo posparto (Rutter y col., 1989;
Nugent y col., 1993; Roberts y col., 1997). No obstante que en el presente estudio
no se analizé el IGF1, considerando lo antes discutido se puede pensar que las
asociaciones entre la HC sérica y las variables reproductivas observadas en el
presente estudio, se debieron principalmente a la intensidad y (o) a el tiempo en
que las vacas estuvieron en déficit energético y que a medida que las vacas dejan
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de depender de sus reservas corporales para mantener la lactacion, se van

presentado los eventos reproductivos previos a la primera ovulacion posparto.
Leptina - HC

Contrario a lo encontrado en estudios in vitro (Shaffer y col., 1998; Zieba y col.,
2003), en los cuales se encontrd una_asociacién entre las concentraciones de
leptina y la HC; en el presente estudio no se observé asociacion alguna entre la
leptina y HC, lo cual esta de acuerdo con estudios in vivo realizados en ovinos y
bovinos (Morrison y col., 2002; Block y col., 2003). Algunos autores, sugieren que
la reduccién en los niveles de insulina en plasma en el periodo posparto, podrian
ser parcialmente responsables de la caida en las concentraciones séricas de
leptina (Block y col., 2003).

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio apoyan la idea de que durante el inicio de la
lactancia, la variacion de la concentracion sanguinea de leptina responde mas a
mecanismos de regulacion homeorrética para promover un mayor consumo de
energia, destinado a la produccién lactea, que a los cambios en la adiposidad que
sufren las vacas lactantes.

Las correlaciones entre la concentracion de leptina y las variables reproductivas
indicaron que a una mayor concentracion de la hormona se reducen los dias a la
presentacion de los primeros foliculos medianos y grandes; asi como de la
aparicién del primer CL y estro, ademas de incrementarse el nimero de oleadas
en diversos periodos. Asimismo se observd que, independientemente de los
tratamientos y consecuentemente de los dias a la aparicion del primer CL en cada
grupo, éste evento reproductivo se presentdé en los dias cercanos a una
concentracion pico de el perfil de la leptina observado en cada uno. Derivado de lo
anterior, se puede concluir que en vacas de doble propdsito en anestro posparto,
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la leptina esta involucrada en el control homeorrético que se presenta durante el
inicio de la lactancia y una vez resueltas las carencias de energia por parte de los
animales, la hormona ejerce una accion permisiva para el reinicio de la actividad
ovarica posparto.

La suplementacion energética disminuyd la concentracion sérica de HC durante
todo el periodo posparto y esta Ultima se asoci6 de manera negativa con el
consumo energia, el BE, los cambios de CC y la proteina en leche. Por lo tanto, en
vacas de doble proposito la HC media los ajustes homeorréticos que se presentan
durante la lactacién y en vacas que consumen exclusivamente pasto, promueve
una intensa movilizacion de las reservas de grasa y de proteina, lo cual deriva en
un agotamiento relativo de las mismas que impide mantener la concentracion de
proteina en leche.

La HC se asocio de manera negativa con el tamaiio del foliculo grande, el nimero
de oleadas posparto y de manera positiva con los dias a la presentacion del primer
foliculo grande, al primer cuerpo luteo y al primer celo. Las asociaciones entre la
HC sérica y las variables reproductivas observadas en el presente estudio, se
debieron principalmente a la intensidad y (o) a el tiempo en que las vacas
estuvieron en déficit energético y sugieren que a medida que las vacas dejan de
depender de sus reservas corporales para mantener la lactaciéon, se van
presentado los eventos reproductivos que anteceden a la primera ovulacion
posparto.

Se observé una interacciéon del amamantamiento con la dieta, la cual disminuy¢ la
leptina sérica y en contraste aumenté la HC sérica en vacas que no recibieron
suplementacion energética, por lo que es evidente que durante el periodo
posparto dichas hormonas responden mas a un aporte insuficiente de la energia

requerida para la lactacion que a un efecto directo del becerro sobre la sintesis y
(0) secrecion de las mismas.
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CUADRO 1. ANALISIS DE VARIANZA DEL EFECTO DE LA DIETA'Y EL AMAMANTAMIENTO
SOBRE LA CONCENTRACION DE LEPTINA EN VACAS DE DOBLE PROPOSITO DURANTE

EL ANESTRO POSPARTO.

