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RESUMEN

Los factores ambientales, especialmente la temperatura y la exposicion
alaluz, influyen en la salud y productividad de las vacas lecheras durante
la lactancia, posiblemente mediante mecanismos fisioldgicos similares.
Por ejemplo, el estrés por calor es un componente critico del rendimiento
de leche disminuido durante el verano. Sin embargo, se sabe menos sobre
el efecto del estrés por calor durante el periodo seco. El objetivo del
presente estudio fue evaluar los efectos del estrés por calor preparicion
bajo un fotoperiodo controlado sobre el desempefio en la lactancia y la
expresion genética metabdlica hepética de vacas Holstein multiparas
periparturientas (n = 16). Las vacas se secaron aproximadamente 46 dias
antes de la fecha de paricidon esperada y se les asigné un tratamiento
aleatoriamente luego de bloquearlas por produccion de leche equivalente
madura y paricién. Los tratamientos consistieron o en estrés por calor
(HT) o enfriamiento (CL) con ventiladores y rociadores, ambos bajo un
fotoperiodo de 14L:10D. Se midi6 la temperatura rectal dos veces por dia
durante el periodo seco. Luego de la paricidn, se alojé a las vacas en un
establo de estabulacion libre con dispositivos de enfriamiento, y se
registro el rendimiento de leche diario hasta los 210 dias en leche. Se
extrajeron muestras de sangre desde el secado hasta los +42 dias con
relacion a la paricion en busca de metabolitos y desde los -2 hasta +2 dias
con relacién a la paricién para andlisis hormonales. La ingesta de materia
seca se midi6 desde los =35 hasta los +42 dias con relacion a la paricién.
Se recolectaron biopsias hepaticas al momento del secado, a los =20, +2,y
+20 dias con relacién a la paricién para las vacas expuestas a HT (n=5) y
CL (n = 4) para medir la expresion de ARNm de los supresores de la
sefializaciéon de citocinas-2 (SOCS-2), proteina 5 ligadora del factor de
crecimiento similar a la insulina (IGFBP-5), un factor de transcripciéon
clave en la biosintesis lipidica (SREBP-1c), y las enzimas del metabolismo
lipidico (FASN, ACACA y ACADVL) mediante PCR cuantitativo en
tiempo real. El estrés por calor incrementd las temperaturas rectales
(39,2 vs. 38,8°C), las concentraciones de prolactina en plasma a los -1
(171 vs. 79 ng/mL) y 0 dias (210 vs. 115 ng/mL) con relacién a la
paricion, y disminuyd la ingesta de materia seca a los 0 y +14 dias con
relacion a la paricién y la leche corregida en grasa al 3,5% postparicién
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(26,1 vs. 35,4 kg/d) en comparacién con las vacas expuestas a CL. Con
relacion a las vacas expuestas a CL, la expresiéon del ARNm hepético de la
SOCS-2 y IGFBP-5 se regulé hacia abajo en las vacas expuestas a HT. La
expresion de la ACADVL se regulé hacia arriba en las vacas expuestas a
CL alos +2 dias, pero se regulé hacia abajo a los +20 dias en relacién a las
vacas expuestas a HT. Las concentraciones de C16:0 y C18:1 cis fueron
mayores en la leche e higado de las vacas expuestas a CL en comparaciéon
con las vacas expuestas a HT, lo que refleja una mayor movilizaciéon
lipidica. Estos resultados sugieren que la reduccion del estrés por calor en
el periodo seco mejora la lactancia subsiguiente, posiblemente mediante
la supresidn del pico de prolactina en plasma alrededor de la paricidn, la
expresion de las SOCS-2 y la regulaciéon del metabolismo lipidico
hepatico.

Palabras clave: ganado lechero, periodo seco, estrés por calor,
expresion genética

INTRODUCCION

Los factores ambientales, especialmente la temperatura y el
fotoperiodo, influyen en la salud y productividad del ganado lechero
durante la lactancia, posiblemente mediante mecanismos fisiol6gicos
similares. El estrés por calor durante la lactancia representa el 10 al 25%
de la pérdida de produccién de leche (Collier et al., 2006). La exposicion
de las vacas a enfriamiento durante el periodo seco incrementa la
produccion de leche con relacién a los animales expuestos a estrés por
calor (Avendafio-Reyes et al., 2006) segun lo informado por Collier et al.
(1982b), pero los mecanismos siguen sin resultar claros.

El fotoperiodo de dia largo durante la lactancia también mejora el
rendimiento de leche, mientras que el fotoperiodo de dia corto durante el
periodo seco mejora la salud y el consiguiente desempefio en la lactancia
(Dahl, 2008). El efecto fotoperiddico observado en las vacas secas es
mediado a través de la sefializacion de la prolactina (PRL) (Schams y
Reinhardt, 1974; Auchtung et al., 2005; Wall et al., 2005b), que afecta la
diferenciacion y crecimiento de las células mamarias (Wall et al., 2005a),
la funcién inmune (Auchtung et al.,, 2004), el eje IGF, y el desempefio de la
lactancia (Dahl, 2008). De interés: las temperaturas altas incrementan la
PRL circulante (Collier et al., 1982a, 2008). Por lo tanto, la PRL podria
brindar un mecanismo enddcrino consistente para iniciar los efectos del
fotoperiodo y el estrés por calor sobre la productividad y salud de las
vacas lecheras.

Ademads, existe evidencia para respaldar un vinculo entre la
sefializacion de la PRL y el metabolismo lipidico hepatico
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(Dahl, 2008). La exposiciéon de los novillos en crecimiento a un
fotoperiodo de dia corto durante 6 semanas redujo la expresiéon del
ARNm hepatico de la acetil-CoA carboxilasa (ACACA) y de la acil-CoA
deshidrogenasa de cadena muy larga (ACADVL) (Connor et al., 2007).
Savage et al. (2006) demostraron que bloquear la ACACA incrementa la
oxidacion de las grasas, inhibe la lipogénesis y reduce la concentracién de
malonil-CoA en el higado de rata. Loor et al. (2005) informaron una
asociacion positiva entre el ARNm de la ACADVL y las concentraciones
incrementadas de NEFA circulantes y triacilglicerol hepatico, que son
signos caracteristicos del higado graso en las vacas lecheras. Por lo tanto,
una reduccion en la expresion del ARNm de la ACACA y ACADVL podria
representar menor movilizacién de grasas, lo que deberia ser deseable en
la vaca en transicién.

Debido a que los dias largos incrementan la PRL y a que la PRL
aumentada durante el periodo seco se asocia con un desempefio
deprimido en la siguiente lactancia, podria dar como resultado una
respuesta similar a partir de los incrementos en la PRL inducidos por el
estrés por calor en vacas secas. Sin embargo, no se ha investigado el
efecto del estrés por calor bajo un fotoperiodo controlado durante el
periodo seco. Ademads, se desconoce el efecto del estrés por calor durante
el final de la prefiez sobre el metabolismo lipidico hepatico pero podria
representar un factor importante en el desempefio subsiguiente. Los
objetivos del estudio actual eran evaluar los efectos del estrés por calor
bajo un fotoperiodo controlado durante el periodo seco en la expresiéon
genética metabolica hepatica y el desempefio subsiguiente en la lactancia
de las vacas lecheras periparturientas. La hipotesis era que el
enfriamiento de las vacas secas bajo un fotoperiodo controlado
optimizaria el desempefio subsiguiente con relacién a las vacas
estresadas por el calor y que los efectos del enfriamiento serfan mediados
por cambios en la expresion genética del metabolismo hepético y la
supresion de la PRL circulante.

