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1) RESUMEN

Se investigo el efecto de diferentes estados corporales a los 30 dias antes del parto (-30
dpp) inducida por un manejo nutricional diferencial desde -100 dpp hasta -30 dpp sobre
los pardametros productivos, los dias a la primera ovulacion y los parametros sanguineos
en vacas primiparas (L1, n=30) y multiparas (L2, n=32), raza Holando en condiciones de
pastoreo. Las vacas tuvieron similares escore de estado corporal a los -100 dpp y
difirieron después del tratamiento nutricional, pero todos los grupos presentaron un
estado corporal similar a los 21 dpp. La produccion de leche corregida por grasa fue
mayor en vacas de alto estado corporal (23£0.7 vs 20.9+0.8 para L1y 27+0.7 vs 25+0.8
para L2). La probabilidad de dias para la primera ovulacién fue afectada por el estado
corporal anidado a la paridad (P=0.13) los dias 30 y 50 posparto. El tratamiento afectd
varios perfiles metabdlicos/endocrinos de acuerdo a la paridad, lo que sugiere que las
reservas metabdlicas sefialan el eje productivo/reproductivo con el fin de provocar una
particion de nutrientes diferencial en vacas adultas frente a vacas de primer parto. El
hallazgo mas interesante de este estudio fue que la diferencia mas pequefia en la
puntuacion de estado corporal inducido entre los grupos (0,5 puntos en una escala de 1 a
5) tuvo efectos relevantes en la probabilidad del dia a la primera ovulacion y en la leche
corregida por grasa al 4%.

2) SUMMARY

We investigated the effect of different body condition score at 30 days before calving (-
30 dpp) induced by a differential nutritional management from -100 dpp until -30 dpp on
productive parameters, the days to first ovulation and blood parameters in primiparous
(L1, n=30) and multiparous (L2, n=32) Holstein cows under grazing conditions. Cows
had similar body condition score at -100 dpp and differ after the nutritional treatment,
but all groups presented a similar body condition score 21 dpp. Fat corrected milk
production was higher in high body condition cows (23+0.7 vs 20.9+0.8L for L1 and
27+0.7 vs 25+0.8L for L2). The probability of days to first ovulation was affected body
condition within parity at 30 and 50 days pospartum. Treatment affected various
endocrine/metabolic profiles according to parity; suggesting that the metabolic reserves
signal the productive/reproductive axis so as to provoke a differential nutrient
partitioning in adults cows vs first-calving cows. The more interesting finding of this
study was that the rather small difference in the induced body condition score among
groups (0.5 points in a 1 to 5 scale) had relevant effects on the probability of cycling and
fat corrected milk production.

3) INTRODUCCION

Durante la lactancia temprana, el principal reto que enfrentan las vacas, es un aumento
subito y marcado de los requerimientos de nutrientes para la produccion de leche, en un
momento cuando el consumo de materia seca y por lo tanto el suministro de nutrientes,
se atrasan respecto a los requerimientos (Drackley. 1999). Por otra parte, la disminucion
del consumo que caracteriza el periodo de transicion, puede llegar hasta un 30%, siendo
esta una de las causas del balance energético negativo (BEN), (Grummer. 1995;
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Grummer et al. 2004). Este periodo de BEN se caracteriza por la movilizacién de la
grasa que se refleja en con una elevacion de las concentraciones circulantes de los acidos
grasos no esterificados (NEFA) (Pedron et al. 1993; Ingvartsen & Andersen. 2000;
Burke y Roche. 2007), que se acomparfia a menudo con un aumento de la produccion de
B-hidroxibutirato (BHB) (Whitaker et al. 1999).

La evaluacién del estado corporal (EC) al momento del parto, y el grado de pérdida de
EC entre el parto y el nadir tienen profundos efectos en la produccion de leche en vacas
lecheras en pastoreo (Roche et al. 2007). Estos autores sugirieron que el EC 6ptimo al
momento del parto para maximizar la produccion de leche fue de 3,5 (en una escala de 5
puntos). EI EC preparto tienen efectos positivos en el pico de produccion de leche, la
leche y leche corregida por grasa al 4%: por cada unidad de incremento en EC a las 8
semanas preparto, la produccion de leche a los 60 dias y la leche corregida por grasa al
4% determind un aumento lineal de 32,5 y 55,8 kg/vaca/dia, respectivamente, y a los
270 dias, la produccion de leche y leche corregida al 4% se incrementd de 89,2y 114,0
kg/vaca/dia, respectivamente (Roche et al. 2007).

Ademas, una pérdida importante de EC tiene efectos negativos sobre la reproduccion:
las vacas que pierden un punto de EC durante la lactancia temprana tienen alto riesgo de
infertilidad, con tasas de concepcion del 17% al 38% (Butler. 2000). Es aceptado que las
vias endocrinas que informan sobre el estado metabdlico al eje reproductivo incluyen la
insulina y el factor similar a la insulina tipo | (IGF-1) (Kawashima et al. 2007). Wathes
et al. (2007a) reportd en condiciones de confinamiento, que la concentracién de IGF-1y
de insulina descendié antes y alrededor del parto respectivamente y alcanzaron la
concentracion mas baja a las 2-3 semanas después del parto. En las vacas en pastoreo, la
concentracion de insulina empez6 a disminuir antes del parto, las concentraciones
minimas fueron encontrados alrededor del parto, pero los niveles se recuperaron
totalmente en el dia 30 después del parto (Meikle et al. 2004). La reduccion de las
concentraciones de IGF-I se asocian con anestro posparto largo, quistes ovaricos, y
cuerpo luteo persistente en las vacas lecheras en sistemas de produccion en condiciones
de confinamiento (Taylor et al. 2004; Roberts et al. 1997; Konigsson et al. 2008) y en
pastoreo (Meikle et al. 2004). Sin embargo, Wathes et al. (2007b) reportaron que las
concentraciones de IGF-I no estaban relacionadas con el comienzo de la actividad luteal
en la semana -1, -2 y 2 a las 8 semanas posparto. Del mismo modo, Taylor et al. (2003)
encontro que las concentraciones de insulina de 2 semanas antes del parto a 20 semanas
al momento del parto no fue diferente entre las vacas que presentaron ovulacion
prematura o tardia.

Por otra parte, la paridad tiene un efecto sobre la duracion del anestro posparto: a pesar
de presentar el mismo EC al momento del parto, las vacas primiparas (L1) presentaron
anestro posparto mas prolongado que las multiparas (L2), tanto en confinamiento
(Tanaka et al. 2008) como en sistemas de produccion de pastoreo (Meikle et al. 2004).
Sin embargo, hay trabajos que no han encontrado ningun efecto de la paridad
(Cavestany et al. 2009) o incluso que las vacas L1 presentaron anestro mas corto que las
vacas L2 (Kawashima et al. 2006). Ademas, se ha reportado que la concentracion de
hormonas difiere de acuerdo a la paridad. Las concentraciones de IGF-I fueron mayores
en L1 que en las vacas L2, antes y después del parto en condiciones de confinamiento
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(Taylor et al. 2004; Wathes et al. 2007a). En cambio, lo contrario ha sido determinado
bajo condiciones de pastoreo (Meikle et al. 2004). Dado que varios factores afectan el
medio endocrino, estos resultados contradictorios podrian deberse a diferencias en el
manejo de los animales, principalmente en los aspectos relacionados con la nutricion.

La mayoria de los reportes sobre el efecto del EC en los parametros productivos y
reproductivos se basan en una clasificacion de las vacas de acuerdo al estado corporal al
parto (Meikle et al. 2004; Gallo et al. 1996; Patton et al. 2007) y/o en el momento de la
iniciacion del periodo de transicion (Shrestha et al. 2005). No se encontraron reportes
sobre el efecto inducido (por ejemplo controlado) del EC en el inicio del periodo de
transicion sobre las respuestas productivas y reproductivas, por lo que los hallazgos
previamente reportados podrian ser el resultado de una capacidad diferencial de los
animales para hacer frente a un balance energético negativo durante este periodo.
Ademas, considerando que las vacas de primer parto aun no han finalizado su propio
crecimiento hipotetizamos que la particion de nutrientes — determinada en este trabajo a
través de los parametros productivos, endocrinos y metabdlicos — en vacas con alto y
bajo EC es diferente en vacas primiparas vs multiparas.

4) ANTECEDENTES ESPECIFICOS
a. Caracterizacion de la Produccion de leche en el Uruguay

La produccidon de leche se ha duplicado en la ultima década (1990 al 2001, incremento
de 699 a 1582 millones de litros). ElI nimero de establecimientos lecheros se redujo
(6500 en 1990 a 3600 en el 2007/2008) siendo mayor la desaparicion de los
establecimientos de menos de 50 ha. El total de animales destinados a la produccion
lechera en 2007/08, fue de 744 mil cabezas bovinas. Las exportaciones de productos
lacteos en 2008, tuvieron un valor de 434 406 miles de U$S (ddlares americanos), lo que
representa 7.6% del total de las exportaciones de origen agropecuario. En nuestro pais
por tratarse de un sistema pecuario de base pastoril, la produccion de leche acompafia la
produccion estacional de las pasturas dandose en primavera el maximo de produccién de
leche, seguida por los meses de otofio (DIEA. 2009).

La dinamica de los sistemas de produccion lechera ha estado caracterizada por un
proceso de permanente intensificacion productiva. Si bien el aporte forrajero
fundamental proviene de praderas, la demanda de reservas ha registrado a nivel de los
tambos un crecimiento permanente. En relacion al origen de las reservas, en la
primavera se generan excedentes de praderas y de algunos cultivos invernales, siendo su
destino mayoritario la realizacion de fardos y en segundo lugar henilajes y ensilajes. En
otofio se cosechan los cultivos estivales implantados, caracterizados por una alta
produccion de materia verde y cuyo destino fundamental es la realizacion de ensilajes de
planta entera y/o grano humedo y en segundo lugar la produccion de grano seco para
suplementacién (DIEA. 2009).

En Uruguay se ha reportado que el 60% de los tambos tienen sistema de paricién
continua, pero que los mismos comprenden tambos de menos de 200 ha y el 40%



restante presenta paricion estacional en otofio. Lo que es de resaltar también es que los
tambos de paricion estacional de otofio aportan el 61% de la leche remitida (DIEA.
2009).

En investigaciones nacionales llevadas a cabo con partos de otofio, se ha llegado a la
conclusion de que se produce una baja produccion de leche en el posparto temprano, no
alcanzando los picos potenciales de produccién (Chilibroste et al. 2003). El otofio se
transforma en la estacion critica ya que coincide el fin del ciclo de la oferta de verdeos
de verano y praderas, con la siembra de verdeos de invierno y nuevas praderas, y con el
inicio de la estacion de crecimiento de otofio-invierno de las praderas de segundo y
tercer afio que representan una baja proporcion del area potencial de pastoreo. Por tanto,
es una estacion critica para la produccion de forraje y leche en los sistemas lecheros
(Chilibroste et al. 2003; Ernst. 2004). Estos sistemas de produccion por tanto, estan
caracterizados por no alcanzar el maximo potencial de los recursos, pasturas y animales,
siendo el otofio la época de partos mas vulnerable a producir menos con una mayor
brecha entre requerimientos y oferta de alimentos, siendo ésta época de estudio de este
trabajo de tesis.

b. Eficiencia reproductiva: efectos sobre las empresas agropecuarias

Producir un ternero a intervalos regulares es un prerrequisito para obtener una
performance de la lactacion rentable (Royal et al. 2000). Si la meta reproductiva es
lograr un intervalo entre partos de 12 meses (Louca & Legates. 1976), el intervalo parto
concepcion (IPC) es quien lo determina, ya que la longitud de la gestacién es constante.

El intervalo parto primer servicio (IPS) esta influenciado por tres factores: 1) el periodo
de espera voluntario luego del parto, 2) el reinicio de la ciclicidad ovarica posparto y 3)
la eficiencia en la deteccidn de celos. Si el IPS es largo se puede deber a una falla en la
deteccion de celos, en el registro de éstos o0 a un anestro posparto prolongado. Si el IPC
es largo se puede deber a un problema en el semen que se esta utilizando, a la técnica de
IA o0 a los puntos mencionados anteriormente (Cavestany. 2000).

Por otra parte, la primera ovulacion ocurre entre los dias 14 y 35 posparto y por lo
menos el 50 % de las vacas presentan ovulacién silenciosa (Schams et al. 1978). Para
que el celo se manifieste, ademas de tener niveles de estradiol significativos, es
necesario que la vaca haya tenido previamente concentraciones elevadas de progesterona
(Gatica. 1993).

A nivel internacional, Lucy (2001) reporta que en los establecimientos lecheros de
Estados Unidos ha aumentado el nimero de animales en el rodeo (por encima de los 200
animales) y que este incremento crea un nuevo paradigma para el manejo reproductivo.
Las vacas lecheras modernas (Década del 90 en adelante) tienen largos intervalos a la
primera ovulacion, alta incidencia de anestro y fases luteales anormales, baja
concentracion de progesterona e IGF-1 en sangre, aumento de las ovulaciones multiples,
tasas melliceras y grandes pérdidas embrionarias. Segin Roche & Diskin (2005), la baja
eficiencia reproductiva afecta la rentabilidad debido a: largos IEP con menos leche y
menor namero de terneros por afio, un aumento del descarte por fallas reproductivas que
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reduce en el progreso genético y aumenta a su vez los costos por reemplazos, las bajas
tasas de concepcion que aumentan los costos de inseminacion y vacas con largos
periodos secos 0 con bajas lactancias que pueden llevar a tener vacas en excesivo EC
con subsecuentes problemas reproductivos.