~ FUENTE DE VARIACION
CUADRADOS MEDIOS

PERIODO D AN A DXA M DXM AXM DXAXM
(Dias)
0-30 6.06(1)° 42.26(33) 67.95™(1) 47.32*(1) 8.58(3) 3.64(3) 0.99(3) 1.48(3)

31-60 11.37*(1) 52.38(33) 152.24™(1) 10.30™(1) 0.84(3) 3.31(3) 041(3) 0.27(3)

61-90 6.07(1)* 60.80(23) 49.42*%(1) 14.61*™(1) 1.36(3) 042(3) 1.893) 1.12(3)

D= Dieta

AN= Animal

A= Amamantamiento

M= Muestra

? . En paréntesis, grados de libertad.
* (P<0.05)

**(P<0.01)
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CUADRO 2. ANALISIS DE VARIANZA DEL EFECTO DE LA DIETA Y EL AMAMANTAMIENTO
SOBRE LA CONCENTRACION DE HORMONA DEL CRECIMIENTO EN VACAS DE DOBLE
PROPOSITO DURANTE EL ANESTRO POSPARTO.

FUENTE DE VARIACION
CUADRADOS MEDIOS

PERIODO D AN A DXA M DXM AXM  DXAXM
(Dias)

0-30 128.32" 3807(33) 1.05(1) 3060(1) 1942  4353) 7.78(3) 34.96(3)
(1) 3)

31-60  171.98™ 4550(30) 13.71(1) 126.05™ 1616  427(3) 19.07 17.01(3)
(1) (1) (3) (3)

61-90  637.40" 50.83(23) 210.05* 32.39(1) 11.72(3) 23.74(3) 837(3) 7.51(3)
(1) (1)

D= Dieta

AN= Animal

A= Amamantamiento

M= Muestra

® . En paréntesis, grados de libertad.
* (P<0.05)

** (P<0.01)
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Cuadro 3. Efecto del amamantamiento y la suplementacion energética sobre las

concentraciones séricas de leptina (ng/ml).

INTERVALO/d PER30 PER60 PER90
0-30 31-60 61-90
Efectos principales™
Pasto 7.70+0.71° 8.89+1.03a 8.91+1.25a
Suplemento 8.07+0.66 8.27+0.80b 8.28+1.42b
Becerro 7.12£0.79a 7.46+0.84a 7.74+0.85a
No becerro 8.65+0.76b 9.70+1.0b 9.45+1.69b
Combinacién de tratamientos
NS-A 6.41+0.43a 7.47+0.21a 7.59+0.17a
NS-NA 8.99+0.38b 10.30+0.26b 10.23+0.32b
S-A 7.8240.34b 7.44+0.17a 7.89+0.17ac
S-NA 8.311+0.38b 9.1010.19c 8.6710.37¢c

" a,b,c. Dentro de cada columna, diferente literal significa diferencia (P<0.05).

* Pasto (forraje cortado fresco ad limitum); Suplemento (forraje cortado fresco mas
suplemento energético); Becerro (becermos-amamantamiento por 7 h); Sin becerro (destete a

las 6 h posparto).
° error estandar
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Cuadro 4. Efecto del amamantamiento y la suplementacién energética sobre las

concentraciones séricas de HC (ng/ml).

INTERVALO/d PER30  PER60 PER90
0-30 31-60 61-90

Efectos pﬁncipales"“’"

Pasto 7.84+0.94%" 7.80+0.90a 10.65+1.16a
Suplemento 5.81+0.69b 5.49+0.77b 4.1241.48b
Becerro 6.9441.09 6.9840.77 9.31+0.88a
No becerro 6.7010.75 6.3140.90 5.4611.66b

Combinacion de tratamientos

NS-A 8.45+0.89 9.12+0.47a 13.32+0.67
NS-NA 7.2240.66 6.47+0.57b 7.97+1.18
S-A 5.43+0.64 4.841+0.42c 5.29+0.78
S-NA 6.19+0.54 6.1410.47b 2.95+1.54

' a,b,c. Dentro de cada columna, diferente literal significa diferencia (P<0.05).