MATERIALES Y METODOS
Animales, tratamientos y muestreo

El experimento se condujo en la Unidad de Investigacién Lechera de la
Universidad de Florida en Hague, Florida. Todos los animales
experimentales se manejaron de acuerdo con las pautas aprobadas por el
Comité de Investigaciéon Animal del Instituto de Ciencias Alimentarias y
Agricolas de la Universidad de Florida. Las vacas Holstein multiparas se
secaron 46 dias antes de la paricion esperada de acuerdo al protocolo
estandar de la Unidad de Investigaciéon Lechera de la Universidad de
Florida, que consiste en la cesacion del ordefie y la infusidon intramamaria
de cada cuarto con antibidtico (Quartermaster, Pfizer, Kalamazoo, MI).
Las vacas se asignaron de forma aleatoria al tratamiento después del
bloqueo por produccién de leche equivalente madura y pariciones. Se
impusieron los tratamientos solamente durante el periodo seco e
incluyeron estrés por calor (HT; n = 9) o enfriamiento (CL;n=7).
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El sistema de enfriamiento consistié en ventiladores (J&D Manufacturing,
Eau Claire, WI) y rociadores (Rainbird Manufacturing, Glendale, CA) que
se encendian automdticamente cada vez que la temperatura ambiente
superaba los 21,1°C. Los tratamientos comenzaron al momento del
secado (desde el 20 de agosto al 17 de septiembre de 2007) y
prosiguieron hasta la paricién (21 de septiembre al 3 de noviembre de
2007). Ambos tratamientos tuvieron un fotoperiodo de 14L:10D provisto
por lamparas de haluro metalico a aproximadamente 250 Ix a nivel de los
ojos de la vaca, aproximadamente 3 m por encima del suelo del establo.
Para ambos tratamientos, las luces se encendian a las 0600 h y se
apagaban a las 2000 h. La temperatura rectal se midié dos veces por dia
durante el periodo seco entero. Las vacas en preparto se alojaron en
establos de estabulacién libre con camas de arena y se alimentaron de
forma individual mediante la utilizacién del sistema de puertas Calan
(American Calan Inc., Northwood, NH). Cuando se detectaron signos de
paricion, se movieron las vacas al corral adyacente con cama de arena con
sombra y agua. Después de parir, todas las vacas se alojaron juntas en un
establo de estabulacién libre, con cama de arena equipado con
ventiladores, rociadores y sistema de puertas Calan. Se registré a diario el
rendimiento de leche hasta los 210 DIM postpariciéon. Se midi6 la DMI
(ingesta de materia seca) diaria desde el secado hasta los +42 dias con
relaciéon a la paricién. Las vacas secas se alimentaron con TMR (racién
mezclada total) una vez por dia a las 0930 h, mientras que las vacas en
ordefie se alimentaron con TMR dos veces por dia a las 0900 y a las 1300
h para permitir rechazos de alimentacion del 5 al 10% diarios. Se recogié
una muestra de ensilado de maiz semanal y se la secaba inmediatamente
durante 1 hora usando un secador eléctrico (Koster Crop Tester Inc.,
Strongsville, OH) para calcular el porcentaje de DM para mantener la
relacion forraje a concentrado formulada en la racién. Las vacas se
ordefiaron dos veces por dia a las 0900 y a las 2100 h. Se pesaban las
vacas y se registraba el puntaje de la condicién corporal (Edmonson et al.,
1989) alos -46, -32,-18, 0, +14, +28 y +42 dias con relacién a la pariciéon
antes de alimentarlas durante el periodo seco y después del ordefie de las
0900 h y antes de alimentarlas durante el periodo de lactancia.

Recoleccion de muestras

Se recolectaron muestras de leche semanalmente de dos ordefies
consecutivos, y se usé bronopol-B-14 como conservante. Southeast Milk
Inc. (Belleview, FL) midid la leche en cuanto a grasa, proteina verdadera y
SCC (conteo de células somdticas) mediante la utilizacion de un
analizador NIR Bentley 2000 (Bentley Instruments, Chaska, MN). Se
calcularon las concentraciones finales de los componentes después del
ajuste para obtener la produccién de leche durante dichos ordefies. La
leche sin conservantes se recolectd en dos ordefies consecutivos a los +35
y +42 dias con relacién a la paricidn, se acumul6 en base al rendimiento
de leche (volumen final de 45 mL), y se congel6 hasta el andlisis de los
acidos grasos. Se recolecté sangre (10 mL) a las 0700 h a los -46, -32,
-18, 0, +14, +28 y +42 dias con relacidn a la fecha de paricidn esperada a
partir de vasos coxigeos dentro de tubos heparinizados con sodio
(Vacutainer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) para el andlisis de
metabolitos. Ademds, se extrajeron muestras de  sangre
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Tabla 1. Composicion de ingredientes y quimica del alimento de las TMR dadas a vacas Holstein
durante los periodos preparicién y postparicion

ftem Preparicién Postparicion

Ingrediente, % de DM (Materia seca)

Ensilado de maiz 30,0 39,5
Pasto Bermudas 34,7 —
Heno de alfalfa — 12,5
Maiz molido 12,0 17,4
Alimento con gluten de maiz — 6,6
Pulpa citrica 10,2 52
Alimento de poroto de soja 6,7 6,3
Soyplus! 8,8
Sal mineralizada con oligoelementos? 0,1 —
Premezcla de minerales y vitaminas, preparicién3 6,3 —
Premezcla de minerales y vitaminas, postparicion# — 3,7
Composicién quimica
NEL, Mcal/kg de DM 1,52 1,63
CP, % de DM 14,6 17,1
NDF, % de DM 40,2 329
ADF, % de DM 24,9 20,9
Extracto de éter, % de DM 3,4 3,9
Ca, % de DM 1,80 0,75
P, % de DM 0,33 0,42
Mg, % de DM 0,33 0,34
K, % de DM 1,41 1,60
Na, % de DM 0,19 0,28
S, % de DM 0,42 0,23
Cl, % de DM 0,76 0,44
Fe, mg/kg de DM 328 252
Zn, mg/kg de DM 50 65
Cu, mg/kg de DM 19 24
Mn, mg/kg de DM 40 42
Mo, mg/kg de DM 1,1 1,2

1West Central Soy, Ralston, IA.

2La sal mineralizada con oligoelementos contenia concentraciones minimas de 40% Na, 55% CI,
0,25% Mn, 0,2% Fe, 0,033% Cu, 0,007% I, 0,005% Zn y 0,0025% Co (base de la DM).