En Uruguay, existen dos problemas diagnosticados, el anestro posparto y la falla en la
deteccion de celos (Ibarra. 2002). Ademas en la encuesta realizada por CONAPROLE
("Leche Invierno 2002") con informacion de los servicios de otofio de 2001 se reporta
que el IPC fue de 147 dias, con un porcentaje de prefiez de 67.7%. Por otro lado, Segun
la encuesta 2007, el 23% de las explotaciones tienen IEP de 12 meses, el 54% entre 13y
14 meses y el 23% restante, 15 meses (DIEA. 2009). Un alargamiento del IEP,
determinado principalmente por anestro posparto y falla en la deteccién de celos,
provoca la pérdida de 36, 142, 245 y 317 litros de leche al afio/vaca, si se extiende por
10, 20, 30 o 40 dias, respectivamente (Cavestany. 2004).

c. Periodo de transicién en la vaca lechera: perfiles metabdlicos y
endocrinos

En la vaca lechera ocurren eventos claves que se enmarcan bajo el termino de
teleoforesis u homeoresis, definido por los autores Bauman & Currie. (1980) como: “la
coordinacion de los cambios en el metabolismo de los tejidos corporales, necesarios para
soportar una etapa fisiolégica”. Estos eventos ocurren mayormente durante el periodo de
transicion y durante la lactancia temprana.

Esta transicion de la gestacion tardia, a la lactacion temprana, es la etapa mas interesante
del ciclo de lactacion (Drackley. 1999). La longitud de este periodo es variable segln
autores, pero Grummer (1995), lo ha definido como el periodo correspondiente a las tres
semanas previas al parto y las tres semanas posteriores a éste. Durante el mismo, la
gestacion, el descenso del consumo de materia seca durante la gestacion tardia, la
lactogénesis y el parto tienen draméticos efectos en el metabolismo de vacas lecheras.
Sumado a esto, la mayoria de los desordenes de la salud de los animales ocurren durante
éste periodo (Drackley. 1999).

Como se menciond anteriormente, ocurre un descenso en el consumo de materia seca
pudiendo llegar a una reduccién del 30% antes del parto, generando un balance negativo
de nutrientes (Grummer. 1995). Esta caida es aun mayor en vaquillonas que en vacas
(Grummer et al. 2004) y esto es mas grave ya que las mismas tienen mayores
requerimientos, debiendo de afrontar la prefiez y su propio crecimiento.

El déficit energético se genera por un desequilibrio entre los aportes y los requerimientos
del momento. Estos requerimientos aumentan en el Gltimo tercio de la gestacion por el
crecimiento fetal, y luego del parto sufren un aumento ain mayor debido a la produccion
lactea. Todos estos eventos que la vaca debe de contrarrestar estan mediados o
desencadenan cambios a nivel endocrino y metabolico que caracterizan este periodo. La
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glucosa es utilizada prioritaria y obligatoriamente por la glandula mamaria de manera
que, la consecuencia del déficit de energia es la movilizacion de los depdsitos de grasa,
con la liberacion de acidos grasos libres en sangre. Una parte de éstos aparecen por un
lado en la leche y provoca un aumento de la grasa en la misma y también un aumento de
los depdsitos grasos en higado, pudiendo provocar degeneracion grasa (Lotthamer.
1992).

Las adaptaciones para afrontar el periodo de transicion, suceden principalmente a nivel
del tejido adiposo, higado, musculo, intestino y glandula mamaria. Diez dias antes del
parto se produce un incremento de los NEFA que puede preceder al descenso en el
consumo de materia seca. Drackley (2000) establece que la lip6lisis ocurre por un
balance energético negativo o en respuesta al estrés. El inicio de la lipolisis es catalizada
por la activacion de una enzima que es la lipasa, que es estimulada por varias hormonas
que tienen un rol primordial en la redistribucion de nutrientes.

Meikle et al. (2004, 2006) demostraron el perfil de los NEFA para las vacas y
vaquillonas en condiciones pastoriles. En ambas categorias se elevaron al parto, pero las
primiparas presentaron mayores niveles de NEFA en sangre. En acuerdo con este perfil,
las vacas primiparas presentaron mas muestras con concentraciones mayores a 1 mmol/L
de BHB indicativas de cetosis subclinica (Meikle et al. 2004). Ademas este incremento
en los niveles de NEFA y BHB, es consistente con el descenso del EC (Meikle et al.
2006). Las enzimas hepaticas (AST: aspartato amino transferasa, LDH: Lactato
deshidrogenasa y GLDH: Glutamato deshidrogenasa), aumentan luego del parto,
evidenciando el estado catabolico (Reist et al. 2003).

Los severos cambios que generan el balance energético negativo estan asociados con
cambios en el eje la hormona de crecimiento (GH), existiendo una desregulacion en el
higado de los receptores de dicha hormona (Andersen et al. 2004). Este estado se
caracteriza por altos niveles de GH y baja produccion del factor de crecimiento similar a
la insulina (IGF-I) por existir una baja concentracion de receptores para GH en el higado
para estimular la produccion de IGF-I. A su vez, estos bajos niveles de IGF-1 no logran
inhibir la secrecion de GH lo que caracteriza una mayor produccién de GH y por ende el
desacople del eje somatotrofico.

Teniendo en cuenta lo que sucede con las concentraciones de IGF-I entorno al parto, el
IGF-I es un indicador del estado energético y juega un rol importante en el control del
metabolismo y la reproduccién (Taylor et al. 2004). Las concentraciones de las
hormonas tiroideas, insulina e IGF-I se mantienen bajas durante el periparto
acompafando las concentraciones altas de BHB y NEFA (Meikle et al. 2004). La
concentracion de IGF-I se recupera durante el posparto y evidencia el balance energético
negativo del animal: vacas con un peor balance energético presentan menores
concentraciones de IGF-I (Meikle et al. 2004). Roche et al. (2005) establecieron que las
vacas que son subalimentadas en el preparto movilizan reservas corporales y tienen altas
concentraciones de GH, NEFA y BHB, y bajas concentraciones de IGF-I, glucosa,
insulina y leptina antes del parto. Ademas en las primeras 20 semanas posparto, las
vacas que presentan peor balance energético, presentan menores concentraciones de
insulina, IGF-1 y T3 y mayores de GH (Reist et al. 2003). Wathes et al. (2007a) reporta
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que la concentracion de insulina desciende alrededor del parto y que llega a la
concentracion minima 2 a 3 semanas posparto en vacas en condiciones de confinamiento
y que la concentracion de IGF-I decae en el preparto, alcanzando el minimo 2 a 3
semanas posparto.

Por otro lado, existen diferencias en las concentraciones de insulina e IGF-I en plasma
segun la paridad. La concentracion de IGF-1 es mayor en vacas primiparas con respecto
a las multiparas antes y después del parto (Taylor et al. 2004 y Wathes et al. 2007a). Sin
embargo esto es opuesto a lo reportado por Meikle et al. (2004), ya que las multiparas
tuvieron mayor concentracion en condiciones de pastoreo. Wathes et al. (2007a)
reportan que las diferencias encontradas entre las concentraciones de IGF-I entre vacas
de sistemas de confinamiento del Reino Unido y los de Uruguay, pueden estar
explicadas por diferencias de manejo y/o genéticas entre continentes pudiendo tener un
efecto importante en la relativa madurez con que las vacas tienen su primer parto y la
subsecuente respuestas en las futuras lactancias.

d. Anestro posparto: caracteristicas y factores que lo afectan

El anestro es el resultado de una insuficiente liberacién de GnRH desde el hipotalamo
para estimular y mantener la secrecion de gonadotrofinas (Senger. 2003). La condicién
del anestro esta caracterizada por el crecimiento de foliculos que se atresian y que no
Ilegan a un tamafio preovulatorio (Wiltbank et al. 2002).

Ademas es conocido que la nutricion afecta los pulsos de la hormona luteinizante (LH),
lo que a su vez determina la concentracién de estradiol producida por el foliculo
dominante. El estradiol es un factor clave en determinar si se establecera o no un feed-
back positivo con la GnRH y por ende su concentracion determinaré la magnitud de los
niveles de LH y de la hormona foliculo estimulante (FSH), y si el foliculo dominante
llegaré a ovular o a la atresia (Roche & Diskin, 2005). Existe una clara evidencia de que
la subnutricién actta incrementando la sensibilidad del hipotalamo al feed-back negativo
provocado por los estrogenos (Wiltbank et al. 2002).

Beam & Butler (1998) estudiaron el balance energético, el desarrollo folicular y los dias
a la primera ovulacion en vacas en condiciones de estabulacién suplementadas con
distintos niveles de grasa en dietas posparto. Clasificaron el patron de desarrollo
folicular en tres tipos: 1) ovulacion de la primera onda folicular, 2) regresion de la
primera onda y el desarrollo de ondas adicionales y 3) desarrollo de quistes foliculares.
En primer lugar observaron una correlacion positiva entre los dias a la primera ovulacién
y los dias donde ocurri6 el peor balance energético. El diametro del foliculo dominante
(FD) no se diferenci6 entre las vacas que ovularon y aquellas que sufrieron atresia de FD
de la primera onda, sin embargo las concentraciones de estrogenos fueron menores para
éstas ultimas. También encontraron mayores concentraciones de IGF-1 (entre los dias 1-
14 posparto) en las vacas que ovularon. Sin embargo, Noseir (2003) establecio
diferencias entre los foliculos que ovulan y los que se atresian: los primeros tienen un
didmetro mayor 10 mm y determinan una mayor concentracion de estradiol plasmatica.
Lucy (2000) expresa que la funcién ovarica posparto probablemente dependa de la
pulsatilidad de la LH y de la concentracion de IGF-1 en sangre. La contribucion de cada
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hormona para una funcién normal, seria dificil de establecer, pero ambos factores se
incrementan en el posparto cuando se incrementa la nutricion.

El balance energético negativo durante las primeras 3-4 semanas posparto esta altamente
correlacionado con los dias a la primera ovulacion, por lo tanto la longitud de éste
intervalo representa una importante interaccion del estatus energético y la performance
reproductiva. Kadokawa et al. (2006), provocaron balance energético negativo a un
grupo de vacas y detectaron correlacion positiva entre la frecuencia de los pulsos de LH
y el BEN; asi como también entre la frecuencia de los pulsos de LH y los niveles de
leptina.

Las vacas que pierden un punto o mas de EC durante la lactacion temprana, tienen
mayor riesgo de tener menor fertilidad con tasas de concepcion que van desde 17 a 38%,
segun lo reportado por varios estudios (Butler. 2000). Butler et al. (1981) establecieron
que el intervalo a la primer ovulacion fue de 36 dias y que estaba influenciado por el
BEN o sea que a mayor BEN, mayor cantidad de dias a la primera ovulacion. En
promedio la primera ovulacion ocurrié a los 10 dias del nadir del balance energético. Sin
embargo, Patton et al. (2007) no demostraron asociacion entre el momento en que
ocurrio el nadir del balance energético y el momento del inicio de la actividad luteal,
explicado esto por la escasa variacion entre las vacas, ya que el 80% de las mismas
tuvieron el nadir a la primera semana posparto.

Por otro lado, Pushpakumara et al. (2003) encontraron que las vacas con ciclos
anormales posparto, fueron las que presentaron menor EC al parto, menores niveles de
IGF-1 y altos niveles de GH. Esto fue coincidente con Adrien et al. (2006), donde los
animales con peor EC a los 10 dias previos a la primera ovulacién, demoraron mas en
reiniciar la ciclicidad ovarica posparto.

En trabajos nacionales se han reportado intervalos a la primera ovulacién para
vaquillonas en condiciones pastoriles de 12 a 48 dias (Blanc et al. 2002).
Posteriormente, Adrien et al. (2006), determinaron una longitud al reinicio de la
ciclicidad ovérica de 30+12 dias para vacas primiparas en condiciones de pastoreo.

También se ha asociado la frecuencia en los ordefies con el dia a la primera ovulacion,
vacas ordefiadas una vez por dia tuvieron anestros mas cortos que aquellas ordefiadas
tres veces por dia, sin afectar el intervalo parto concepcién (Patton et al. 2007). Esto
surge de la idea de que a mayor frecuencia de ordefio, mayor demanda de energia para
producir leche, pero estos autores reportan que no existié asociacién entre la produccion
de leche y la funcidn reproductiva, y existio una relacion positiva entre el contenido de
proteina de la leche y parametros reproductivos tales como tasa de concepcion y reinicio
de la ciclicidad ovarica posparto.

Otro factor importante que puede afectar el reinicio de la ciclicidad ovérica posparto es
la paridad: las vaquillonas demoran més en reiniciar su actividad con respecto a vacas
adultas, ya que ademas de los requerimientos para la produccion de leche, deben de
destinar nutrientes para completar su desarrollo corporal (Cavestany, 2004). Esto
coincide con otras investigaciones nacionales como las de Meikle et al. (2004), en las
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que las vacas primiparas presentaron un intervalo parto primera ovulacion mas
prolongada. Las vaquillonas demoraron 50 dias mas en reiniciar su ciclicidad (estimado
como intervalo parto-primer servicio o como probabilidad de recibir servicios) con
respecto a las vacas adultas en el relevamiento de Ibarra & Chilibroste (2004) realizado
a gran escala y en 37 predios comerciales. Evaluando la probabilidad de recibir servicios
en distintas etapas en el posparto, encontraron que a los 60 dias posparto (dpp) existe un
bajo nimero de vacas que pueden recibir servicios (16-33%), entre los 60-120 el nimero
se eleva, pero la mayoria de las mismas son vacas multiparas, mientras que a los 120
dpp se encuentran la mayoria de las vacas primiparas (40%).