* Pasto (forraje cortado fresco ad limitum); Suplemento (forraje cortado fresco mas
suplemento energético); Becerro (becerros-amamantamiento por 7 h); Sin becermo
(destete a las 6 h posparto).

® error estandar
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Cuadro 5. Coeficientes de correlacion de Pearson de la concentracion de leptina
con variables productivas y reproductivas.

Consumo total de materia
seca

Leche total
Grasa en leche

Condicion  corporal al
parto

Tiempo de presentacion al
primer estro

Tiempo de presentacion al
primer cuerpo ldteo
Tiempo de presentacion al
primer foliculo pequefio
Tiempo de presentacion al
primer foliculo mediano
Tiempo de presentacion al
primer foliculo grande
Numero de  oleadas
foliculares en un ciclo
completo

Numero de  oleadas
foliculares a los 30 dias
posparto

Ndmero de oleadas
foliculares a los 80 dias
posparto

Todos los  Grupo NS-  Grupo NS-NA  Grupo S-A  Grupo S-NA

_grupos A
0.38*
-0.35*
-0.35*
0.51* 0.52* 0.32*
-0.20* -0.20* -0.42*
-0.20* -0.27*
0.50* 0.65*
061* -0.33*
-0.49*
-0.43*
0.48* -0.55*
0.34*

* P<..0001
*P<.01
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Cuadro 6. Coeficientes de correlacion de Pearson de la concentracion de la HC
con variables productivas y reproductivas.

Todos los grupos

Consumo total de materia seca -0.30%*
Mcal pasto+suplemento -043*
-0.31*
Balance energético
Condicion corporal semanal -0.54*
0.31*
Grasa en leche
Leche Total -0 38*
Acidos grasos no esterificados -033*
Tiempo de presentacion al primer estro 041*
Tiempo de presentacion al primer cuerpo liteo 0.33*
Tiempo de presentacion al primer foliculo (0.39%
grande
Numero de oleadas foliculares posparto -0.33*
*P<0.0001
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Figura 1.- Concentracion de leptina y condicion corporal en los grupos NS-A y NS-
NA, durante todo el periodo experimental. Las flechas | { muestran la aparicion

del primer cuerpo lateo posparto y el tiempo de presentacion del primer estro
respectivamente.
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Figura 2.- Concentracion de leptina y condicion corporal en los grupos S-A y S-
NA, durante todo el periodo experimental. Las flechas | | muestran la aparicion

del prmer cuerpo Iiteo posparto y el tiempo de presentacion del primer estro
respectivamente.
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Figura 3.- Concentracion de HC y condicion corporal en los grupos NS-A y NS-
NA, durante las primeras 15 semanas posparto.
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durante las primeras 15 semanas posparto.
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RADIOINMUNOANALISIS HORMONA DEL CRECIMIENTO BOVINA

< Antigeno y antisueros

Se utilizd hormona del crecimiento bovina (HC) purificada a partir de
adenohipofisis bovinas para llevar a cabo la iodacion y para preparar la curva
estandar. La HC (AFP11182B) y el anticuerpo anti-HC generado en mono
(primer anticuerpo), (AFP-B55), fueron donados por el Dr. Parlow del Institut
National de la Recherche Agronomique (INRA). El segundo anticuerpo fue
generado en burro contra gammaglobulina de conejo, por medio de técnicas de
inmunizacion convencionales, y mediante la colaboracion conjunta del Centro
de Ensefnanza, Practica e Investigacion en Producciéon y Salud Animal
(CEPIPSA) de la FMVZ-UNAM vy el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ).