3La premezcla de minerales y vitaminas contenia 22,8% CP, 22,9% Ca, 0,20% P, 0,2% K, 2,8% Mg,
0,7% Na, 2,4% S, 8% Cl, 147 mg/kg de Mn, 27 mg/kg de Fe, 112 mg/kg de Cu, 95 mg/kg de Zn, 7
mg/kg de Se, 8 mg/kg de I, 11 mg/kg de Co, 268.130 IU de vitamina A/kg, 40.000 IU de vitamina
D/kg,y 1.129 IU de vitamina E/kg (base de la DM).

“La mezcla de minerales y vitaminas contenia 26,4% CP, 10,2% Ca, 0,90% P, 3,1% Mg, 1,5% S,
5,1% K, 8,6% Na, 1.500 mg/kg de Zn, 512 mg/kg de Cu, 339 mg/kg de Fe, 2.231 mg/kg de Mn, 31
mg/kg de Co, 26 mg/ kg de I, 7,9 mg/kg de Se, 147.756 IU de vitamina A/kg, y 787 IU de vitamina
E/kg (base DM).

dos veces al dia desde los -2 hasta los +2 dias con relacién a la pariciéon
para el andlisis de la PRL. Las muestras se colocaron inmediatamente
sobre hielo hasta que se las centrifug6 a 2.619 x g a 5°C durante 30 min.
Se separo el plasma y se lo congelé a =20°C para analisis subsiguientes. A
los -46, -20, +2 y +20 dias con relacién a la paricién, se recogieron
muestras del higado (aproximadamente 400 mg) mediante biopsia, se las
enjuag6 con solucién salina estéril, se las congel6 inmediatamente en N
liquido, y se las almacen6 a -80°C hasta el andlisis en busca de
abundancia de 4cidos grasos y ARNm.

Se recolectaron muestras representativas de ensilado de maiz, heno de
pasto Bermuda, heno de alfalfa y mezclas concentradas semanalmente.
Las muestras semanales se compusieron mensualmente y se molieron
utilizando un molino Wiley de malla de 1 mm (A. H. Thomas, Philadelphia,
PA). Se analizaron las muestras de alimento (ensilado de maiz, heno de
pasto Bermuda, heno de alfalfa y mezclas concentradas) en busca de
minerales y de la composicién grasa, NDF, ADF, y CP (Dairy One, Ithaca,
NY; Tabla 1).

Journal of Dairy Science Vol. 92 Nro. 12, 2009

DO AMARAL ET AL.

Procedimientos analiticos

Las concentraciones de PRL en plasma se determinaron en muestras
tomadas dos veces por dia desde los -2 hasta los +2 dfas con relacién a la
paricion (do Amaral et al,, 2009). Las concentraciones de NEFA (NEFA-C
Kit, Wako Fine Chemical Industries USA Inc., Dallas, TX; segun lo
modificaron Johnson y Peters, 1993) y BHBA (Autokit 3-HB, Wako Fine
Chemical Industries USA Inc.) en plasma se determinaron en base a
muestras desde el secado hasta los +42 dias postparicién. Bajo un
programa similar, se utiliz6 un autoanalizador Technicon (Technicon
Instruments Corp., Chauncey, NY) para determinar las concentraciones de
BUN en plasma (una modificaciéon de Coulombe y Favreau, 1963, y Marsh
et al, 1965) y glucosa en plasma (una modificacion de Gochman y
Schmitz, 1972).

Se aislé la grasa de la leche mediante centrifugado de la leche
descongelada a 17.800 x g durante 30 min a 8°C. Se extrajo
aproximadamente 325 mg de grasa aislada manualmente usando una
mezcla de solventes 3:2 (vol/vol) de hexano/isopropanol (18 mL/g de
grasa). La grasa extraida se convirti6 en esteres metilicos de acuerdo a
Chouinard et al. (1999) y posteriormente se analizé en busca de acidos
grasos. La extraccion de grasa y la metilacion de muestras del higado se
realizé de acuerdo a Kramer et al. (1997). Los esteres metilicos de los
acidos grasos de la leche y las muestras del higado se determinaron
mediante la utilizacién de un cromatégrafo de gases Varian CP-3800
(Varian Inc., Palo Alto, CA) equipado con muestreador automatico (Varian
CP-8400), detector de ionizacién de llama y una columna capilar Varian
(CP-Sil 88; 100 m x 0,25 mm x 0,2 um). El gas portador fue helio, la
relacion de divisiéon fue 10:1 y las temperaturas del inyector y del
detector se mantuvieron a 230 y 250°C, respectivamente. Se inyect6 un
microlitro de muestra mediante el muestreador automatico dentro de la
columna. La temperatura del horno se fij6 inicialmente en 120°C durante
1 min, se la incrementé de a 5°C/min hasta los 190°C, se la mantuvo a
190°C durante 30 min, se increment6 2°C/min hasta los 220°C, y se la
mantuvo a 220°C durante 40 min. El pico se identificé y calcul6 en base al
tiempo de retencion y al drea del pico de los estandares conocidos.

Aislacion de ARN total y PCR cuantitativo

El ARN total se extrajo del higado usando el método recomendado de
aislamiento de ARN de tejidos grasos animales (Qiagen Inc., Valencia, CA).
Resumiendo, se homogenizaron los tejidos del higado en reactivo Qiazol
(Qiagen Inc.), seguido por extracciéon de cloroformo y agregado de un
volumen igual de etanol al 70% (vol/vol) a la fase acuosa. EI ARN total
luego se aislo utilizando el Mini Kit RNeasy
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Tabla 2. Secuencias iniciadoras, temperatura de anillamiento y tamafio de amplicon de cada objetivo genético analizado en el higado bovino mediante

PCR cuantitativo en tiempo real

Gen! Secuencia Iniciadora (5'=3") Tamafio, Temperatura, °C
bp

ACACA Hacia CCTGGTTGCACAAAAGGATT 176 56,8
adelante
Reversa TTCTCATCCGGTTCAGCTCT

ACADVL Hacia CACCATGAAAGGCATCATTG 160 56,8
adelante
Reversa GTTGGCACTCACCATGTACG

FASN Hacia TCATCCCCCTGATGAAGAAG 361 56,8
adelante
Reversa AACTCCACAGGTGGGAACAG

IGFBP-5 Hacia AAAGAAGCTGACCCAGTCCA 100 60,0
adelante
Reversa CCCCTGCTCAGATTTCTGTC

SOCS-2 Hacia GGGATGCTTCCCTTCCTAAG 145 60,0
adelante
Reversa GTGCTGGGACCTTTCACCTA

SREBP-1c Hacia CCGAGGCCAAGTTGAATAAA 136 56,8
adelante
Reversa TTCAGCGATTTGCTTTTGTG

1ACACA = acetil-CoA carboxilasa; ACADVL = acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy larga; FASN = acido graso sintasa; IGFBP-5 =proteina 5 ligadora
del factor de crecimiento similar a la insulina; SOCS-2 = supresores de la sefializacion de citocinas-2; SREBP-1c = proteina-1c ligadora del elemento

5991

regulador del esterol.

y digestion de Nase con columna (Qiagen Inc.). La calidad del ARN se
determiné mediante la utilizacién del Bioanalizador Agilent 2100 con Kits
RNA 6000 Nano LabChip (Agilent Technologies, Palo Alto, CA), y la
concentraci6n de ARN se determiné mediante la utilizacién de un
espectrometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Rockland,
DE). Se utiliz6 el kit de sintesis iScript cDNA (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA) para la sintesis de ADNc de primera cadena mediante la
utilizacion de 2 pg de ARN total por cada 80-pL de volumen de reaccion.
Se realizé una reaccién de control negativo en paralelo en ausencia de la
enzima transcriptasa inversa. Las condiciones de la reaccion fueron 25°C
durante 5 min, 42°C durante 30 min y 85°C durante 5 min.