Tanto la insulina como el IGF-I estan vinculados al anestro posparto, tanto Taylor et al.
(2004), como Meikle et al. (2004) determinaron una correlacion negativa entre IGF-1'y
la longitud del anestro: vacas con niveles mayores de IGF-1 reiniciaron su ciclicidad
ovarica posparto rapidamente. Sin embargo, Patton et al. (2007) para condiciones de
estabulacion reportaron una asociacion positiva entre las concentraciones de IGF-I desde
el dia 1 a 14 posparto con el comienzo de la actividad luteal, pero no hubo relacion con
la concentracion de insulina plasmatica.

En resumen, el anestro posparto esta influenciado por el balance energético generado en
los animales a partir de los aportes de la dieta y los requerimientos energeéticos para la
produccion y mantenimiento (Butler et al. 1981; Beam & Butler. 1998; Lucy. 2001). El
balance energético y sus consecuencias se reflejan a través de la evolucion del EC de las
vacas (Blanc et al. 2002; Butler. 2000 e Ibarra & Chilibroste. 2004). También la paridad
afecta el reinicio, siendo las vacas primiparas las de anestro mas prolongado (Cavestany.
2004)

e. Estado corporal en el periparto: efectos sobre la produccion de leche
y la reproduccion

En un relevamiento en 31 tambos comerciales de Uruguay remitentes a CONAPROLE,
se concluyé que en los dltimos 15 dias preparto, ya sea vacas primiparas como
multiparas, pierden EC, llegando al parto con niveles inferiores a los deseables (ideal
3.5-3.75, Ibarra & Chilibroste. 2004; >3 a 4, Krall & Bonnecarrere. 1997). Ademas de
existir una correlacién negativa entre el EC y la longitud del anestro posparto; las vacas
con menor EC demoraron mas en reiniciar su actividad reproductiva.

En reportes nacionales e internacionales existen muchos estudios en los cuales se ha
tomado en cuenta la evaluacién del EC de las vacas en el periparto (previo, al momento
y posterior al parto) y su vinculacion con parametros metabdlicos, endocrinos,
productivos y reproductivos.

Como ejemplo de estudios a nivel nacional en condiciones pastoriles, Meikle et al.
(2004), seleccionaron animales con alto y bajo EC al parto y se estudiaron la vinculacién
entre el escore de EC con parametros productivos, metabolicos, endocrinos, hormonales
y reproductivos. Estos ultimos autores demostraron una relacion entre el EC al parto y
concentraciones de leptina e IGF-I, vacas con EC>3 tuvieron mayores concentraciones
y a su vez una caida mas abrupta inmediatamente luego del parto, respecto a vacas con
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menor EC. A su vez demostraron una péerdida de EC mas abrupta en el periparto en
vacas primiparas con respecto a multiparas. No encontraron un efecto del EC sobre la
produccion de leche, ni en primiparas, ni multiparas. Las vacas primiparas y con EC< 3

tuvieron un anestro mas prolongado.

Waltner et al. (1993) en condiciones de estabulacion establecieron una relacion positiva
entre EC al parto y la produccion de leche a los 90 dpp, pero con ciertas limitantes.
Incrementos de 2 a 3 puntos (escala 1=flaca y 5=gorda) de EC representaron incremento
de 322 Kg de leche, de 3 a 4 puntos, incremento de 33 kg, pero incrementos mayores de
EC significaron pérdida de produccion de leche de 223 kg. Esto estaria relacionado con
que vacas de mayor estado movilizarian mayor cantidad de reservas con liberacion
excesiva de NEFA que significarian un descenso en el consumo de materia seca. Estos
ultimos autores concluyen que la cantidad de reservas grasas al parto podrian ser un
factor limitante en alcanzar el potencial de produccion. Respecto a variables
reproductivas, los autores no evaluaron el reinicio de la ciclicidad ovérica posparto, pero
si enfermedades reproductivas (metritis, retencion de placenta, ovarios quisticos,
piometra) e intervalo a la primera IA y a la concepcion, no encontrando relacion entre el
EC al parto y las mismas.

En condiciones de confinamiento, Pedron et al. (1993) estudiaron la relacion entre el EC
al parto y demostraron que vacas que parian con EC de 3, 3.5y 4 (escala de 1=flaca y
5=gorda), tenian una perdida maxima durante la lactancia de EC de 0.6, 0.8 y 1.05;
respectivamente. Pero no se demostrd relacién entre el EC al parto con la produccion de
leche, ni con pardmetros reproductivos (dias abiertos, IPC, intervalo parto primera IA).
Reportando que la movilizacion de lipidos soporta la sintesis de leche durante la
lactacion temprana.

Patton et al. (2007) reportaron una asociacion positiva entre el EC al momento de la
primera inseminacion artificial con las tasas de concepcidn al primer servicio.

En los predios lecheros de Uruguay, no esta claro que los productores tengan en cuenta
todos estos acontecimientos que ocurren en el periodo de transicion. En los
relevamientos nacionales surge la informacion de que, las vacas de primer parto como
las multiparas, llegan al parto o manteniendo el EC con el que fueron secadas o
inclusive, perdiendo EC, llegando en BEN al parto, hipotecando produccion de leche y
enlenteciendo el reinicio de la ciclicidad posparto (Chilibroste et al. 2004).

5) PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

El estado corporal es una herramienta Util para el seguimiento del balance energético de
los animales, que se puede utilizar para monitorear el estado de salud del rodeo a nivel
de los sistemas comerciales. El anestro posparto es la primer limitante en el logro de una
buena eficiencia reproductiva a nivel de rodeo y es conocido — tanto a nivel
internacional como nacional — el impacto negativo de un mal EC sobre el mismo. Como
se ha mencionado anteriormente, este efecto parece ser aun mas importante en vacas
primiparas que en multiparas.

10



No hemos encontrado reportes que estudien el impacto del grado de reservas (EC)
inducido sobre los parametros productivos y reproductivos. La mayor parte de los
reportes encontrados clasifican los animales al parto o al momento del inicio de la
transicion, por lo que las variables de respuesta descritas (produccién, reproduccién)
pueden ser afectadas por capacidades inherentes del animal a enfrentar en mejor o peor
medida el estrés metabolico que implica la vaca lechera en transicion (es decir, el EC es
también una variable de respuesta de esta capacidad).

Por lo tanto la hipétesis del trabajo fue que tanto la paridad y el EC inducido en el inicio
del periodo de transicion afectan el rendimiento productivo y los dias a la primera
ovulacion, y que esto esta reflejado en una respuesta diferencial del sistema endocrino y
medio ambiente metabdlico. Hipotetizamos que vacas en mejor EC, tendrian la mayor
produccion de leche y mejor resultado reproductivo (anestros mas cortos) y a su vez
vacas multiparas tendran una mejor performance que las primiparas.

El objetivo general de esta tesis fue contribuir al conocimiento de la endocrinologia
metabolica de la vaca lechera y mas especificamente determinar el efecto diferencial del
EC logrado un mes antes de la fecha probable de parto sobre la produccion de leche,
perfiles metabolicos y endocrinos y sobre el dia a la primera ovulacién en vacas raza
Holando, primiparas y multiparas en condiciones de pastoreo.

Para ello, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

¢ Determinar los efectos del EC al inicio del periodo de transicion en vacas
primiparas y multiparas sobre:
> Pardmetros productivos (produccion y composicion de la leche) vy
reproductivos (reinicio de la ciclicidad ovarica posparto) y
> Los perfiles metabolicos (NEFA, BHB, colesterol, proteinas totales,
albumina y urea) y endocrinos (IGF-I, insulina).

6) MATERIALES Y METODOS

El trabajo de campo se llevd a cabo en la Estacion Experimental “Dr. Mario A.
Cassinoni”, Facultad de Agronomia, departamento de Paysandu, entre el periodo del 15
de diciembre de 2006 al 7 de junio de 2007.

Animales: 62 vacas raza Holando (30 primiparas y 32 multiparas). Las mismas se
agruparon en bloques segln peso vivo y fecha probable de parto, buscando la mayor
homogeneidad dentro de los mismos, 3.5 meses antes del parto. Luego, los animales de
cada bloque fueron asignados en forma aleatoria a los diferentes grupos.

El disefio del experimento consistié en un arreglo factorial de dos categorias de animales
(primiparas y multiparas) por dos estados corporales (4 semanas antes del parto) (alto y
bajo).

Los grupos (ver Cuadro I), fueron definidos segun el estado corporal 4 semanas antes del
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parto.

Cuadro I. Grupo, estado corporal (EC) un mes antes del parto y nimero de partos

Grupo EC N° de partos
L1 bajo Bajo Primiparas
L1 alto Alto Primiparas
L2 bajo Bajo Multiparas
L2 alto Alto Multiparas

Para lograr el EC correspondiente a cada grupo, se realizaron diferentes manejos
alimenticios tres meses y medio (o 100 dias) previos al parto de los animales hasta los
30 dias preparto, la alimentacién se realizd en funcién de las necesidades de los
animales. Se formaron tres grupos: uno que debia ganar (asignacion de forraje: 20Kg
MS/vaca/dia), otro que debia de mantener (14Kg MS/vaca/dia) y otro que debia de
perder EC (7 Kg MS/vaca/dia), en funcion del EC objetivo. La alimentacion se baso en
pastoreo de praderas viejas (+3 afios), con una disponibilidad promedio de 1200 Kg
MS/ha.

Cada 15 dias se estimaba el EC y segun el resultado se evaluaba la continuacion de los
animales en el grupo o se asignaba a otro para intentar llegar al EC objetivo. Para las
evaluaciones de EC, se utilizo la escala de 1-5 (1= flaca, 5=gorda), de las cartillas de
Elanco®, (Edmonson et al. 1989).

Solo permanecieron en el ensayo los animales que respondieron a los tratamientos
nutricionales y los criterios utilizados fueron los siguientes: vacas primiparas y
multiparas en alto EC que ganaron 0.5 puntos de EC, primiparas en bajo EC que
perdieron 0.5 puntos y multiparas en bajo EC que mantuvieron el EC, en dos
observaciones subsecuentes desde los -100 a -30 dias posparto (dpp).

Un mes antes parto, todos animales se manejaron de la misma manera,
independientemente del manejo previo en el cual se intentaba modificar el EC. Por tanto,
el manejo preparto propiamente dicho comenzo el 1° de marzo de 2007 para aquellas
vacas que tenian fecha probable de parto a fines de marzo y el 15 de marzo, para
aquellas a parir en el mes de abril. En esta etapa se dividieron los animales en 2 lotes,
vacas primiparas y multiparas. La alimentacion para vacas multiparas fue: 5,1 Kg
MS/vaca/dia de ensilaje de maiz (planta entera) y 4,6 Kg MS/vaca/dia de concentrado
comercial. Y para las vacas primiparas: 4,2 Kg MS/vaca/dia de ensilaje de maiz y 3,7
Kg MS/vaca/dia de concentrado comercial. El ensilaje y el concentrado se ofrecieron
mezclados por una mezcladora “silodis” en comederos grupales una vez al dia. También
se les ofrecio heno de Moha (Setaria italica) en rollos enteros distribuidos en el campo,
ad libitum. Segun la oferta de alimentos, se estima que la composicion de la dieta
preparto (desde los 30 dias antes del parto, al parto) fue de 9.5% proteina cruda (PC),
54.2% fibra detergente neutra (FDN), 30.8% fibra detergente acida (FDA) con una

12



concentracion de energia metabolizable (EM) de 2.22 Mcal/Kg MS.

Durante el posparto, todos los animales tuvieron acceso a la misma cantidad de
alimentos a partir del parto. La dieta consistio basicamente de tres componentes:
pasturas, ensilaje de maiz y concentrado.

Durante los dos ordefies (realizados 5:00 y 15:00 hs) se ofrecié 1,3 Kg MS de
concentrado comercial 16% de proteina cruda por vaca en cada ordefie.

Luego del ordefie de la mafiana se suministrd el suplemento en comederos individuales
con cepo, ubicados en las instalaciones del tambo. El suplemento se presenta en el
Cuadro I1.

Cuadro 1. Componentes del suplemento hasta el 18/04/07.

ALIMENTO Cantidad en Kg MS
Ensilaje de Maiz 3,1
Concentrado comercial 16 % PC 3,7

El pastoreo se realizé en parcelas semanales para cada grupo de forma separada, en dos
momentos del dia, luego del ordefie de la mafiana y posterior a la administracion del
concentrado en cepos, de 9:30 a 14:30 y luego del ordefie de la tarde, de 17:30 a 4:00 hs.
con una asignacion de 30 Kg MS/vaca/dia. La administracion del alimento en cepos
individuales tuvo como objetivo administrar de forma individual los suplementos a los
animales.

Se utiliz6 una pastura de segundo afio mezcla de Festuca arundinacea, Trifolium repens
y Lotus corniculatus. La composicion de la pastura fue: 25% MS (materia seca), 90%
MO (materia organica), 14.2% PC, 49.0% FDN y 24.5% FDA. La composicion del
ensilaje fue 31.1% MS, 6.9% PC, 65.0% FDN y 33.0% FDA y del concentrado
comercial 89% MS, 18.1% PC, 19.2% FDN y 12.0% FDA.

