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RESUMEN

Los animales en pastoreo ingieren excesos de proteina degradable en rumen (PDR), provocando un incremento
en la concentracion de nitrdgeno ureico en sangre (NUS) que esta asociado a una disminucion en la fertilidad
cuando los niveles exceden los 19 mg/dl. El objetivo de este trabajo fue determinar si altas concentraciones de
NUS pueden alterar el tejido endometrial. Se utilizaron 2 grupos de vacas vacias (n=4), uno alimentado con bajos
niveles de PDR Yy altos niveles de carbohidratos no estructurales (CNE) y otro con altos niveles de PDR y bajos
niveles de CNE. Se les realiz6 citologia endometrial desde el dia 0 hasta las 2 semanas posteriores al dia 14,
donde la concentracién de NUS superd los 20 mg/dl; e histopatologia endometrial al inicio y al final del
experimento (dia 28). Los datos se analizaron estadisticamente por Regresion Lineal. Se encontrd que a medida
gue se acrecienta la concentracion de NUS se produce un aumento en el porcentaje de células endometriales
descamadas hacia la luz uterina (R2=0,82, p<0,0001). Histolégicamente se hallaron signos inflamatorios (alta
infiltracion de células mononucleares) en las biopsias tomadas al final de la muestra. Se concluy6 que excesos de
PDR producen una alteracion del ambiente uterino, reflejado por la alta descamacion de las células epiteliales
endometriales, pudiendo esto alterar la fertilidad.
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INTRODUCCION

Para estimular la alta produccion de leche durante la lactancia temprana en vacas de tambo deben incluirse
altos niveles de proteina en su alimentacion (13, 19, 24). El National Research Council (NRC) (21) recomienda
que las dietas contengan un 18 al 19 % de proteina cruda, por lo que los animales en pastoreo ingieren excesos de
proteina degradable en rumen (PDR) (12). Los microorganismos ruminales degradan las proteinas dietarias hasta
acidos organicos, CO, y amoniaco (NHj3), y utilizan este Gltimo para la sintesis de nuevas proteinas. Si la dieta
contiene proteinas de alta degradabilidad, puede generarse un exceso de amoniaco en el rumen que pasara a través
de las paredes ruminales y via vena porta llegard al higado, donde sera convertido en urea, provocando un
incremento en la concentracion de nitrdgeno ureico en sangre (NUS) y en leche (NUL) (15,17,25). A su vez, el
aumento de NUS y NUL estd asociado también con altas concentraciones de NH; y urea en el fluido uterino
durante la fase luteal del ciclo estral en la lactancia temprana (14).

Numerosos autores han reportado que los altos niveles de nitrégeno estan asociados con una disminucién en la
fertilidad (1,4,5,8,11,22), alterando algunos parametros reproductivos; como por ejemplo la tasa de concepcion,
que disminuy6 un 20 % cuando los niveles de NUS o NUL excedieron los 19 mg/dl (14) o los 20 mg/dl (9,10,11).

Las causas de la baja eficiencia reproductiva todavia no estan del todo claras. En algunos casos las vacas
afectadas poseian intervalos interestruales normales, lo que sugiere que los bajos porcentajes de prefiez pueden
deberse a fallas en la fertilizacion o muerte embrionaria temprana; es decir, antes del reconocimiento materno, el
cual se produce alrededor de los 13 dias posfecundacion (20). Como la placentacion todavia no ha ocurrido, el
embrion depende de las secreciones uterinas para su supervivencia. La misma se vera afectada si se produce algln
cambio en el ambiente uterino durante este periodo.