La abundancia de transcripcién para cada gen se determiné mediante
PCR en tiempo real cuantitativo absoluto mediante la utilizacién del
Sistema de Deteccion de PCR en tiempo real Bio-Rad iCycler o MyiQ (Bio-
Rad Laboratories). Las reacciones se realizaron en duplicado utilizando 2
uL de ADNc, 0.4 pmol de cada iniciadora, y 12.5 pL de Supermezcla verde
iQ SYBR (Bio-Rad Laboratories) en un volumen de reaccién de 25-uL. Las
condiciones de ciclado de la reaccion fueron 95°C durante 3 min seguidas
por 45 ciclos a 94°C durante 15 s, temperatura de anillado durante 30 s,y
72°C durante 30 s con una medicién de fluorescencia durante la etapa de
extension. La Tabla 2 resume las secuencias de la iniciadora, temperatura
de anillado, y tamafio del amplicon de cada objetivo genético. La
identidad de los productos de la amplificaciéon se confirmé mediante
secuenciamiento directo de los productos de amplificacion de PCR
purificados con gel (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen Inc.) utilizando
un secuenciador de ADN automatizado CEQ8000 y un DTCS Quickstart
Chemistry (Beckman Coulter, Fullerton, CA). Las concentraciones de
amplicons se determinaron mediante la utilizaciéon del espectrémetro
NanoDrop ND-1000 y se usaron para crear curvas de calibracién para
cada gen. Se analizaron patrones que variaban desde 102 a 107 moléculas
en duplicado con cada ensayo. Se realizé una unica reacciéon de control
negativo para cada muestra experimental, y se incluy6 una tnica reacciéon
en blanco utilizando agua como control con cada curva estandar.

Las cantidades de transcripciones en cada muestra se determinaron
automaticamente mediante interpolaciéon desde la curva estandar por
medio del software iQ o MyiQ. La abundancia final de transcripciones se
expresé como la cantidad final de moléculas por unidad de ARN total
usadas en la reaccion de transcripcién inversa.

Andlisis estadistico

Las mediciones de las DMI diarias durante los periodos pre y
postparicién, produccion de leche y composicién de la leche se redujeron
a medias semanales antes de que se realizasen los andlisis estadisticos.
Los acidos grasos de la leche, longitud del periodo seco y BW (peso
corporal) del ternero se analizaron utilizando PROC GLM de SAS (SAS
Institute, Cary, NC). Los datos de mediciones repetidas (DMI, producciéon
de leche, grasa en leche, proteinas en leche, BW, BCS (puntaje de
condicién corporal), PRL en plasma, NEFA, BUN, glucosa en plasma y
acidos grasos del higado) se analizaron mediante la utilizaciéon de los
procedimientos PROC MIXED de SAS. El modelo incluia el efecto fijo del
tratamiento, tiempo y tratamiento por interaccién del tiempo y el efecto
aleatorio de la vaca. Se evaluaron los datos para determinar la estructura
de ajuste 6ptimo, es decir AR(1), ARH(1), CS, o CSH, segtin lo indicado por
un valor de criterio de informaciéon Schwartz Bayesian mas bajo (Littell et
al., 1996). Se informa el error estandar de la media.

RESULTADOS
Temperatura rectal, temperatura del establo y humedad relativa

Como se esperaba, la temperatura rectal durante el periodo vespertino
fue superior para las vacas expuestas a HT en comparacién con las vacas
expuestas a CL (39,2 vs. 38,8°C, SEM = 0,1°C; P = 0,05). Sin embargo, la
temperatura rectal en el periodo matutino no fue diferente entre los
tratamientos (38,7 vs. 38,6°C, SEM = 0,1°C; P = 0,35). Ademas, la
temperatura del establo y
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la humedad relativa durante el dia no difirieron entre los tratamientos (P
=094 y P = 0,74 para la temperatura del establo y humedad relativa,
respectivamente; Figura 1).

Longitud del periodo seco y peso del ternero

Las vacas expuestas a HT tendieron a tener un periodo seco 7 dias mas
corto que aquellas expuestas a CL (38 vs. 45 dias, respectivamente, SEM =
3d; P =0,12). EI BW del ternero fue 13 kg mas liviano para los terneros
nacidos de vacas expuestas a HT a comparacién de aquellos nacidos de
vacas expuestas a CL (31 vs. 44 kg, SEM = 2 kg; P < 0,001).

Producciéon de leche, composicion de la leche y DMI

Las vacas expuestas a CL durante el periodo seco produjeron en
promedio 7,5 kg/d mas leche que las vacas expuestas a HT (Tabla 3; P =
0,01). La produccién de leche ajustada para los componentes (FCM en
3,5%, leche corregida en grasa y proteinas en 3,5% y ECM) a lo largo del
periodo postparicién de 30 semanas (Tabla 3 y Figura 2) fue mayor para
las vacas expuestas a CL en comparacidon con las vacas expuestas a HT.
Las vacas expuestas a CL tuvieron mayor concentracién (P = 0,07) y
rendimiento (P = 0,1) de grasa en leche a comparacién con las vacas
expuestas a HT. No hubo diferencia en los tratamientos en el porcentaje
de proteinas en la leche (P = 0,62; Tabla 3). Sin embargo, el rendimiento
de las proteinas tendié a ser mayor (P = 0,09) a partir de las vacas
expuestas a CL que de las vacas expuestas a HT (Tabla 3). Las vacas
expuestas a CL tuvieron mayor eficiencia del alimento (P = 0,06) durante
los primeros 42 dias postparicion en comparacién con las vacas
expuestas a HT.

Las vacas expuestas a HT durante el periodo seco tuvieron DMI
similares (como % del BW; Figura 3) en comparacién con las expuestas a
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Figura 1. Temperaturas del establo y humedad relativa durante el periodo seco. La linea
sélida con cuadrados sélidos (o) representa la temperatura del establo expuesto a tratamiento de
enfriamiento (CL), y la linea sélida con circulos abiertos (0) representa la temperatura del establo
expuesto a tratamiento de estrés por calor (HT). La linea discontinua con tridngulos sélidos (K)
representa la humedad relativa del establo expuesto a CL, y la linea discontinua con diamantes
abiertos (0) representa la humedad relativa del establo expuesto a HT. El eje x representa un
promedio de 8 puntos de tiempo durante el dia (intervalos de 3 h). La temperatura y humedad
relativa en el establo no difirieron entre los tratamientos (P = 0,94 y P = 0,74 para temperatura y
humedad relativa del establo, respectivamente).
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CL desde el secado hasta los —14 dias con relacién a la paricién. A medida
que se aproximaba la paricién, sin embargo, disminuy6 la DMI en las
vacas expuestas a CL (como % del BW) en aproximadamente el 50% por
dia de paricidn, y las vacas expuestas a CL todavia tuvieron menos ingesta
alos +14 dias con relacion a las vacas expuestas a HT (Figura 3; P = 0,03).