Debido a las condiciones de exceso de precipitaciones ocurrida en los meses de otofio, se
generd una situacion de déficit de pasturas que no permitié continuar con la rutina de
alimentacion planteada inicialmente. A partir del 18/04/07, se implementaron
modificaciones importantes en la rutina. Se redujo la cantidad de pastura asignada por
vaca por dia, pasando a 20 Kg MS/vaca/dia, en un solo pastoreo diario, de 8:00 a 14:30
hs. Asimismo, aument6 la cantidad de ensilaje de maiz ofrecida (6.7 Kg MS/vaca/dia) y
se comenzO a dar 0.5 Kg MS/vaca/dia de heno de Moha (Setaria italica) y 150
grs/vaca/dia de sal mineral (Bovigol®). La cantidad de concentrado se mantuvo
constante a lo largo de todo el periodo. También se modificd el horario en que se
suministraba el suplemento, luego del ordefie de la tarde y en la noche los animales
permanecieron todos juntos en un encierro con disponibilidad de agua.

Los animales se pesaron desde el mes de diciembre de 2006, una vez por mes y al
momento del parto. La estimacion del EC se realizd cada 15 dias en el preparto y
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semanalmente en el posparto. Las observaciones fueron realizadas por un dnico
observador.

Semanalmente en el preparto y dos veces por semana en el posparto, se extrajeron
muestras de sangre. Las mismas se tomaron en animales en ayunas, de la vena caudal en
la base de la cola. Se utilizaron tubos Vacutainers con heparina sodica. Las muestras se
centrifugaron, inmediatamente luego del sangrado, durante 10 minutos a 4000 rpm. El
plasma obtenido fue conservado a -20°C, para las determinaciones que se detallaran
posteriormente.

La produccion de leche se midio diariamente en ambos ordefies. Los dias martes de
tarde, miércoles (en ambos ordefies) y jueves de mafiana se tomaron muestras para
determinar la composicién de leche. Para estas determinaciones se utilizaron medidores
comerciales Waikato®, tomando una alicuota de la produccion total. Estos frascos
contenian conservante Lactopol®. Las muestras de los 4 ordefies fueron procesadas en el
laboratorio. Se colocaron a “bafio maria” (37 °C), por 10 min, se homogeneizaron y se
tom6é una alicuota de la produccion de cada ordefie (0.5% de la produccion).
Posteriormente, en un frasco se mezclaron las alicuotas de los 4 ordefies y se tomé una
muestra de 35 ml para completar la muestra compuesta para enviar al Laboratorio
COLAVECO (Cooperativa Laboratorio Veterinario de Colonia). Las determinaciones
que se realizaron fueron: % grasa, % proteina y % lactosa.

Los perfiles metabolicos que incluyeron los acidos grasos no esterificados (NEFA)B -
hidroxibutirato, colesterol, proteinas totales, albumina y urea, se determinaron en un
mismo ensayo en el Laboratorio "Dr. Miguel C. Rubino”, DILAVE, Pando, Uruguay,
utilizando las metodologias que se detallan en el cuadro I11.

Cuadro I11. Metabolitos analizados y metodologias utilizadas

Metabolitos analizados Metodologia

Proteina total Reaccion de Biuret (Wiener Lab
864102502)

Albumina Reaccion de Verde de Bromocresol
(Wiener Lab 861250000)

Urea Ureasa UV (Wiener Lab 861237004)

Colesterol CHOD-PAP (Wiener Lab 861231904)

Acidos grasos no esterificados Método ACS-ACOD (kit NEFAC, FA
115, Wako Chemicals)

B-Hidroxibutirato d-3-hydroxybutyrate (Cat. RB 1007

Randox Laboratories Ltd, Ardmore, UK)

Para éstas determinaciones se utilizaron kit comerciales del laboratorio Wiener (Rosario,
Argentina) y fueron usados calibradores “suero calibrador A plus” (Wiener Lab
861244507). Se us6é un auto analizador Vitalab Selectra 2 (Vital Scientific, Dieren,
Paises bajos). Los controles de calidad fueron, Lyotrol N (Ref. 62 373, lot no. 7490620)
y P (Ref. 62 373, lot no. 7348842), y controles internos del Laboratorio “Dr. Miguel C.
Rubino” (DILAVE, Uruguay). El coeficiente de variacion intra-ensayo fue 6.8%, 4.8%,
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0.1%, 3.8%, 4.0%, y 18% para proteina, albumina, urea, colesterol, NEFA y BHB,;
respectivamente.

Las determinaciones de la concentracion de insulina, IGF-1 y la progesterona (P4) fueron
realizadas en el Laboratorio de Teécnicas Nucleares, Facultad de Veterinaria,
Montevideo, Uruguay.

La insulina fue determinada por radioinmunoanalisis (RIA) con un kit de RIA con I'*-
Insulina (Diagnostic Products Co Los Angeles, CA, USA). La sensibilidad del ensayo
fue de 2.2 ulU/ml. EIl coeficiente de variacion intra-ensayo fue de 8.2% y 9.4% para
controles de baja concentracién (2,2 ulU/ml) y media (12.6 ulU/ml), respectivamente.

El factor de crecimiento IGF-I fue determinado usando un ensayo inmunoradiometrico
con un kit comercial (IGF1-RIACT Cis Bio International, GIF-SUR-YVETTE CEDEX,
France). El kit contenia dos anticuerpos monoclonales contra dos diferentes sitios de
antigénicos de la molécula de IGF-1, uno en fase sélida y el otro radiactivo con 1'°. Las
muestras fueron primero tratadas con una solucion acida para separar la proteina
transportadora y luego se saturé con IGF-11, para evitar la reasociacion entre IGF-1 y la
proteina transportadora. La sensibilidad del ensayo fue 0.7 ng/mL. Los coeficientes de
variacion intra-ensayo para el control 1 (74 ng/mL) y el control 2 (535 ng/mL) fueron
6.9% y 7.2%, respectivamente.

Para la determinacion de progesterona se utilizaron kit comerciales (Diagnostic Products
Co. Los Angeles, CA, USA). La sensibilidad del ensayo fue de 0.01 ng/mL. El
coeficiente de variacion intra-ensayo para los controles bajo (0.5 ng/mL) y medio (2
ng/mL) fueron 15.6 y 8.1%, respectivamente.

El dia a la primera ovulacion, se determind como el primer dia luego del parto en el que
la concentracion de progesterona fue mayor a 1 ng/ml de P4 (luteales).

También se determin6 la probabilidad de encontrar vacas que hayan reiniciado su
ciclicidad ovarica posparto, desde el dia 15 al dia 60 posparto.

7) ANALISIS ESTADISTICO

La produccion de leche, composicion de leche, EC, la concentracion de metabolitos y
hormonas y fueron analizados ajustando un modelo lineal general con la siguiente
forma:

Yijk= Bo + i+ Aj(vi) + (Vi) + &ijk + @1+ (oV)i + @rtk(vy) + Sijw

Donde:

Yijk: es la variable de respuesta

Boes el intercepto

vies el efecto de i-ésimo nimero de lactancias

Aj(vi) es el efecto del j-ésimo blogue anidado en el i-ésimo ndmero de lactancias

(vi) es el efecto del k-ésimo estado corporal anidado en el i-ésimo numero de
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lactancias

gijk es el error experimental (entre vacas)

@ es el efecto del I-ésimo dias posparto

(pv)ir €s la interaccion entre dias posparto y nimero de lactancias

¢itk(vj) es la interaccion entre dias posparto y estado corporal dentro de ndmero de
lactancias

dijui es el error de la medida repetida (dentro de vacas)

Se us6 el procedimiento MIXED del programa estadistico SAS (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA). La autocorrelacion entre medidas sucesivas se estimé segun un modelo
autoregresivo de orden 1 (AR(1)). Los datos son presentados en graficas con medias + el
error estandar.

La separacion de medias de los efectos significativos fue efectuada usando el test de
Tukey-Kramer al 5%, excepto cuando se especifique.

Los dias a la primera ovulacion se estudiaron ajustando un modelo similar reducido ya
que se determiné una sola vez en cada animal.

La probabilidad de dia para la primera ovulacion se analiz6 ajustando un modelo lineal
generalizado con la siguiente forma general:

Ln(p / (1-p) ) = Bo + vi + Aj(vi) + (Vi)

Donde:

Ln(p/ (1-p) ) es la funcion logit de la probabilidad de primera ovulacion

Bo es el intercepto

vi es el efecto de i-ésimo numero de lactancias

Aj(vi) es el efecto del j-ésimo blogue anidado en el i-ésimo nimero de lactancias

t(vi) es el efecto del k-ésimo estado corporal anidado en el i-ésimo numero de
lactancias

Se us6 el procedimiento GENMOD del mismo paquete estadistico. Se asumié que la
variable numero de vacas que ovularon en relacion a las vacas observadas tuvo
distribucion binomial.

8) RESULTADOS
Estado corporal y peso vivo
Las vacas primiparas presentaron mayor EC que las vacas multiparas al inicio del
experimento (3.90+0.15 vs 2.67+0.12, P<0.001). No existieron diferencias entre grupos
alto y bajo EC(NL) antes de que los tratamientos nutricionales se iniciaran, pero estos se

diferenciaron entre los dias 85 a 40 preparto (datos no mostrados).

La evolucion de EC y el peso corporal de las vacas consideradas (que fueron las que
respondieron con cambios en el EC a los tratamientos nutricionales) en este estudio se
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muestran en la Figura 1. La evolucion del EC desde los -30 a 60 dias posparto estuvo
afectada por el EC a los 30 dias antes del parto, por los dias posparto y por sus
interacciones (Cuadro V). En las vacas L1 alto (n= 13) el EC aumento entre -100 a -60
dias posparto y ya partir de ese momento disminuyd hasta 21 dias después del parto, L1
bajo (n = 9) perdio EC de los dias de -75 a -30 y volvié a disminuir a partir de los — 15
dias hasta los 15 dias (Figura 1).

El EC a los 30 dias antes del parto y al momento del parto fue diferente entre L1 bajo y
L1 alto: 2.98+0.07 y 2.94+0.07 para L1 bajo y 3.43+0.05 y 3.18+0.05 para L1 alto
respectivamente.

@ L1bajo ==[3= Llalto

4.5 .

W
v

w

Escalade EC(1-5)

N
wn

-120 -90 -60 -30 0 30 60
Dias al parto {parto=0)
Figura 1. Estado corporal desde -100 hasta 56 dias. L1 bajo= vacas primiparas en bajo

EC, L1 alto= vacas primiparas en alto EC. (*) Los asteriscos indican diferencias significativas entre alto
y bajo EC para cada paridad.

El EC de las vacas L2 alto (n=9) se incremento desde el dia -100 al -75 respecto al parto,
permaneciendo constante hasta el dia -30 y descendié posteriormente hasta el dia 15
posparto, mientras que el EC en las vacas L2 bajo (n=8) se mantuvo constante durante
todo el periodo del experimento excepto desde el dia -15 al dia del parto donde hubo un
descenso del mismo (Figura 2).

El EC a los 30 dias antes del parto y al momento del parto también fue diferente entre
L2 bajo y L2 alto: 2.89+0.07 y 2.68+0.07 para L2 bajo y 3.44+0.07 y 3.12+0.05 para L2
alto respectivamente.
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Figura 2. Estado corporal desde -100 hasta 56 dias. L2 bajo= vacas multiparas en bajo

EC, L2 alto= vacas multiparas en alto EC. (*) Los asteriscos indican diferencias significativas entre alto
y bajo EC para cada paridad.

El peso corporal estuvo afectado por los dpp, el nimero de lactancia y por la interaccién
entre el numero de lactancia y dpp (cuadro 1V). Al momento del parto el peso fue de
572+15, 539+15, 610+18 kg y 582+17, respectivamente para L1 alto, L1 bajo, L2 alto y
L2 bajo, siendo las vacas multiparas mas pesados que las vacas primiparas. El peso
corporal 115 dias antes del parto fue similar entre los grupos alto y bajo. Las vacas L1
bajo tendieron a presentar un menor peso corporal 30 y 15 dias antes del parto (P=0,06)
respecto a las L1 alto (Figura 3y 4).

—8—L1lbajo =[+ Llalto
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450 . . . . .

120 90 60 -30 0 30 60

Peso vivo (Kg)

Dias al parto (O=parto)
Figura 3. Peso vivo desde -115 dias posparto. L1 bajo= vacas primiparas en bajo EC, L1

alto= vacas primiparas en alto EC. (*) Los asteriscos indican diferencias significativas entre alto y bajo EC
para cada paridad.
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El grupo L1 alto pierde peso desde el parto a los 15 dpp y los grupos L1 bajo y L2 bajo
tienden a perder en el mismo periodo (P=0.07 y P=0.11, respectivamente). Mientras que
en el grupo L2 alto, recién a los 45 dias se hace significativa la pérdida de peso vivo. A
partir de los 15 dias posparto mantuvieron peso hasta el dia 75, exceptuando el grupo L2
alto que gano peso a los 75 dias posparto respecto a los 45 dpp.

—&— [ 2bajo == L2alto
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L
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Figura 4. Peso vivo desde -115 dias posparto. L2 bajo= vacas multiparas en bajo EC, L2
alto= vacas multiparas en alto EC.
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Cuadro V. Test F, efectos fijos incluidos en el modelo para las mediciones de los parametros: dias posparto (dpp), numero de
lactancia (NL), estado corporal 4 semanas antes del parto [EC(NL)], y las interacciones entre los mismos.