Como consecuencia, ante una infusion de urea se produce un aumento de NH; en los tejidos reproductivos, lo
que lleva a un flujo de H" hacia la luz uterina para la formacion de amonio (NH,) el cual no puede atravesar las
membranas celulares, resultando en la disminucién del pH del fluido uterino (7,8,23). Sin embargo, a pesar de que
en estos estudios se observé este efecto cuando las concentraciones de NUS son elevadas, ninguno determino
claramente cémo puede influir el bajo pH uterino sobre la capa endometrial, pudiendo esto afectar directamente la
supervivencia embrionaria.
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El objetivo del presente trabajo fue determinar si los altos niveles de NUS, provocado por dietas ricas en PDR
y proteina soluble (PS), que conduce a elevadas concentraciones de urea y NH; en el fluido uterino, pueden
afectar el tejido endometrial y alterar el ambiente uterino.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 8 vacas cruzas britanicas, divididas al azar en dos grupos:

Grupo Baja Proteina Degradable: este grupo recibi6é una dieta con bajos niveles de PDR y altos niveles de
carbohidratos no estructurales (CNE), de manera que el valor de NUS no superara los 20 mg/dl. La composicién
de la dieta y caracteristicas nutricionales se presentan en la Tabla 1.

Grupo Alta Proteina Degradable: estos animales recibieron una dieta rica en PDR y moderada en CNE, de
manera de provocar un incremento en el valor de NUS, y por ende en el tejido uterino. La composicion de la dieta
y caracteristicas nutricionales se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion y caracteristicas nutricionales de las dietas suministradas a los
Grupos de Baja Proteina Degradable (BPD) y Alta Proteina Degradable (APD).

Dieta

Ingrediente (kg MS) BPD | APD
Heno de moha 4,5 --
Heno de alfalfa -- 5,0
Maiz, molido 2,5 0,5
Gluten feed maiz, seco 2,5 --
Afrechillo de trigo -- 3,0
Harina de soja - 1,0
Urea -- 0,040

Composicion*

Materia seca (%) 88 90
TDN (% MS) 80 72
Fibra detergente neutra (% MS) 46 41
CNE (% MS) 36 28
Proteina Bruta (% MS) 13 21
Proteina Degradable (% PB) 60 74
Proteina Soluble (% PB) 35 36
Proteina metabdlica (g/d) 968 997
PM origen microbiano (g/d) 635 632
PM origen alimentario (g/d) 333 365
PUN predicho (mg/dl) 8 21
*Valores estimados segiin CNCPS version 4.0.25
BPD: baja proteina degradable; APD: alta proteina degradable

Muestras obtenidas y procesamiento:

-Sangrado para determinacion de NUS: se recolecté sangre de la vena yugular en un tubo sin
anticoagulante, se dej6 exudar el suero a temperatura ambiente y luego se lo separ6 por centrifugacion a 1000 rpm
durante 10 minutos.

La determinacion de NUS se realizé por métodos enzimaticos (Urea UV cinética, laboratorios Wiener). La
lectura se hizo a través de espectrofotometria (Metrolab 1600 plus). El valor de urea sanguinea obtenida se lo
multiplicé por el factor 0,48 para determinar la concentracién de NUS.

Las muestras de sangre se extrajeron una vez por semana desde el comienzo del trabajo (dia 0) hasta las 2
semanas posteriores a que la concentracion de NUS super6 los 19 mg/dl en el grupo APD.

Todas las vacas del grupo APD mostraron un valor de NUS por encima de 19 mg/dl a partir de la segunda
semana del experimento (dia 14) por lo que el estudio tuvo una duracion total de 28 dias.

-Citologia uterina: las muestras se recolectaron mediante un hisopo acoplado a la camisa de una pistola
metdalica universal cubierto con una vaina de inseminacion a la cual se le cortd la punta. Esto se introdujo por
vagina y el hisopo se exteriorizd una vez que se atraveso el cervix. La muestra se tomé de la pared dorsal del
cuerpo del Utero, volviendo a introducir luego el hisopo en la vaina para que no se contaminara al extraer la
muestra.
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Posteriormente, se hizo rodar el hisopo sobre un portaobjeto dejando secar la muestra al aire. Una vez en el
laboratorio se las colored con la tincién de metanol-giemsa.

La toma de las muestras se efectud una vez por semana junto con la recoleccion de sangre. La cuantificacion
citolégica se realizé a través de microscopio optico, determinando el nimero de células endometriales promedio
por campo a 400X, contando por lo menos 10 campos.

-Biopsia uterina: se emple6 un catéter para la obtencidn de biopsias del endometrio bovino (3). La muestra de
tejido se extrajo de la region dorsal del cuerpo del Utero y luego se lo colocé en una solucion de formol al 10%
hasta que fuera procesada en el laboratorio de histopatologia de la FAV, UNRC.