Prolactina y metabolitos

Las vacas expuestas a HT tuvieron una mayor concentraciéon de PRL en
plasma alos -1 (171 vs. 79 ng/mL, SEM = 28 ng/mL; P = 0,03; Figura 4) y
0 dias (210 vs. 115 ng/ mL, SEM = 24 ng/mL; P = 0,01; Figura 4) con
relacion a la pariciéon.

Las vacas expuestas a CL tuvieron una mayor concentraciéon de NEFA
en plasma alrededor de la paricion en comparacién con las vacas
expuestas a HT (Figura 5). La concentracién de BHBA se incrementd en
las vacas expuestas a CL a los +14 y +28 dias postpariciéon (Figura 5). La
concentracién de glucosa en plasma (71 vs. 71 mg/dL, SEM = 1 mg/dL; P
= 0,88) y BUN (11,2 vs. 11,3 mg/dL, SEM = 0,50 mg/dL; P = 0,92) no
difirié entre los tratamientos.

Expresion genética hepdtica

La expresion en el ARNm de la proteina 1c ligadora del elemento
regulador del esterol (SREBP-1c; 96 vs. 79% del valor de referencia
para las vacas expuestas a HT y CL, respectivamente, SEM = 15%; P =
0,56), ACACA (97 vs. 92% del valor de referencia para las vacas
expuestas a HT y CL, respectivamente, SEM = 22%; P = 0,88), acido graso
sintasa (FASN; 136 vs. 97% del valor de referencia para las vacas
expuestas a HT y CL, respectivamente, SEM = 28%; P = 0,33) no difirio
entre los tratamientos.

La expresion del ARNm de la ACADVL en el higado de las vacas
expuestas a CL se regulé hacia arriba a los +2 dias con relacién a la
pariciéon en comparacién con las vacas expuestas a HT (interaccién del
tratamiento por dia; P < 0,01; Tabla 4). Sin embargo, a los +20 dias con
relacion a la paricion, la expresion del ARNm de la ACADVL se reguld
hacia abajo para las vacas expuestas a CL en comparacién con las vacas
expuestas a HT. Con relacién a las vacas expuestas a HT, las vacas
expuestas a CL habfan regulado hacia arriba la expresiéon del ARNm
hepatico del supresor de la sefializacion de citocinas 2 (SOCS-2; Tabla 4)
y la proteina 5 ligadora del factor de crecimiento similar a la insulina
(IGFBP-5; Tabla 4).

Perfiles de acidos grasos en la leche y el higado

Las vacas expuestas a CL tuvieron menores concentraciones de C8:0,
C10:0, C12:0, C14:0 y C15:0 en la leche en comparacién con las vacas
expuestas a HT (Tabla 5; P < 0,05). El perfil de los acidos grasos reflejo
menores concentraciones de sintesis de novo de acidos grasos en la
glandula mamaria de las vacas expuestas a CL en relacién a las vacas
expuestas a HT (Tabla 5; P = 0,02).

Las vacas expuestas a CL tuvieron una mayor concentracién de C18:1
cis-9 en la leche a comparacion de las vacas expuestas a HT (Tabla 5; P =
0,03). Las concentraciones de dacidos grasos monoinsaturados
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Figura 2. Efecto del enfriamiento (CL; n = 7) o estrés por calor (HT; n = 9) durante un
periodo seco de 46 dias en la produccién de leche durante la lactancia subsiguiente. Los cuadrados
sélidos (o) representan a las vacas expuestas a CL, y los circulos abiertos (0) representan a las
vacas bajo HT. Las vacas expuestas a CL tuvieron mayor produccién de leche que las vacas
expuestas a HT durante las primeras 30 semanas de lactancia. *P < 0,05; SEM = 2,3 kg/d. Después
de la paricidn, las vacas se alojaron juntas en el mismo establo equipado con ventiladores y
rociadores.

en la grasa de la leche fueron mayores para las vacas expuestas a CL con
relaciéon a aquellas para las vacas expuestas a HT (Tabla 5; P = 0,03),
principalmente debido a la mayor movilizacién del C18:1 cis-9 desde el
tejido adiposo de las vacas expuestas a CL (Tabla 5; P = 0,03). Debido al
cambio en los 4cidos grasos monoinsaturados, los acidos grasos
poliinsaturados fueron menos en la grasa de la leche de las vacas
expuestas a CL en comparaciéon con el tratamiento de HT (Tabla 5; P =
0,01) principalmente debido a una disminucién en el acido linoleico
conjugado cis-9, trans-11 (0,51 vs. 0,63%), C18:3 (0,28 vs. 0,33%), y
C20:4 (0,19 vs. 0,23%).

De manera similar al perfil del acido graso de la leche, la concentraciéon
de C18:1 cis-9 fue mayor (P < 0,01) y el C16:0 tendi6 (P = 0,09; Tabla 6)
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a ser mayor a los +2 dias con relacién a la paricion en el tejido hepatico de
las vacas expuestas a CL en comparacion con las vacas expuestas a HT. La
concentracion de 4cidos grasos monoinsaturados en el higado de las
vacas expuestas a CL fue mayor, mientras que la concentracién de acidos
grasos poliinsaturados fue menor, a los +2 dias con relacién a la paricién
en comparacion con las vacas expuestas a HT (P < 0,01; Tabla 6).

DEBATE

Probar la hipétesis de que el enfriamiento de las vacas secas bajo un
fotoperiodo controlado mejoraria el metabolismo hepatico y el
desempefio subsiguiente en la lactancia requeria confirmacion de que se
habia logrado la reduccién del estrés por calor. Como se esperaba, las
temperaturas rectales de las vacas expuestas a HT fueron superiores a
aquellas de las vacas expuestas a CL, lo que indica que el sistema de
refrigeracion (ventiladores y rociadores) fue eficaz en la reducciéon de la
temperatura del animal a pesar de la temperatura y humedad relativa
similares de los establos. De manera similar, Avendafio-Reyes et al.
(2006) informaron que las vacas refrigeradas con agua pulverizada y
ventiladores tenian temperaturas rectales y ritmo respiratorios menores
que las vacas estresadas por calor. El menor BW de los terneros de las
vacas expuestas a HT es una prueba adicional del estrés por calor durante
el periodo seco, como lo es el incremento en la PRL circulante (Collier et
al., 1982a; Wolfenson et al., 1988; do Amaral et al., 2009). Por lo tanto,
nuestro modelo fue adecuado para la identificacién de los mecanismos
hepéticos que respaldan los efectos subsiguientes del enfriamiento en el
periodo seco sobre el rendimiento de la leche.