*=P<0.05, **=P<0.01, ***=P<0.001

VARIABLE n dpp NL EC(NL) dpp* dpp*NL
EC(NL)
EC 6 16 ***x *k* *k* **k* **k%*
Peso vivo (kg) 159 ok * - - *ok
Grasa de la leche (%) 385 falakel - il - -
Grasa de la leche (kg) 1390 *x *k * Hokk Kok
Proteina de la leche (%) 385 falad - - - -
Lactosa de la leche (%) 385 *k 0,11 - - -
Produccion de leche (L) 1715 falokel kel - *x *k
Produccion de leche acumulada (L) 40 *kk -
Produccion de leche corregida por grasa al 4% 1423 Fxk Fxk 0.07 fakaie Hkk
NEFA (mmol/L) 118 ek - *k - -
BHB (mmol/L) 118 ** - - - -
Colesterol (mmol/L) 118 Hkk - - ) i
Proteina plasmaética (g/L) 118 *kk * - - -
Albumina plasmética(g/L) 118 ** - 0.08 - -
Urea plasmatica (mmol/L) 118 *k - * - }
IGF-1 plasmaético (ng/mL) 146 falekel - - 0.07 -
Insulina plasmatica (LIU/mL) 162 - 0.13 0.14 - -



Produccién de leche y composicion

La produccion de leche (L) no se vio afectada por el EC(NL), pero las vacas multiparas
produjeron mas leche que las primiparas (Cuadro 1V y Cuadro V). La produccion de
leche disminuyd en las semanas 7 y 8 después del parto.

Cuadro V. Produccion de leche en litros para los diferentes grupos. L1 bajo= vacas
primiparas en bajo EC, L1 alto= vacas primiparas en alto EC, L2 bajo= vacas multiparas
en bajo EC, L2 alto= vacas multiparas en alto EC.

Semanas Error
posparto 2 3 4 5 6 7 8 estandar (&)
Llbajo 242 251 241 240 235 220 216 0.85
Llalto 245 252 246 248 235 230 220 0.67
L2bajo 297 294 288 282 278 271 268 0.85
L2alto 285 286 294 291 284 272 274 0.87

La leche corregida por grasa al 4% fue afectada por la paridad y los dias posparto y hubo
una tendencia del EC — 30 dpp (P=0.06) y por los dias posparto (Figura 5y Cuadro 1V).
Las vacas en alto EC produjeron mas leche que las de bajo EC en distintos momentos en
el posparto (se muestras con asteriscos en la figura 5), también las L2 alto tendieron a
producir més leche que L2 bajo el dia 42 posparto (P=0.08).
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Figura 5. Produccién de leche corregida por grasa al 4% durante los 60 dias posparto. L1
bajo= vacas primiparas en bajo EC, L1 alto= vacas primiparas en alto EC, L2 bajo=

vacas multiparas en bajo EC, L2 alto= vacas multiparas en alto EC. (*) Los asteriscos indican
diferencias significativas entre alto y bajo EC para cada paridad.

El porcentaje de grasa se vio afectada por la interaccion entre el EC(NL) y la paridad:

L1 alto tuvo mayor porcentaje de grasa que L1 bajo (Cuadro IV y VI), pero no se
encontraron diferencias en las vacas L2. Los porcentajes de proteina, grasa y lactosa
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disminuyeron con las semanas después del parto en todos los grupos, ademas no hubo
diferencias en las medias de % proteina y lactosa (Cuadro 1V y Cuadro VI).

Cuadro VI. Composicién de la leche: % de grasa, proteina y lactosa. Produccién de
leche acumulada en los 60 dias posparto (L). L1 bajo= vacas primiparas en bajo EC, L1
alto= vacas primiparas en alto EC, L2 bajo= vacas multiparas en bajo EC, L2 alto=
vacas multiparas en alto EC. Letras diferentes entre columnas difieren estadisticamente
(P<0.05).

L1 bajo L1 alto L2 bajo L2 alto
% de grasa 3.38+0.06° 3.72+0.05* 3.41+0.07°  3.49+0.06®
% de proteina 3.03+0.04* 2.98+0.03%  3.04+0.04° 2.97+0.04°
% de lactosa 4.84+0.03* 4.81+0.03*  4.83+0.03° 4.72+0.03%
Produccion de leche
acumuladaalos 60 dpp ~ 1079+44°  1105+32°  1359+45° 1437+45°

La paridad, el EC(NL), la semana posparto asi como sus interacciones afectaron los
kilos de grasa de la leche (Cuadro V). Las vacas del grupo L1 alto produjeron mas kilos
de grasa que las del L1 bajo. La produccién acumulada en 60 dias presentd los mismos
patrones de la produccion diaria de leche (Cuadro 1V y Cuadro VI).

Acidos grasos no esterificados y 8- Hidroxibutirato

La concentracion de NEFA se vio afectada por el EC(NL) y la semana posparto (Cuadro
IV), pero no hubo efecto de la paridad. La concentracion de NEFA aumenté al parto
(Figura 6A) y los niveles disminuyeron un mes después del parto. Las vacas L1 alto
presentaron las mayores concentraciones de NEFA que las L1 bajo al momento del
parto, pero no se encontraron diferencias a partir de ese momento.

Las vacas L1 bajo tuvieron bajas concentraciones de NEFA durante el periodo
experimental, pero los niveles tienden a aumentar al dia 15 y 30 después del parto
(P=0,08 y P=0,09, respectivamente).
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Figura 6. Concentracién de NEFA (A) y BHB (B) en plasma. L1 bajo= vacas primiparas
en bajo EC, L1 alto= vacas primiparas en alto EC, L2 bajo= vacas multiparas en bajo

EC, L2 alto= vacas multiparas en alto EC. (*) Los asteriscos indican diferencias significativas entre alto
y bajo EC para cada paridad.

La concentracion de BHB fue afectado sélo por la semana después del parto (Figura 6B
y Cuadro V), aumentando la concentracion a los 15 dias en todos los grupos, excepto
las vacas L1 bajo que se mantuvo constante. Las vacas de L2 alto tuvieron mayor
concentracion de BHB el dia 15 posparto respecto a las L2 bajo.

Proteinas totales, albumina, urea y colesterol.

La concentracion de proteinas totales se vio afectada por la paridad y la semana después
del parto (Cuadro 1V). La concentracién de proteinas disminuyd a -15 dias y al parto.

Por otro lado la mayoria de los grupos retomaron las concentraciones de proteinas inicial
a los 15 después del parto, excepto L1 bajo. Las vacas L2 alto tuvieron mayor
concentracion de proteinas que el resto de los grupos (Figura 7A).
La albumina también se vio afectado por la interaccion de entre EC(NL) y el NL y por la
semana después del parto (Figura 7B y Cuadro 1V), las concentraciones mas bajos se
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encontraron al parto. Las vacas L1 bajo presentaron mayor concentracion de albumina
que las vacas L1 alto.
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Figura 7. Concentracion de proteina (A), aloumina (B) y urea (C) en plasma. L1 bajo=
vacas primiparas en bajo EC, L1 alto= vacas primiparas en alto EC, L2 bajo= vacas

multiparas en bajo EC, L2 alto= vacas multiparas en alto EC. (*) Los asteriscos indican
diferencias significativas entre alto y bajo EC para cada paridad.
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La concentracion de urea fue afectada por el EC(NL) y los dias posparto (Cuadro 1V ):
vacas L2 bajo tuvieron concentraciones mas altas que las vacas L2 alto, lo que fue
evidente en el dia -30 (Figura 7C). Mientras que en L1 alto la concentracion de urea se
mantuvo constante durante el periodo de transicion, en L1 bajo la concentracion mas
baja se presenté al momento del parto y luego se mantuvieron bajas. En las vacas L2
bajo la concentracion de urea disminuy6 en el dia -15 y se incrementé inmediatamente a
los 15 dias posparto. Las vacas L2 alto tuvieron una concentracion constante de urea
hasta el parto y después aumento el dia 15 posparto.

El colesterol se vio afectado por la semana posparto y la interaccion en la semana
después del parto y la paridad (Cuadro IV). La concentracion disminuyé al momento del
parto, y volvié a aumentar 15 dias posparto. Las vacas L2 tuvieron mayor concentracion
que las L1 a los 30 dias postparto (datos no mostrados).

Insulina

La concentracion de insulina tendid a estar afectada por la paridad (P=0.14) y el EC(NL)
(P=0.13). Ver Cuadro IV. A su vez la concentracion de insulina fue mayor en L2 alto
con respecto a L2 bajo.

En vacas primiparas y multiparas en bajo EC las concentraciones de insulina fueron
bajas a los 37 dias antes del parto (al final del tratamiento nutricional) y mas tarde se
incrementd la concentracién durante el periodo preparto, mientras que lo contrario
sucedio en vacas en alto EC primiparas y multiparas.

——lLlbajo =[3 Llalto
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Figura 8. Concentracion de insulina en plasma. L1 bajo= vacas primiparas en bajo EC,
L1 alto= vacas primiparas en alto EC.

Las vacas en alto EC tuvieron concentraciones constantes durante el periodo de
posparto, mientras que en las vacas primiparas en bajo EC tendio a descender a los 15
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dias de parir (P=0.07), mientras que las L2 bajo tiende a descender al parto (P=0.11)
(Figura8y9).

—&—L2bajo =/= L2alto
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Figura 9. Concentracion de insulina en plasma. L2 bajo= vacas multiparas en bajo EC,

L2 alto= vacas multiparas en alto EC. (*) Los asteriscos indican diferencias significativas entre alto y
bajo EC para cada paridad.

Cuando se analizaron estadisticamente los datos a partir del momento del parto, las
vacas L1 presentaron mayor concentracion de insulina con respecto a las L2.

Factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-I)
La concentracion de IGF-1 estuvo afectada por la semana posparto y la concentracion

descendid al parto en todos los grupos. Hubo una tendencia (P=0,07) entre semana
posparto y el EC(NL), (Cuadro 1V).
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Figura 10. Concentracion del factor tipo | similar a la insulina en plasma. L1 bajo= vacas
primiparas en bajo EC, L1 alto= vacas primiparas en alto EC.
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Las concentraciones de IGF-1 fueron similares entre L1 y L2. En L1 bajo la
concentracion fue constante en el preparto y descendi6 al parto. Mientras que en L1 alto
hay un aumento de IGF-I desde el dia -37 al dia -21 y al parto desciende (Figura 10).

—&—L2bajo =/ L2alto
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Figura 11. Concentracion del factor tipo I similar a la insulina en plasma. L2 bajo= vacas

multiparas en bajo EC, L2 alto= vacas multiparas en alto EC. (*) Los asteriscos indican
diferencias significativas entre alto y bajo EC para cada paridad.

En el grupo L2 bajo hubo una tendencia de P=0.09 a aumentar la concentracion desde el
dia -37 al dia -30, posteriormente se mantiene constante y desciende al parto. Mientras
que en el grupo L2 alto la concentracion descendio desde los dias 37 antes del parto
hasta el dia 15 posparto y luego se mantuvo constante (Figura 11).

Reinicio de la ciclicidad ovéarica posparto

El reinicio de la ciclicidad ovarica posparto estuvo afectada por paridad y hubo una
tendencia del EC(NL) de P=0.14. Las vacas primiparas presentaron un anestro posparto
16 dias mas largo que las multiparas. A su vez las L2 alto tendieron a presentar un
anestro mas corto que las L2 bajo (P=0.13). La longitud del anestro posparto se presenta
en el Cuadro VII.

Cuadro VII. Dias al reinicio de la ciclicidad ovarica posparto. L1 bajo= vacas primiparas
en bajo EC, L1 alto= vacas primiparas en alto EC, L2 bajo= vacas multiparas en bajo
EC, L2 alto= vacas multiparas en alto EC.

Grupo L1 bajo L1 alto L2 bajo L2 alto
Dias al reinicio de la 55.2+2 40.6%2 39.1+2 22.1+2
ciclicidad ovarica

posparto
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Figura 12. Probabilidad de reinicio de la ciclicidad ovarica posparto. L1 bajo= vacas
primiparas en bajo EC, L1 alto= vacas primiparas en alto EC, L2 bajo= vacas multiparas
en bajo EC, L2 alto= vacas multiparas en alto EC.

La probabilidad del dia a la primera ovulacion fue afectada por el EC(NL) solo los dias
30 y 50 posparto (Figura 12). La probabilidad al dia 30 posparto fue: 0.3 y 0.7 para L1
bajo vy alto, respectivamente y para L2 bajo y alto 0.7 y 0.8 y para el dia 50 posparto la
probabilidad fue 0.6, 0.7, 0.9 y 0.8 para los grupos L1 bajo y alto y L2 bajo y alto,
respectivamente. Las diferencias en estos dos momentos se dieron entre el grupo L2 alto
que tuvo mayor probabilidad que el grupo L1 bajo.

9) DISCUSION

En este trabajo se demuestra que el EC inducido 30 dias antes del parto afecta de manera
distinta el porcentaje de grasa de la leche y el dia a la primera ovulacion, asi como varios
perfiles endocrinos/metabdlicos de acuerdo a la paridad, lo que sugiere que las reservas
metabolicas sefialan al eje productivo-reproductivo con el fin de provocar una particion
de nutrientes diferencial en vacas adultas y vacas de primer parto. El hallazgo mas
interesante de este estudio fue que una diferencia relativamente pequefia en la
puntuacién de EC inducidos entre los grupos (0,5 puntos en una escala de 1 a 5) tiene
efectos relevantes en la probabilidad de reinicio de la ciclicidad ovarica posparto.