< lodacion de la HC

La HC (AFP11182B) fue marcada con yodo-125 (I'®°), (Amersham
Interational, England, actividad especifica 15 mCi/ug), por el método de la
cloramina T (CLT), (Hunter y Greenwood., 1962) con algunas modificaciones.
La CLT, es un agente oxidante muy potente, capaz de convertir el yoduro a
formas mas reactivas. El procedimiento consiste en agregar 1 mCi (10 pl) de
yoduro de sodio (Na 1'®) a 5 pg (50 pl) de HC disuelta en solucién
amortiguadora de fosfatos salina (PBS) 0.05 M, pH 7.5. La reaccion fue
iniciada agregando 30 pl de una dilucién de 5 mg de cloramina T en 2 ml de
PBS, agitando durante 30 segundos y afiadiendo 70 pl de una dilucién de 15
mg de metabisulfito de sodio en 5 ml de PBS; este Gltimo es un agente
reductor utilizado para parar la reacciéon. Acto seguido, la hormona marcada
fue filtrada en una columna (1 x 50 cm) con Sephadex G-100, lavada
previamente con albumina sérica bovina (BSA), (0.5 g/10 ml) y PBS. Se
colectaron fracciones de 10 gotas por cada tubo, en una serie de 70 tubos con
200 pl de una dilucion al 5% de PBS y albimina en cada tubo, a una
temperatura de 4°C. Durante todo el proceso de marcacion se mantuvo la
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cadena fria para evitar danos en la hormona, ya que se ha reportado que esto
ocurre y que puede afectar alrededor del 50% de la hormona. El dafo que
sufren algunas proteinas, tal es el caso de la hormona de crecimiento; es que
estas tienden a agregarse durante la iodacion. El material agregado puede
adherirse a los tubos, provocando un incremento en la union no especifica
(Mcintyre et al., 1974).

En el presente estudio se encontré que el primer pico (tubos 22-24) en la
iodacién, correspondid a una fraccion de HC marcada danada, siendo el
segundo pico (tubos 36-46) el que contuvo a la HC marcada intacta (HC-1'%).
La condicion de las diferentes fracciones, fue evaluada por su capacidad de
unién al anticuerpo asi como su union no especifica. De acuerdo con estos

resultados, la HC-1'%®

correspondiente al segundo pico fue utilizada para llevar
a cabo el radioinmunoanalisis (RIA) de HC. Esta HC-1'®® tuvo una actividad
especifica de 36 pCi/ug. El patrén de coleccion de HC-1'%®, se muestra en la

siguiente figura:
HC-1'*

60 HC-1'%® integra
dafiada

CPM 10*
2

20

10

1 4 10 1520 21 22 23 24 25 26 27 29 30 36 38 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 70
No. de tubo

Figura 1.- Perfil de separacion de la HC marcada con I'* por cromatografia en
Sephadex G-100.
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Para todas las diluciones a excepcion del segundo anticuerpo se utilizé6 PBS +
5 g/L de BSA y 9.3 g/L de EDTA (amortiguador de ensayo). Se prepard una
solucion de HC-1' de 12,000 cpm/100 pl + 0.15% suero normal de conejo. El
segundo anticuerpo se diluyo en el amortiguador de ensayo adicionandole 8%
de polietileniglicol.

<+ Procedimiento y Validacion del RIA.
La titulacion del primer anticuerpo se realiz6 mediante la determinacion de la

1'% y de la unién no especifica (UNE), la cual

unidon maxima (B0), con la HC-
consiste en uniones de la hormona marcada en ausencia de antisuero o
anticuerpo contra HC. Se probaron diversas diluciones del primer anticuerpo,
encontrando que las diluciones mas adecuadas fueron de 1:80, 000 dilucion
inicial y asi se utilizé en el RIA. El segundo anticuerpo se usé a una dilucién
inicial de 1:30. La curva estandar abarcé un rango de 0 a 250 ng/ml. Asi mismo
se probaron diversos tiempos de incubacion y temperatura, encontrando que
una incubacién de 24 h a 4°C era la mas conveniente. El protocolo de RIA para
HC se describe en el cuadro 1.

Se determiné el paralelismo mediante el desplazamiento producido por
diferentes diluciones (12.5, 25, 50 y 75%) de suero bovino con concentraciones
de HC determinadas previamente.

El porcentaje de recuperacion de HC, asi como el efecto matriz del suero, en
este sistema, se evalud utilizando un suero con una concentracién baja, al cual
se le agregaron cantidades conocidas de HC. El porcentaje de recuperacion
fue de 100 + 7.48 %. La unién maxima promedio en los ensayos fue de 25.2 +
4.8 %, con uniones inespecificas de 2.5 + 0.6 %. El Los coeficientes de
variacion intra e inter analisis ensayo fueron de 4.8 % y 9.2 %, respectivamente.
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