Tabla 3. Rendimiento de leche, Rendimiento de FCM (leche corregida en grasa) al 3,5%, Rendimiento de FPCM (leche corregida en grasa y proteinas) al
3,5%, Rendimiento de ECM (Leche corregida por energia), componentes de la leche, y eficiencia del alimento para las vacas expuestas a estrés por calor
(HT; n = 9) o enfriamiento (CL; n = 7) durante un periodo seco esperado de 46 dias

Variable HT CL SEM Valor P
Rendimiento de leche, kg/d 26,2 33,7* 2,3 0,04
3,5% FCM,t kg/d 26,1 35,4%* 2,3 0,01
3,5% FPCM,2 kg/d 26,0 34,5% 2,3 0,02
ECM,3 kg/d 26,3 34,9*% 2,3 0,02
Grasa, % 3,5 3,9 0,1 0,07
Proteina, % 3,2 3,0 0,1 0,62
Rendimiento de grasa, kg/d 0,9 1,3** 0,1 0,01
Rendimiento de proteina, kg/d 0,8 1,0 0,1 0,09
Eficiencia del alimento* 1,4 2,0 0,2 0,06
BW, 5 kg 633 698** 16 0,01
BCSs 3,0 3,6%* 0,1 0,01
DMI, kg/d

Preparicién, dia -46 a -1 12,0 14,1%** 0,4 0,001

Postparicidon, dia 0 a 42 19,3 17,7 1,3 0,36

13,5% FCM = (0,4324 x rendimiento de leche) + (16,216 x rendimiento de la grasa de la leche).

23,5% leche corregida en grasa y proteinas (FPCM) = (12,82 x kg de grasa) + (7,13 x kg de proteina) + (0,323 x kg de leche).

3ECM = (0,327 x kg de leche) + (12,95 x kg de grasa) + (7,20 x kg de proteina) (Tyrrell and Reid, 1965).

“Eficiencia del alimento = kg de 3,5% FCM/kg de DML. La eficiencia se calculé a diario desde la paricion hasta los +42 dias con relacion a la paricién.
SEl BW y el BCS se midieron a los -46, -32, -18 y 0 dias con relaci6n a la fecha esperada de paricion.

*P < 0,05; **P < 0,01; **P < 0,001.
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Figura 3. Efecto del enfriamiento (CL; n = 7) o estrés por calor (HT; n = 9) durante un
periodo seco de 46 dias sobre la DMI como un porcentaje del BW antes y después de la paricion.
Los cuadrados sélidos (o) representan a las vacas expuestas a CL, y los circulos abiertos (0)
representan a las vacas expuestas a HT. No hubo diferencia entre los grupos en la DMI durante el
periodo seco (P = 0.54). *Durante los +14 dias iniciales de lactancia, las vacas expuestas a CL
tuvieron menor DMI (% de BW) en relacién a aquellas expuestas a HT (tratamiento por
interaccién por semana; P < 0,05). Después de la paricidn, las vacas se alojaron juntas en el mismo
establo equipado con ventiladores y rociadores.

Los resultados del estudio actual confirman que la exposiciéon de las
vacas a CL durante el periodo seco incrementa la produccién de leche con
relacion a los animales expuestos a HT, como se observé anteriormente
(Wolfenson et al., 1988; Avendafio-Reyes et al., 2006; Urdaz et al., 2006).
La concentracién de grasa en leche y el rendimiento fueron mayores para
las vacas expuestas a CL en comparacion con las vacas expuestas a HT. De
manera similar, Avendafio-Reyes et al. (2006) informaron un incremento
en el rendimiento de la grasa de la leche en la lactancia subsiguiente con
vacas que se enfriaron preparicién en comparacién con vacas que
estuvieron bajo estrés por calor. Debe enfatizarse, sin embargo, que hubo
diferencias en la duracién e intensidad del enfriamiento entre los
estudios anteriores y el experimento actual. Por ejemplo, Collier et al.
(1982b) brindaron solo sombra como reduccién para el estrés por calor,
mientras que las vacas expuestas a HT en nuestro estudio estuvieron a la
sombra. Urdaz et al. (2006) solo enfriaron las vacas durante las 3
semanas finales del periodo seco, mientras que nosotros las refrigeramos
durante el periodo seco completo. Estas diferencias experimentales
podrian explicar la respuesta de rendimiento de leche aparentemente
grande en el estudio actual en relacién a informes anteriores.

Urdaz et al. (1982b) atribuyeron los efectos del estrés por calor
durante la ultima etapa de la gestaciéon a la produccién reducida de
hormonas placentarias y maternas, lo que a su vez redujo el crecimiento
de la gldndula mamaria y la funcién postparicién. A pesar de que el
estudio actual se concentré6 en un mecanismo endécrino alternativo
relacionado con la sefalizacion de la PRL, nuestros resultados no
excluyen la posibilidad de que una reduccién en la funcién placentaria
podria también contribuir a un menor rendimiento de leche de las vacas
expuestas a HT. En efecto, dado el espectro antes mencionado de
respuestas a la reduccién del estrés por calor en el periodo seco en el
rendimiento subsiguiente, es probable que multiples factores sean
responsables por la pérdida de produccion.

De acuerdo a nuestro conocimiento, este es el primer experimento
para evaluar el efecto del estrés por calor bajo un fotoperiodo controlado
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durante el periodo seco entero en la DMI. No sorprende, que la DMI real
fuese menor en las vacas expuestas a HT durante el periodo seco entero
(Tabla 3), sino que el ajuste para el BW haya eliminado esa diferencia. Sin
embargo, las vacas expuestas a CL tuvieron menor DMI (como % del BW)
alos 0 y +14 dias postparicién, probablemente debido a una mayor BCS
de vacas expuestas a CL con relacidén a las vacas expuestas a HT (Tabla 3).
En efecto, Hayirli et al. (2003) informaron que las vacas obesas tienen
una caida mayor en la DMI como porcentaje del BW desde las ultimas 3
semanas de gestacion hasta la paricién a comparacién con las vacas
normales, lo que corrobora los resultados en el experimento actual.