Varios estudios han reportado la importancia de las reservas corporales (EC) al
momento del parto o durante el periodo de preparto en la reproduccion/rendimiento
productivo (Pedron et al. 1993, Waltner. 1993; Mackey et al. 2000; Meikle et al. 2004;
Sherestha et al. 2005; Roche et al. 2007; Stockdale et al. 2008). El aspecto diferencial en
este estudio fue que se indujo el EC; vacas que tenian EC similares a aprox. 100 dias
antes del parto fueron manejadas nutricionalmente de manera diferente para llegar a
diferentes EC un mes antes del parto.
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Se encontré que una diferencia de 0,5 puntos en EC (escala de 1-5) afectd la leche
corregida por grasa durante las primeras 6 u 8 semanas posparto en las vacas primiparas
o multiparas, respectivamente. Pedron et al. (1993) y Agenas et al. (2003) no
encontraron ningun efecto del estado corporal al parto sobre los kilos de leche en
sistemas de confinamiento. Sin embargo, Stockdale (2008) utilizando vacas gordas y
vacas flacas al momento del parto (0,5 punto las diferencias en EC, en una escala de 8
puntos), demostrd una produccion de leche de 33,7 vs 31,6 vs kg/vaca/dia,
respectivamente, en los primeros 92 dias de lactancia. Roche et al. (2007) establecieron
que el EC al parto o preparto afecto positivamente el promedio de produccion de leche,
mas aln a los 270 dias de lactancia cuando se compara con la produccion de leche a los
60 dias posparto (140% mas). Esto indica un efecto positivo del EC en la produccién de
leche diaria mas alla de nadir de EC, que podria ser debido a un aumento del consumo
en lactancia media en las vacas que hayan parido en mejores condiciones y/o una
reduccién de la particion de los nutrientes a la reposicién del tejido de reserva en estas
vacas.

Los NEFA reflejaron la movilizacién de reservas, que fue mayor en las vacas L1 alto,
que esta de acuerdo con la pérdida de EC, asi como el aumento del porcentaje de grasa
lactea en la fase inicial del periodo de lactancia. El rapido aumento de las
concentraciones de NEFA al momento del parto en vacas L1 alto podria ser el resultado
de una instalacion mas temprana del balance energético negativo, probablemente debido
a las exigencias de la gestacion, lactogénesis y la disminucion del consumo en esta
categoria. Las concentraciones mas bajas de NEFA en el grupo de vacas L1 bajo podria
indicar una movilizacion de reservas corporales mas temprana con respecto al grupo L1
alto (ver Figura 1) durante el periodo preparto que puede haber limitado la capacidad de
produccion de leche. Esto estaria apoyado por el hecho de que BHB en este grupo no
aumentd durante el periodo de postparto. Aunque no se observaron diferencias segun el
tratamiento, en las concentraciones de NEFA en las vacas multiparas, el nadir de EC fue
mas tarde en L2 alto durante el periodo de postparto que las vacas L2 bajo. Esto se
asocia con la mayor produccién de leche corregida por grasa al 4% que se encuentran en
las semanas 3 a 7 semanas en el primer grupo. De hecho, las vacas lecheras pueden
movilizar las reservas de grasa hasta 12 semanas posparto (Komaragiri & Erdman.
1997), y esto se refleja en este estudio por los &cidos grasos preformados que fueron
mayores en L2 alto con respecto a las L2 bajo (datos no publicados).

El momento de menor concentracion de proteinas totales ocurrié al parto lo que puede
reflejar la derivacion de proteinas a la glandula mamaria, principalmente para la
secrecion de inmunoglobulinas en el calostro. La concentracion de albimina, urea y
colesterol disminuy6 al momento del parto lo que puede sugerir la disminucion del
consumo en el periparto como se ha informado anteriormente (Cavestany et al. 2005;
Seifi et al. 2007). En las vacas L2 hubo mayor concentracién de colesterol que en las L1
durante el periodo de posparto, lo que puede reflejar una recuperacion mas rapida del
balance energético asociado a una ingesta superior en el posparto temprano en esta
categoria. Ademas la concentracion de proteinas totales plasmaticas fue superior en las
vacas L2 alto lo que muestra un mejor balance de energia/nitrégeno. Esta idea se ve
reforzada por la mayor concentracion de urea en L2 bajo que alcanzo el maximo a las 2
semanas posparto, lo que posiblemente indica una movilizacion creciente de la proteina

29



para mantener una produccion de leche similar a las L2 alto. Este incremento en la
concentracion de urea posparto ha sido reportado por otros autores como Cavestany et
al. (2005), pero han sido atribuidos a incrementos del consumo posparto. Segln
Komaragiri et al. (1998) las proteinas tienen una capacidad limitada para la movilizacion
y esto es posible hasta la semana 5 posparto (Komaragiri & Erdman. 1997). Las vacas
L2 bajo mantuvieron una produccion de leche corregida por grasa al 4% similar a L2
alto hasta la semana 4 posparto, pero posteriormente esta fue inferior, y esto se puede
atribuir a las bajas reservas de energia disponible para mantener la produccion de leche.

Los perfiles de insulina reflejaron los tratamientos inducidos: vacas en bajo EC al final
del periodo de nutricién (por ejemplo, 40 dias antes del parto) tuvieron concentraciones
inferiores a las vacas de alto EC. Después del periodo de tratamiento las vacas fueron
tratadas de manera similar, y es posible que el cambio de alimentos - mejor para las
vacas de bajo EC - provocara una sefial positiva en las concentraciones de insulina para
que aumentaran inmediatamente en los animales de bajo EC como se observo entre los
dias -30 y -10. Esto dio lugar a que los perfiles de la insulina alrededor del parto fueran
diferentes en los grupos de bajo vs alto EC: mientras que las concentraciones de insulina
fueron descendiendo alrededor de un mes antes del parto en vacas de alto EC, el
descenso en la concentracion de insulina en vacas de bajo EC fue proxima al parto. El
descenso en las concentraciones de la insulina en el parto es una adaptacion metabdlica
para hacer frente a las demandas de energia de la lactancia como se informo
anteriormente (Taylor et al. 2003 y Wathes et al. 2007a), ya que los niveles bajos de
insulina favorecen la gluconeogénesis y la lipdlisis (Herdt. 1988, por ejemplo, efecto
homeoretico). Wathes et al. (2007a) informaron que las concentraciones de insulina
tienden a ser menores en los animales adultos, que es consistente con los hallazgos del
presente trabajo. Esto podria ser debido a un mejor estatus de energia durante el periodo
pre-parto en vacas L1 (en mejor estado corporal a los 30 dias antes del parto), pero
también podria explicar una capacidad mas limitada de movilizacion de proteinas y de
reservas grasas (EC y perfiles metabdlicos) para la produccién de leche.

En el presente experimento no hubo diferencias en las concentraciones de IGF-I entre L1
y L2, en contraste a lo encontrado por Wathes et al. (2007a) que informaron de que tanto
la insulina y el IGF-I tienen una mayor concentracion en los animales jovenes que se
asocia con su rol en el crecimiento de los animales. La concentracion de IGF-I
disminuy6 al momento del parto, como se informé anteriormente (Lucy et al. 2001;
Taylor et al. 2003; Meikle et al. 2004). La concentracion de IGF-I parecio reflejar los
perfiles de la evolucién del EC, en contraste con los perfiles de insulina que se asociaron
mas al efecto de la alimentacién dia a dia (aumento de pre-parto en vacas de bajo EC).
Se puede postular que las concentraciones de IGF-I pueden integrar la memoria
metabolica (reservas de energia) y la situacion de estado de energia, mientras que la
insulina esta més afectada por la ingesta diaria de alimento. Las vacas multiparas de alto
EC presentaron una leve demora en la disminucién de IGF-I, que se asocia con niveles
elevados de insulina pre-parto y un mejor estado global de energia durante el periodo de
postparto (mayores concentraciones de proteina plasmatica total, aumento de peso
corporal y mejor performance reproductiva).

30



La probabilidad de reinicio de la ovulacion posparto se vio afectada por el EC(NL) y la
paridad, lo que muestra que las vacas en peor EC y vacas primiparas estan en anestro por
mas tiempo, lo cual es coherente con otros estudios (Spicer et al. 1990; Meikle et al.
2004; Sakaguchi et al. 2004; Burke & Roche., 2007; Tanaka et al. 2008) quienes
mostraron que la actividad ovarica reducida iba acompafiada de severos balances
energéticos negativos. La posible explicacion de la demora de la reanudacion de la
ciclicidad ovarica de las vacas L1 puede ser porque tienen requisitos adicionales para el
crecimiento. Una disminucion en EC de > 1 unidad a las 7 semanas después del parto
aumento la aparicion tardia de la primera ovulacion (Shrestha et al. 2005). El balance
energético negativo durante las primeras 3-4 semanas después del parto esta altamente
correlacionado con los dias de la primera ovulacion (Butler. 2000). Mientras tanto
Kawashima et al. (2007) demostrd que las concentraciones de IGF-I fueron factores
determinantes en el desencadenamiento de la ovulacion tanto en las primiparas como en
multiparas. En nuestro estudio, las concentraciones de IGF-1 después del parto no
explican las diferencias encontradas en la probabilidad de reinicio de la ciclicidad
ovarica, que se vio afectada tanto por la paridad y por el EC 30 dias antes del parto. Del
mismo modo, Chagas et al. (2006) demostraron que las concentraciones preparto de
IGF-I eran mayores en las vacas de alto EC que las de baja EC, pero que a pesar de que
las concentraciones de IGF-I después del parto fueron similares, la mayoria de las vacas
de alto EC habian ovulado a los 77 dias posparto, mientras que solo el 8% de las vacas
de bajo EC lo hicieron. Sabiendo que la insulina y el IGF-1 estimulan el crecimiento
folicular y la ovulacion durante el posparto, sugerimos que la diferente performance en
el reinicio de la ciclicidad posparto se debe principalmente a una evoluciéon endocrina
distinta durante el periodo de preparto, es decir, la memoria metabdlica.

10) CONCLUSIONES

En resumen, el EC inducido 30 dias antes del parto tienen efectos positivos en la
produccion de leche corregida por grasa y en los dias de la primera ovulacion, y se
asocié con un mejor medio endocrino preparto. Ademas, las vacas multiparas estan mas
adaptadas para una mayor produccion de leche y para reiniciar la ciclicidad ovérica
posparto respecto vacas primiparas, y esto puede deberse a una mayor capacidad para la
movilizacidn de proteinas y una recuperacion mas rapida de la ingesta de posparto, que
se refleja en los perfiles metabolicos medidos en este estudio.
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Summary

The objective was to investigate the effect of different body condition score (BCS) at
30 days before calving (-30 days) induced by a differential nutritional management
from -100 days until -30 days on productive parameters, the interval to first ovulation
and blood parameters in primiparous (L1, n=22) and multiparous (L2, n=17)
Holstein cows under grazing conditions. Cows had similar BCS at -100 days and
differed after the nutritional treatment, but all groups presented similar BCS at 21
days pospartum. Fat corrected milk production was greater in high BCS cows. A
rather small difference in the induced BCS among groups (0.5 points in a 1 to 5
scale) affected the probability of cows cycling. Treatment affected various
endocrine/metabolic profiles according to parity; suggesting that the metabolic
reserves signal the productive/reproductive axis so as to induce a differential nutrient

partitioning in adult vs first-calving cows.

Introduction
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During early lactation, the primary challenge faced by cows is a sudden and marked
increase in nutrient requirements for milk production, at a time when dry matter
intake (DMI), and thus nutrient supply, lags behind (Drackley, 1999). Moreover, the
decreased intake that characterizes the transition period can reach up to 30% and is
one of the causes of negative energy balance (NEB), (Grummer, 1995; Grummer et
al. 2004). This period of NEB is characterized by fat mobilization which is reflected
by an elevation of circulating concentrations of non-esterified fatty acids (NEFA)
(Pedron et al. 1993; Ingvartsen and Andersen, 2000; Burke and Roche, 2007), and
often accompanied with an increased production of B-hydroxybutyrate (BHB)
(Whitaker et al. 1999). The capacity to mobilize body reserves is dependent on body

condition score (BCS) at the initiation of the transition period.

Body condition score at calving, and the degree of BCS loss between calving and
BCS nadir have profound effects on milk production (Roche et al. 2007). These
authors suggested that the optimum BCS at calving to maximize milk production was
3.5 (scale 1-5). Pre-calving BCS had a positive effect on peak, milk, and 4% fat-
corrected-milk (FCM) yields: for each unit of increase in BCS 8-wk precalving, 60-d
milk FCM yields increased linearly by 32.5 kg/cow (Roche et al. 2007).

Body condition score loss also has negative effects on reproduction: cows that lost
one or more points of BCS during early lactation had a major risk for infertility with
reductions on conception rates of 17 to 38% (Butler, 2000). It is accepted that the
endocrine pathways that regulate the reproductive axis regarding metabolic status
include insulin and insulin-like growth factor I (IGF-I) (Kawashima et al. 2007).
Wathes et al. (2007a) reported for cows in confined management systems that I[GF-I
and insulin concentrations decreased pre or around calving respectively and reached
their nadir at 2-3 wk postpartum. In cows under grazing conditions, insulin levels
started to decrease before parturition, minimum concentrations were found at
calving, but levels were fully recovered by 4 wk postpartum (Meikle et al. 2004).
Reduced IGF-I concentrations have been associated with prolonged postpartum
anestrus, ovarian cysts, and persistent corpus luteum in dairy cow in both, confined
(Roberts et al. 1997; Taylor et al. 2004; Konigsson et al. 2008) and grazing (Meikle
et al. 2004) production systems. However, Wathes et al. (2007b) reported that IGF-I
concentrations at -1, -2 and 2 at 8§ wk postpartum were not related to resumption of
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luteal activity. Similarly, Taylor et al. (2003) found that insulin concentrations from
2 wk before calving to 20 wk after calving did not differ between cows that presented

early or delayed ovulation.