Se tomaron 2 muestras de cada animal, una al inicio (dia 0) y la otra al final del periodo experimental (dia 28).
Las muestras fueron evaluadas segun el criterio histolégico para la interpretacion de biopsias endometriales
descripto por Bonnett y col. (2), cuantificando el nimero de células inflamatorias (mononucleares o segmentadas)
por campo a 400X, tanto en el estrato compacto como esponjoso, considerando inflamacion cuando el nimero es
superior a 300 células por campo.

El objetivo fue obtener datos comparativos entre la histologia inicial y final de cada animal.

Analisis de Resultados

Los resultados fueron analizados mediante un Andlisis de Regresion Lineal (InfoStat, Version 2.0, 2002),
tomando como variable independiente o regresora al valor de NUS y como variable dependiente o respuesta al
porcentaje de células epiteliales endomentriales.

RESULTADOS Y DISCUSION

-Citologia: durante las 4 semanas que se efectud el ensayo se recolectaron un total de 27 muestras citologicas
(controles y tratamientos).

Los resultados obtenidos por Regresion Lineal muestran un valor Rz de 0,82, lo que explica que el 82 % de
variacion en la cantidad de células se debe a los altos niveles de NUS (p<0,0001). Se puede inferir por ende, que a
medida que se acrecienta la concentracion de NUS se produce un aumento en el porcentaje de células endometria-
les descamadas hacia la luz uterina (Figura 1).

Figura 1. Relacion entre NUS y porcentaje de células endometriales en vacas cruzas.
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-Biopsias: a pesar de que no se pudo recolectar un alto nimero de muestras legibles, (n=5) la principal
alteracion encontrada entre las histologias iniciales (n=2) y las finales (n=3) fue que en estas Gltimas se hallaron
signos de inflamacion a nivel del estrato compacto, reflejado por una alta infiltracion de células mononucleares
(mas de 300 células promedio por campo).

Cuando el animal ingiere dietas con elevados porcentajes de PDR genera altos niveles de NH; que difunde a
través de las paredes ruminales para ser convertido en urea por el higado. Estudios previos han demostrado que la
concentracién de NHs en el fluido uterino es relativamente mayor a la concentracion en el plasma (26). También
existen evidencias que el pH uterino guarda una relacion inversa a la concentracion de NUS, y que la alteracién
que puede producir el bajo pH sobre el Gtero es Unica (7,8). EI NH3 es una molécula muy tdéxica que se une al
glutamato para su detoxificacion, transformandose en glutamina por accién de la enzima glutamina sintetasa. Este
compuesto sirve como un mecanismo de transporte no téxico que lleva el NHs al higado para la sintesis de urea.
La glutamina puede ser utilizada como fuente de energia por diferentes células, entre ellas la de los tejidos
reproductivos, resultando en la liberacion de grandes cantidades de NH; (6,18). Esto puede crear un flujo de H*
hacia la luz uterina para la formacion de amonio (NH,), el cual no puede atravesar las membranas celulares, resul-
tando en la disminucién del pH del fluido uterino (8). EI NH; puede afectar la supervivencia celular debido a que
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produce una disminucion del ?-cetoglutarato al convertirlo en glutamato, y por lo tanto, interfiere con uno de los
intermediarios del ciclo de Krebs produciendo una disminucién en la formacion de ATP por la célula.

Estudios previos han demostrado que los altos niveles de NUS que pueden generarse por la ingestién de PDR
en exceso y que llevan a una elevada concentracion de NH; en el fluido uterino pueden afectar el desarrollo de los
embriones bovinos, especialmente en el estadio de blastocito expandido a eclosionado (14).

CONCLUSION

Los resultados obtenidos por la citologia e histopatologia evidencian que un factor que estaria produciendo una
disminucion de la eficiencia reproductiva seria la alteracion del ambiente uterino, reflejado principalmente por la
alta descamacion de las células epiteliales endometriales, lo cual podria dificultar el reconocimiento materno de la
prefiez y la nutricion del embridn en los primeros estadios de desarrollo. Mayores estudios serdn necesarios en un
futuro para apoyar esta conclusion.
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