De manera similar a otros informes (Collier et al.,, 1982a; Urdaz et al.,
2006), las concentraciones de NEFA en plasma durante el periodo
preparicion no fueron afectadas por el estrés por calor. Sin embargo, a los
0, +14 y +28 dias con relacion a la paricidn, las vacas expuestas a CL
tuvieron mayores concentraciones de NEFA en comparacion con las vacas
expuestas a HT, lo que probablemente se deba a la menor DMI a los 0 y
+14 dias junto con la mayor produccién de leche en las vacas enfriadas
previamente. Holtenius et al. (2003) informaron que la magnitud del
incremento en la concentracion de NEFA en plasma después de la
paricion estaba inversamente relacionada con la DMI antes de la paricién,
lo que es consistente con nuestros resultados. Es importante enfatizar
que las concentraciones de NEFA alrededor del momento de la pariciéon
fueron elevadas en las vacas expuestas a CL, pero no hasta un alcance
patoldgico porque el rendimiento de la leche claramente no sufrié con
relacion al de las vacas expuestas a HT. Por lo tanto, el enfriamiento
preparicion parece mejorar la capacidad de la vaca para navegar los
desafios metabdlicos de la transicién cuando se la compara con el estrés
por calor. Ademas, se sabe que la PRL esta involucrada en la regulaciéon
del metabolismo de las grasas en varias especies (Ling and Billig, 2001) a
través de la supresion de la lipoproteina lipasa en el tejido adiposo
(Zinder et al., 1974). Por lo tanto, las mayores concentraciones de PRL en
las vacas expuestas a HT posiblemente suprimirian la actividad de la
lipoproteina lipasa
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Figura 4. Efecto del enfriamiento (CL; n = 7) o estrés por calor (HT; n = 9) durante un
periodo seco de 46 dias sobre las concentraciones de prolactina desde los -2 hasta los +2 dias con
relacion a la paricion. Los cuadrados sélidos (o) representan la concentracion de prolactina de las
vacas expuestas a CL, y los circulos abiertos (0) representan las concentraciones de prolactina de
las vacas expuestas a HT. Las vacas expuestas a HT tuvieron una mayor concentraciéon de
prolactina a los -1 dias (171 vs. 79 ng/mL, SEM = 28 ng/mL; P = 0,03) y 0 dias (210 vs. 115
ng/mL, SEM = 24 ng/mL; P = 0,01) con relacién a la paricion. *P < 0,05. Después de la paricién, las
vacas se alojaron juntas en el mismo establo equipado con ventiladores y rociadores.
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Tabla 4. Expresion del ARNm hepético de la acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy larga (ACAD VL), supresor de la senalizacion de citocinas-2 (SOCS-2), y de la proteina 5 ligadora del factor de

crecimiento similar a la insulina (IGFBP-5) de las vacas expuestas al estrés por calor (n = 5) o enfriamiento (n = 4) durante un periodo seco esperado de 46 dias a los -46, -20, +2 y +20 dias con relacién

ala paricién.!

Estrés por Enfriamiento? Valor P3
calor?
Gen -20 +2 +20 -20 +2 +20 SE Trt Dia Trt x dia
% del valor de referencia
ACADVL 111 73 176 94 175 101 22 0,83 0,28 0,03
SOCS-2 55 55 66 123 127 153 26 0,03 0,62 0,95
IGFBP-5 93 47 117 88 107 113 17 <0,0001 0,58 0,54

1La muestra tomada a los -46 dias con relacién a la paricion se considero el nivel de referencia.
2Se recolectaron biopsias a los -20, +2 y +20 dias con relacion a la paricion.
3Trt = tratamiento.

en el tejido adiposo de manera tal que se redujo la hidrélisis lipidica, y, en
consecuencia, disminuyeron los NEFA.

Luego del incremento de las concentraciones de NEFA en el plasma de
las vacas expuestas a CL, hubo un incremento en las concentraciones de
BHBA en el plasma a los +14 y +28 dias con relacién a la paricién. Una
explicaciéon para esta respuesta es que una sobrecarga de NEFA en el
higado, y el subsiguiente exceso de acetil-CoA que no pudo ingresar al
ciclo del TCA, provocd un cambio en la ruta hacia la produccién de
cuerpos ceténicos. Pero, de manera similar a los NEFA incrementados, las
mayores concentraciones de BHBA no comprometieron el desempefio en
la lactancia. Esto sugiere que las vacas expuestas a CL, con relacién a las
vacas expuestas a HT, tuvieron una mayor capacidad para lidiar con una
movilizacion lipidica incrementada en sostén de un mayor rendimiento
de leche. Douglas et al. (2006) informaron que las vacas a las que se
alimenté ad libitum en la prepariciéon tuvieron mayor BCS durante el
periodo seco, una mayor caida en la DMI alrededor de la paricién, y
concentraciones incrementadas de NEFA y BHBA postparicion, similares
al experimento actual. Esta es una adaptaciéon metabdlica para sostener la
lactancia durante el periodo de transicién (Drackley, 1999).

La enzima ACADVL es una de las 5 acil-CoA deshidrogenasas que
catalizan el paso inicial, limitador de la velocidad de la B-oxidacion de los
acidos grasos mitocondriales (McAndrew et al, 2008). La grasa
movilizada desde el tejido adiposo es oxidada en el higado por la ACADVL.
La expresion del ARNm hepatico de la ACADVL se reguld hacia arriba a
los +2 dias con relacién a la paricion en las vacas expuestas a CL versus
las vacas expuestas a HT. Esto es consistente con la adaptaciéon
metabdlica hepdtica para acomodar una mayor movilizacién lipidica
alrededor de la paricion. Sin embargo, inesperadamente, la expresion del
ARNm de la ACADVL se reguld hacia abajo a los +20 dias con relacién a
la paricién en las vacas expuestas a CL en comparacién con las vacas
expuestas a HT a pesar de las mayores concentraciones de NEFA en
plasma.

No se comprenden bien los mecanismos mediante los cuales se
controla la sensibilidad a la PRL (Tam et al, 2001). Las proteinas
supresoras de la sefalizaciéon de citocina comprenden una familia de
proteinas intracelulares (Yoshimura et al., 2007) que son estimuladas por
la PRL y que actiian a través de retroalimentacién para inhibir la
sefalizacion de la citocina (Wall et al., 2005b). Por ejemplo, las
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inyecciones de PRL a ratas en lactancia tratadas con bromocriptina
indujeron la expresién de ARNm de las SOCS-1, SOCS-2 y SOCS- 3 en el
ovario, pero no se observo ningin incremento en las SOCS-2 en la
glandula adrenal (Tam et al., 2001). Las vacas expuestas a un fotoperiodo
de dia corto tienen menores concentraciones de PRL en plasma (Dahl,
2008) y menos expresion de ARNm de las SOCS-2 en la glandula
mamaria a los =24 dias con relacién a la pariciéon (Wall et al., 2005b). Sin
embargo, en el estudio actual, la SOCS-2 se expres6 en gran medida en el
higado de las vacas expuestas a CL en comparacién con las vacas
expuestas a HT, posiblemente debido a diferencias en la especificidad de
los tejidos entre el higado y la glandula mamaria. Hasta la fecha, solo hay
informacion limitada sobre los efectos del estrés por calor sobre la
expresion genética de la glandula mamaria en vacas lecheras, y seria
relevante investigar mas allé la expresion de los genes sefializadores de la
PRL en la glandula mamaria de los animales estresados por calor.
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Figura 5. Efecto del enfriamiento (CL; n = 7) o estrés por calor (HT; n = 9) durante un
periodo seco de 46 dias sobre las concentraciones de prolactina de los NEFA desde el secado hasta
los +42 dias con relacién a la paricién. Los cuadrados con lineas sélidas (o) representan la
concentraciéon de NEFA de las vacas expuestas a CL, y las lineas sélidas con circulos abiertos (0)
representan las concentraciones de NEFA de las vacas expuestas a HT. Las lineas discontinuas con
triangulos sélidos (K) representan las concentraciones de BHBA de las vacas expuestas a CL, y la
linea discontinua con diamantes abiertos (0) representa la concentracién de BHBA de las vacas
expuestas a HT. Las vacas expuestas a CL tuvieron una mayor concentracion de NEFA a los 0, +14
y +28 dias con relacion a la paricién. Las vacas expuestas a CL tuvieron una mayor concentracion
de BHBA alos 0, +14 y +28 dias con relacion a la paricién. *P < 0,05; SEM = 50 pEq/L para NEFA y
SEM = 1,5 mg/dL para BHBA. Después de la paricion, las vacas se alojaron juntas en el mismo
establo equipado con ventiladores y rociadores.
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Tabla 5. Perfiles de acidos grasos en la leche de vacas expuestas a estrés por calor (HT; n = 9) o enfriamiento (CL; n = 7) durante un periodo seco

objetivo de 46 dias!