Parity has an effect on the length of postpartum anestrus: even if cows had the same
BCS at calving, primiparous cows had longer postpartum anestrus than multiparous
cows under confined (Tanaka et al 2008) and grazing (Meikle et al. 2004)
production systems. However, there are reports that have found no effect of parity
(Cavestany et al. 2009) or even that primiparous presented shorter anestrus than
multiparous cows (Kawashima et al. 2006). Also, endocrine concentrations have
been reported to differ according to parity: IGF-I concentrations after calving were
greater (Taylor et al. 2004; Wathes et al. 2007a) or lower (Meikle et al. 2004) in
primiparous than in multiparous cows, under confined or grazing conditions,
respectively. Since several factors affect the endocrine milieu, these contradictory

findings could be due to differences in animal management, mainly nutrition.

Most reports on the effect of BCS on productive and reproductive parameters are
based on a classification of the cows according to BCS at calving (Patton ef al. 2007;
Meikle et al. 2004; Gallo et al. 1996) and/or at the moment of the initiation of the
transition period (Chagas et al. 2006; Shrestha et al. 2005). We did not find reports
on the effect of different nutritionally regulated BCS at the initiation of the transition
period; thus productive and reproductive responses to BCS could be the result of a
differential animal capacity to face negative energy balance during this period. Our
hypothesis was that both parity and nutritionally regulated BCS at the initiation of
the transition period (e.g., one month before calving) affect both productive and
reproductive performance, and that this would be associated with a differential

endocrine/metabolic environment.

The objectives of this study were to evaluate the effect of nutritionally regulated
differential BCS one month before the expected calving date on milk production,
metabolic and endocrine profiles and days to first ovulation in primiparous and

multiparous Holstein cows under grazing conditions.

Materials and Methods
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Animal experimentation was approved by the Animal Experimentation Committee of

the University of Uruguay.
Animals and Experimental design

Holstein cows with 2 to 5 parturitions (multiparous cows, L2; n=32) and cows
without previous parturitions (primiparous cows, L1; n=30) (average 305 days
corrected milk yield: 6000 and 4800 kg respectively) with normal parturitions during
autumn (March, April and May) were selected from the herd of the experimental

dairy farm of the Faculty of Agronomy Sciences (Paysandi, Uruguay).

The experimental arrangement was a randomized complete block design, where cows
were blocked according to body weight (BW) and expected calving date and then
randomly assigned to different nutritional treatments from —100 to —30 days relative
to calving (days) to induce different BCS. Since the assignment of cows to
treatments was random, cows had to lose, maintain or gain BCS, thus, different
planes of nutrition were offered with approximately 7, 14 or 20 kg/day of dry matter
(DM) (estimated chemical composition: 12.7% crude protein (CP), 56.7% neutral
detergent fiber (NDF), 24.3% acid detergent fiber (ADF) and 1.25 Mcal/kgDM of net
energy of lactation (NEL)) of a long-term established pasture with a maximal
herbage mass of 1200 kgDM/ha. Body condition score was evaluated every 15 days
and animals were re-assigned in order to achieve the desired BCS —-30 days. Only
animals that responded to nutritional treatment were considered and this was defined
as follows: primiparous and multiparous high cows (L1 high, L2 high) had to gain
0.5 points of BCS, primiparous low (L1 low) had to lose 0.5 points of BCS, and
multiparous low had to maintain BCS (L2 low) at least in two subsequent

observations from -100 to -30 days.

From -30 days to calving, L1 and L2 cows were managed apart. Cows were offered
once a day a diet that included whole-plant corn silage (4.2 and 5.1 kgDM) and of
commercial concentrate (3.7 and 4.6 kgDM), for L1 and L2, respectively and had ad
libitum access to Moha hay. This resulted in an estimated chemical composition of
9.5% CP, 54.2% NDF, 30.8% ADF and 1.33 Mcal’kgDM of NEL, for both groups.
From calving to 60 days, L1 and L2 cows grazed separately by group a 2 year
pasture, mixture of Festuca arundinacea, Trifolium repens, and Lotus corniculatus,
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with a forage allowance of 30 kg DM/cow in weekly plots allocated twice per day
(9:30 AM to 02:30 PM and 05:30 PM to 04:00 AM). Pasture average composition
for the whole period was on average 25% DM, 14.2% CP, 49.0% NDF, and 24.5%
ADF. Cows were also supplemented individually with 3.1 kgDM of whole-plant corn
silage (31.1% DM, 6.9% CP, 65.0% NDF, and 33.0% ADF) and 3.7 kgDM of a
commercial concentrate (89% DM, 18.1% CP, 19.2% NDF and 12% ADF) after the
morning milking. In addition, cows received 1.3 kgDM of the same commercial

concentrate in the parlor during each milking (AM and PM).

Cows were milked twice a day (5:00 AM and 3:00 PM), milk production was
determined daily, and milk samples were obtained weekly from 4 consecutive
milking (milking of AM and PM) and combined for fat, protein and lactose
determinations. From 0 to 60 days, BCS was determined weekly and BW was
measured at 30-day intervals. Body condition score was evaluated according to a
scale of 1-5 (1=thin, 5=fat) (Edmonson et al. 1989) and the observations were
realized by the same observer throughout the experimental period. Blood samples
were collected once per week from -30 days to calving and twice a week from
calving to 60 days. Blood samples were collected from the coccygeal vein in
heparinized tubes approximately 1 hour before the morning milking. Samples were

centrifuged immediately and plasma was stored —20 °C until assayed.

Metabolite and hormone determination

The metabolic profiles included NEFA, BHB, cholesterol, total protein, albumin, and
urea. All samples were analyzed in one assay in the Laboratory "Dr. Miguel C.
Rubino" (DILAVE, Uruguay). Blood biochemistry was analyzed according to the
following cholorimetric methodologies: cholesterol: CHOD-PAP (Wiener Lab
861231904), total protein: Biuret reaction (Wiener Lab 864102502), albumin:
Bromcresol green (Wiener Lab 861250000), and urea: Urease UV (Wiener Lab
861237004). For these determinations commercial kits from Weiner Laboratory
(Rosario, Argentina) were used and calibrated with control calibrator serum (Wiener
Lab 861244507) on a Vitalab Selectra 2 autoanalyser (Vital Scientific, Dieren, The
Netherlands). For quality controls, Lyotrol N (Ref. 62373), and P (Ref. 62 373), and
internal controls of the Laboratory “Dr. Miguel C. Rubino” were used.
Concentrations of NEFA were determined by the method ACS-ACOD (kit NEFA-C,
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Wako Chemicals, USA) and BHB by the d-3-hydroxybutyrate kit (Randox
Laboratories Ltd, Ardmore, UK). The intra-assay CV were 6.8, 4.8, 0.1, 3.8, 4.0, and
18% for protein, albumin, urea, cholesterol, NEFA, and BHB assays, respectively.

Concentrations of insulin, IGF-I, and P4 were determined in the Laboratory of
Nuclear Techniques, Veterinary Faculty, Montevideo, Uruguay. Insulin was
determined by a '*I-Insulin RIA kit (Diagnostic Products Co., Los Angeles, CA,
USA). The sensitivity of the assay was 2.2 plU/mL and the intra-assay CV were 8.2
and 9.4% for low concentration (2.2 plU/mL) and medium (12.6 pIlU/mL) controls,

respectively.

Concentrations of IGF-I were determined using immunoradiometric assay with a
commercial kit (IGF1-RIACT Cis Bio International, GIF-SUR-YVETTE CEDEX,
France). The kit contains two monoclonal antibodies against two different antigenic
sites of IGF-I molecule, one is coated on the solid phase, the other radio labeled with
1251, Samples are first treated with an acidic solution to strip the carrier proteins
which is then saturated with IGF-II to avoid the re-association between IGF-I and the
carrier protein. The sensitivity of the assay was 0.7 ng/mL and the intra-assay CV for

control 1 (74 ng/mL) and control 2 (535 ng/mL) were 6.9 and 7.2%, respectively.

Progesterone concentrations were determined using a commercial kit (Diagnostic
Products Co Los Angeles, CA, USA). The sensitivity of the assay was 0.1 ng/mL and
the intra-assay CV for the low (0.5 ng/mL) and medium (2 ng/mL) controls were
15.6 and 8.1%, respectively. Days to first ovulation was defined as the first day after

calving in which the concentration of P4 was greater than 1 ng/mL.

Statistical Analyses

Milk production, BCS, metabolite and hormonal concentrations were analyzed with
repeated measures using a statistical model that included the effects of parity (L1 or
L2), BCS at -30 days (low or high BCS) nested in parity, days and their interactions
as fixed effects and block and cow as random effects (Mixed procedure, SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA). The covariance structure was autoregressive order 1
and degrees of freedom were adjusted by the Kenward-Rogers method. The
probability of cows cycling was analyzed using generalized linear model with a
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binomial distribution of the variable (Genmod procedure of SAS). Tukey-Kramer
tests were conducted to analyze differences between groups except for probability of
cows cycling where likelihood ratio tests were used. Data are presented in tables and
graphs as least square means + pooled standard error. Means were considered to

differ when P < 0.05, unless stated otherwise.

Results

Body condition score and body weight

Primiparous cows had greater BCS than multiparous cows at the initiation of the
experiment (3.90£0.15 vs 2.67£0.12, P<0.001). There were no differences between
BCS within parity groups before the nutritional treatments were applied, but they did
differ from -85 to -40 days (data not shown).

The changes in BCS and BW of the cows that were included (i.e., those that
responded with changes in BCS to the treatment) in the study are shown in Figure 1.
The changes of the BCS from -30 to 60 days were affected by parity, BCS at - 30
days within parity, days, and their interactions (Table I). While in L1 high cows
(n=13) BCS increased from -100 to -75 days and decreased thereafter until to 21
days, L1 low cows (n=9) lost BCS from -75 to -30 days and from -15 to 15 days. The
BCS of L2 high cows (n=9) increased from -100 to -75 days, remained constant
until -30 days and decreased thereafter until 15 days, while BCS of L2 low cows
(n=8) was maintained throughout the experimental period except for the decrease
found from -15 to 0 days. At -30 days there were differences in BCS among
treatments: 3.43+0.05 vs. 2.98+0.07 for L1 high and low, respectively and 3.44+0.07
vs 2.89+0.07 for L2 high and low, respectively.

Body weight at calving was 539+15, 572+10, 594+17 and 610+18 kg for L1 low, L1
high, L2 low, and L2 high cows, respectively, with L2 cows being on average
heavier than L1 cows throughout the experimental period. Body weight at -115 days
was similar among groups, probably due to a better BCS in L1 cows (Figure 1B). All
cows lost BW from calving to 15 days and maintained their weight up to 75 days,

except L2 high cows that gained BW at 75 days.
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Milk production and composition

Milk production was greater for L2 cows but was not affected by BCS at -30 days
within parity (Figure 2A and Table I).

Milk fat percentage was affected by BCS at -30 days within parity: L1 high had more
fat percentage than L1 low cows (Table I and table II), but no differences were found
in L2 cows. Milk protein, fat, and lactose percentages decreased with days in all the

groups of cows (Table I and Table II).

Fat corrected milk yield (4% FCM) was affected by parity and days and tended
(P=0.067) to be affected by BCS at -30 days within parity (Table I). L1 and L2 high
cows produced more 4% FCM than L1 and L2 low cows at several time points

during the experimental period (Figure 2, asterisks).

NEFA and BHB profiles

Concentrations of NEFA were affected by the BCS at -30 days within parity and
days, but there was no effect of parity (Table I). NEFA concentrations increased
from -15 days to calving peaked between calving and 15 days and decreased at 30
days (Figure 3A). At calving, L1 high cows had greater NEFA concentrations than
L1 low cows, but no differences were found thereafter. The L1 low cows had

reduced NEFA concentrations throughout the experimental period.

BHB concentration was affected by days, levels increased at 15 days in all groups
except L1 low cows (Figure 3B). BHB concentration was greater in L2 high than in

L2 low cows.

Total protein, albumin, urea and cholesterol

Concentrations of total protein were affected by parity and days (Table I). Protein
concentrations decreased at -15 days and calving and cows restored their initial
protein concentrations by 15 days, except for the L1 low cows. L2 cows had greater
protein concentrations than L1 cows, but it was more evident in the high group

(Figure 4A).
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Albumin concentrations tended to be affected by the BCS at -30 days within parity
(P=0.08) and days (Figure 4B and Table I), with minimum levels found at calving

and greater concentrations in L1 low than in L1 high cows.

Urea concentrations were affected by BCS at -30 days within parity groups and days
(Table I): L2 low had greater concentrations than L2 high cows (Figure 4C). While
urea concentrations in L1 high cows were maintained at constant levels during the
transition period, in L1 low cows the nadir in urea concentrations was reached at
calving and levels remained low. In L2 low cows, urea concentrations decreased
sharply at -15 days, while in L2 high cows levels remained constant until calving; in

both groups urea concentrations increased at 15 days.

Cholesterol concentrations were affected by days and there was an interaction
between parity and days (Table I) as concentrations decreased at calving, and
increased again at 15 days, and L2 had greater concentrations than L1 cows at 30

days (data not shown).

Insulin

In L1 and L2 low cows, insulin concentrations were already reduced at -37 days (end
of the nutritional treatment) and increased during the prepartum period, while the
opposite was found in L1 and L2 high cows.

L1 and L2 high cows maintained insulin concentrations during the postpartum
period, while concentrations of insulin decreased at calving and 15 days for L2 low
and L1 low cows respectively (Figure 5A).

When only postpartum data was considered, L1 cows had greater insulin

concentration than L2 cows.

Insulin Like Growth Factor-1

The concentration of IGF-I was affected by days and decreased at calving in all
groups. There was a tendency (P=0.07) for an interaction between days and BCS, in
L1 low cows IGF-I concentrations were constant in the prepartum period and
decreased at calving, while in L1 high cows IGF-I concentrations increased from

days -37 to -21 and decreased at calving (Figure 5B).
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In the L2 low cows there was a tendency (P=0.09) for IGF-I concentrations to
increase from days -37 to -30, and remained constant thereafter until calving; while
in L2 high cows IGF-I concentrations decreased from - 37 days until 15 days and

then remained constant.

First postpartum ovulation

Time from calving to first ovulation was 16 days longer for L1 cows than L2 cows
(P=0.05) and tended to be 15.3 days longer in low BCS cows than in high BCS cows
(P=0.14). The first ovulation occurred at 40.6+2 and 55.2+2 days for L1 high and
low and 22.1+2 and 39.1£2 for L2 high and low cows, respectively.

The probability of cows cycling was affected by BCS within parity at 30 and 50 days
(Figure 6), L1 low cows had the least while L2 high cows presented the greatest
probability of cows cycling.

Discussion

In this study we report that the nutritional regulation of BCS at -30 days affected in a
distinct manner milk fat percentage and days to first ovulation as well as various
endocrine/metabolic profiles according to parity; suggesting that the metabolic
reserves signaling the productive/reproductive axis provoked a differential nutrient
partitioning in adult vs first-calving cows. An interesting finding of this study was
that the rather small difference in the induced BCS among groups (0.5 points on a 1

to 5 scale) had relevant effects on the probability of cows cycling.

The nutritional treatment succeeded in increasing BCS in L1 high and L2 high cows
during -85 to -40 days. The high BCS groups differed from the low BCS groups at -
30 days and at calving, but no differences were found 21 days after calving.
Similarly, cows under different prepartum nutritional treatments (ad [libitum vs
restrictive intakes) reached the same nadir of BCS between 4 to 6 weeks postpartum

(Douglas et al. 2006).
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Several studies have reported the importance of body reserves (BCS) at calving
and/or during the prepartum period on reproductive/productive performance (Pedron
et al. 1993, Waltner, 1993; Mackey et al. 2000; Meikle et al. 2004; Sherestha ef al.
2005; Roche et al. 2007; Stockdale. 2008). The differential aspect of this study was
that BCS was nutritionally regulated; cows that had similar BCS at approximately -
100 days were managed differentially to reach different BCS one month before

calving.

We found that a 0.5 point difference in BCS (1-5 scale) affected FCM during the first
40 to 60 days in L2 or L1 cows respectively. Pedron et al. (1993) and Agenas et al.
(2003) did not find any effect of BCS at calving on milk yield in confined systems.
However, Stockdale (2008) utilizing fat and thin animals at calving (0.5 point
difference in BCS in a 1 to 8 scale), produced 33.7 vs 31.6 kg/day respectively, in the
first 92 days of lactation. Roche et al. (2007) established that BCS at calving or pre-
calving BCS affected positively average milk yield, especially when 270-d milk
yield was considered rather than 60-d milk yield (140% greater). This would indicate
a positive effect of BCS on daily milk yield beyond the BCS nadir, which could be
due to an increased DMI during mid-late lactation in cows that calved in better
condition and/or to a reduction in the partitioning of nutrients towards replenishment

of tissue stores in these cows (Roche et al. 2007).

Concentrations of NEFA reflected the mobilization of reserves and were greater in
L1 high cows which were consistent with the greater losses of BCS as well as the
increased milk fat percentage in early lactation period for this group of cows. The
rapid increase in NEFA concentrations found at calving in L1 high cows may be the
result of an earlier installation of the negative energy balance probably due to the
demands of gestation, lactogenesis, and DMI decrease in this category. The lower
NEFA concentrations in L1 low cows may be the result of an earlier mobilization of
body reserves during the prepartum period which may have limited the capacity for
milk production. Moreover, BHB in this group did not increase during the
postpartum period. Although no differences were observed according to treatment in
NEFA concentrations in L2 cows, BCS nadir was later during the postpartum period
for L2 high than for L2 low cows. This was associated with the greater FCM yields
found from approximately 3 to 5 wk postpartum in the former group. Indeed, dairy
cows can mobilize fat reserves up 12 wk postpartum (Komaragiri and Erdman,
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1997); and this was reflected in this study by the concentrations of preformed fatty
acids (C>16) in milk fat which were greater in L2 high cows than in L2 low cows

(unpublished data).

Total plasma protein nadir found at calving reflected the mobilization of proteins
towards the mammary gland principally for the immunoglobulin secretion in the
colostrum. The decrease in albumin, urea, and cholesterol concentrations at calving
may reflect the decreased intake in the peripartum period as has been reported earlier
(Cavestany et al. 2005; Seifi et al. 2007). L2 cows had greater cholesterol
concentrations than L1 during the postpartum period, which may reflect a faster
recovery of intake in this category. Total plasma protein concentrations were greater
in L2 high cows showing the better energy/nitrogen balance. This idea was
reinforced by the greater urea concentrations found in L2 low cows that peaked at 2
wk postpartum, possibly indicating an increased protein mobilization to maintain
milk production. According to Komaragiri et al. (1998) the capacity for protein
mobilization is limited and occurs mainly during the first 5 wk postpartum
(Komaragiri and Erdman, 1997). Interestingly, L2 low cows decreased sharply the
FCM production during the first 4 wk, while L2 high cows maintained FCM
production in the experimental period, which may be attributed to the greater

disposable energy stores to maintain milk production.

Low BCS cows at the end of the nutritional treatment presented lower insulin
concentrations than high BCS cows which was consistent with the nutritional
treatment in these groups. After the treatment period cows were treated similarly, and
it is possible that the change of diet — e.g. better for low BCS cows - provoked a
positive signal as insulin concentrations increased immediately in low BCS animals.
This resulted in that insulin profiles around calving differed between high and low
BCS groups: while insulin concentrations were already decreasing one month before
calving in high BCS cows, the decrease observed in low BCS cows was closer to
calving. A decrease in insulin at calving is a metabolic adaptation to cope with the
energy demands of lactation as reported earlier (Taylor et al. 2003 and Wathes et al.
2007a), since low insulin levels favor gluconeogenesis and lipolysis (Herdt, 2000),
(e.g. homeorhetical effect). Wathes et al. (2007a) reported that insulin concentrations
tended to be lower in adult animals which were consistent with postpartum data of
the present study. These reduced insulin levels in L2 cows, can also be explained by
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their poorer energetic status (BCS) during the prepartum period when compared with
L1 cows and may also explain the better capacity for protein/fat reserve mobilization

for milk synthesis.

In the present experiment no differences in IGF-I concentrations among L1 and L2
cows were found which is in contrast with Wathes et al. (2007a) that reported that
both insulin and IGF-I have greater concentrations in young animals associated with
their role in growth. Prepartum IGF-I concentrations in L1 high cows were greater
than in the other groups of cows, which was consistent with the better BCS of these
animals. IGF-I decreased at calving as reported previously (Lucy et al. 2001; Taylor
et al. 2003; Meikle et al. 2004). It is interesting to note that IGF-I profiles reflected
more likely the changes in BCS, in contrast with insulin profiles that were associated
more with the day-to-day effects of the nutritional input as observed in the prepartum
increases in low BCS cows. It can be speculated that IGF-I concentrations may
integrate the metabolic memory (energy reserves) and the current energy status,
while insulin may be more of a reflection of daily DMI. The L2 high cows presented
a slight delay in the IGF-I decrease — when compared with the other groups of cows -
which was associated with greater insulin levels prepartum and an overall better
energy status during the postpartum period (greater total plasma protein

concentrations, increase in body weight, and better reproductive performance).

The probability of cows cycling was affected by BCS at -30 days and parity, showing
that cows in lower BCS and L1 cows having longer anestrous, which was consistent
with other reports (Spicer et al. 1990; Meikle et al. 2004; Sakaguchi et al. 2004;
Burke and Roche, 2007; Tanaka et al. 2008). This showed that, reduced ovarian
activity was associated with a more severe negative energy balance. A possible
explanation of the delayed reinitiation of ovarian cyclicity in L1 cows may be their
extra requirements for growth. A decrease in BCS of >1 unit at 7 wk after calving
increased the occurrence of delayed first ovulation (Shrestha ez al. 2005). Similarly,
the negative energy balance during the first 3-4 wk postpartum is highly correlated
with days to first ovulation (Butler, 2000). Kawashima et al. (2007) demonstrated
that IGF-I concentrations were a key determinant of time of ovulation. However, in
this study, postpartum IGF-I concentrations did not explain the differences found in
the probability of cows resuming cyclicity. Chagas et al. (2006) reported that
prepartum IGF-I concentrations were greater in high BCS unrestricted cows than
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restricted cows, but even if postpartum IGF-I concentrations were similar, most high
BCS cows had ovulated by + 77 days, while only 8% of low BCS cows did so. Since
it is accepted that both insulin and IGF-I stimulates follicular growth and ovulation
during the postpartum period, we suggest that the differential reproductive
performance was mainly due to distinct endocrine changes during the prepartum

period, e.g., metabolic memory.

In summary, the nutritionally regulated BCS at -30 days had positive effects on fat
corrected milk production and on days to first ovulation, and it was associated with a
better prepartum endocrine milieu. Multiparous cows were more adapted to increased
milk production and to reinitiate postpartum ovarian cyclicity compared with

primiparous COws.
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Legends to the Figures

Figure 1. Body condition score (BCS) from -100 at 56 days of calving (A) and body
weight (B). L1 low= Primiparous cows in low body condition score, L1 high=
Primiparous cows in high body condition score, L2 low= multiparous cows in low

body condition score, L.2 high= multiparous cows in high body condition score.

Figure 2. Milk production (A) and milk production corrected for 4% fat (B) during
60 days after of calving. L1 low= Primiparous cows in low body condition score, L1
high= Primiparous cows in high body condition score, L2 low= multiparous cows in

low body condition score, L2 high= multiparous cows in high body condition score.

Figure 3. Concentration of NEFA (A) and BHB (B) in plasma. L1 low= Primiparous
cows in low body condition score, L1 high= Primiparous cows in high body
condition score, L2 low= multiparous cows in low body condition score, L2 high=

multiparous cows in high body condition score.

Figure 4. Concentration of protein (A), albumin (B) and urea (C) in plasma. L1 low=
Primiparous cows in low body condition score, L1 high= Primiparous cows in high
body condition score, L2 low= multiparous cows in low body condition score, [.2

high= multiparous cows in high body condition score.

Figure 5. Concentration of insulin (A) and IGF-I (B) in plasma. L1 low=
Primiparous cows in low body condition score, L1 high= Primiparous cows in high
body condition score, L2 low= multiparous cows in low body condition score, [.2

high= multiparous cows in high body condition score.

Figure 6. Probability of days to first ovulation. L1 low= Primiparous cows in low
body condition score, L1 high= Primiparous cows in high body condition score, L2
low= multiparous cows in low body condition score, L2 high= multiparous cows in

high body condition score.
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685

686  Table I. F-tests of fixed effects included in the model for measured parameters in cows under grazing conditions. Fixed effects are the effects of days

687 postpartum (days), parity (P), body condition score at -4 week (BCS-P), and interactions between them.

688 *=P<0.05, **=P<0.01, ***=P<0.001

689
VARIABLE Days @) BCS(P) days* BCS(P) days* P
BCS sk skeok sk sk seok ok sk
Body weight (kg) ok *ox 0.12 - ok
Fat (%) ook . *% ; i}
Fat (kg) ok ** 0.05 ook otk
Protein (%) ok - - - -
Lactosa (%) Hk 0,11 - - -
Milk production (L) ok ok - ok ok
Accumulated milk production (L) - otk - - -
Milk production corrected for fat 4% HAE oA 0.067 ook ook
NEFA (mmol/L) kK - *k - -
BHB (mmol/L) *ok - - - -
Cholesterol (mmol/L) ok - - - ok
Protein (g/L) koK * - - -
Albumin (g/L) ok - 0.08 - -
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Urea (mmol/L)
IGF-I (ng/mL)
Insulin (uIU/mL)

k3k

kokok

0.13

0.14

0.07
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690
691

692

693
694

Table II. Milk composition: % of fat, protein and lactose and accumulated milk production (L). L1 low= Primiparous cows in low body condition
score, L1 high= Primiparous cows in high body condition score, L2 low= multiparous cows in low body condition score, L2 high= multiparous cows in

high body condition score. Values with different letters within the same line differ P<0.05.

Groups Lllow (n=9) LI high (n=13) L2low (n=8) L2 high (n=9)
% Fat 3.38+0.06° 3.72+0.05° 3.41+0.07° 3.49+0.06%
% Protein 3.03+0.04" 2.98+0.03" 3.04+0.04" 2.97+0.04"
% Lactose 4.84+0.03" 4.81+0.03" 4.83+0.03" 4.72+0.03"
Accumulated milk production (L) 1079+44° 1105+32° 1359+45° 1437+45°
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