Acidos grasos? HT CL SEM Valor P

% de 4cido graso

identificado

C6:0 2,49 2,26 0,12 0,21
C8:0 1,63 1,37* 0,08 0,05
C10:0 3,83 3,00%* 0,21 0,01
C12:0 4,33 3,30%* 0,25 0,01
C14:0 13,18 10,78* 0,69 0,02
C15:0 1,19 0,85** 0,07 <0,01
C16:0 33,50 32,16 0,90 0,30
C16:1 cis-9 0,37 0,33* 0,01 0,04
C17:0 0,73 0,71 0,02 0,46
C18:0 13,06 13,95 0,53 0,25
C18:1 familia trans 1,72 1,53 0,08 0,09
C18:1 cis-9 18,96 25,20* 1,90 0,03
C18:2 n-6 3,63 3,38 0,11 0,12
CLA cis-9, trans-11 0,63 0,51** 0,03 <0,01
CLA trans-10, cis-12 ND3 ND ND —
C20:0 0,15 0,14 0,01 0,59
C18:3 n-3 0,33 0,28** 0,01 0,01
C20:4 n-6 0,23 0,19* 0,01 0,04
4cidos grasos de novo* 43,40 37,65* 1,69 0,02
MUFAS 21,06 27,06* 1,87 0,03
PUFAS 4,83 4,36** 0,12 0,01
PUFA/MUFA 0,29 0,17 0,05 0.13

1Los valores representan las medias de las muestras de leche matutinas y vespertinas diarias durante las semanas 5 y 6 postparicion (n = 14)

acumuladas en base al rendimiento de leche.
2CLA = acido linoleico conjugado.
3ND = no detectado.

*Acidos grasos de novo = €6:0 + €8:0 + C10:0 + C12:0 + C14:0 + C15:0 + (C16:0/2).
5Acidos grasos monoinsaturados (MUFA) = C16:1cis-9 + C18:1 familia trans + C18:1 cis-9.
6Acidos grasos poliinsaturados (PUFA) = C18:2 + C18:3 + cis-9, trans-11 CLA + trans-10, cis-12 CLA + C20:4.

*P <0,05; **P <0,01.

Otra explicacién para el incremento en la expresion del ARNm de las
SOCS-2 en el higado de las vacas expuestas a CL podria estar vinculada a
los estrogenos. Collier et al. (1982b) informaron que las vacas secas a la
sombra tuvieron mayores concentraciones de sulfato de estrona en
plasma y concentraciones mayores numéricamente de estradiol-17f (E2)
en comparaciéon con las vacas expuestas al estrés por calor. Las
concentraciones de Ez se incrementan en la paricién, y la hormona regula
hacia arriba las SOCS-2 (Winkelman et al, 2008). Leong et al. (2004)
informaron que el tratamiento a corto plazo de ratones con Ez no reguld
hacia arriba el ARNm de las SOCS-2 hepatico. Sin embargo, los ratones
que recibieron inyecciones de E; durante 3 semanas tuvieron mayores
ARNm de SOCS-2 que los controles, lo que indica que la regulacién hacia
arriba de las SOCS-2 requiere elevaciones a largo plazo del E.. En el
experimento actual, las vacas expuestas a CL regularon hacia arriba la
expresion del ARNm de las SOCS-2 en el higado en comparacién con las
vacas expuestas a HT, posiblemente debido a una mayor concentracién de
Ez en plasma durante el periodo seco entero que los animales expuestos a
estrés por calor.

Parece que la IGFBP-5 tiene un doble papel en la renovacién del tejido
al reducir la disponibilidad de IGF-I del factor de supervivencia, asi como
al incrementar la degradacion de la matriz extracelular, coordinando por
lo tanto la apoptosis y remodelacién de los tejidos (Ngrgaard et al., 2008).

Las vacas expuestas a CL habian regulado hacia arriba la expresion del
ARNm hepatico de la IGFBP-5 en comparacién con las vacas expuestas a
HT. Durante la involucién de la glandula mamaria en los roedores, las
células epiteliales mamarias incrementan la produccién de IGFBP-5, y la
PRL evita este incremento en la IGFBP-5 (Allan et al, 2004). Debido a
que el higado atraviesa cambios metabdlicos drésticos en la preparacioén
para la lactancia, la mayor PRL circulante en las vacas expuestas a PRL
podria haber limitado el incremento normal en la IGFBP-5 y, por lo
tanto, la remodelacion hepdtica, preparando el terreno para una
reduccioén en la capacidad del metabolismo lipidico con relacién al de las
vacas expuestas a CL.

La leche contiene acidos grasos que derivan de la sintesis de novo por
parte de la glandula mamaria (C4:0 a C14:0 méas una porcién del C16:0) y
de la absorciéon mamaria de los acidos grasos preformados (es decir, una
porcién del C16:0 y todos los acidos grasos de cadena més larga; Zheng et
al., 2005). En el estudio actual, la mayor movilizacién lipidica de las vacas
expuestas a CL probablemente influydé en la sintesis de novo de acidos
grasos en la glandula mamaria y en la absorcién de acidos grasos
preformados. Con relacién a las vacas expuestas a HT, los acidos grasos
mas comunes en el tejido adiposo (C16:0 y cis C18:1) estuvieron en
mayor
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Tabla 6. Perfiles de acidos grasos hepaticos de las vacas expuestas a estrés por calor (HT; n = 9) o enfriamiento (CL; n = 7) durante un periodo seco objetivo a los 46, -20 +2, y +20 dias con relacion a la

paricion.
Estrés por calor? Enfriamiento? Valor P3
Acido -46 =20 +2 +20 -46 -20 +2 +20 SE Trt Dia Trt x dia
graso!
% del 4cido graso identificado

C14:0 0,31 0,40 0,44 0,38 0,38 0,28 1,80 1,35 0,41 0,24 0,45 0,34
C16:0 7,40 7,05 15,96 13,36 8,23 9,83 26,75 18,23 2,49 0,06 <0,0001 0,09
C16:1 cis-9 0,13 0,33 0,08 0,14 0,05 0,10 0,23 0,18 0,11 0,79 0,66 0,14
C17:0 1,32 1,38 1,10 1,36 1,28 1,55 0,85 1,28 0,14 0,74 0,04 0,37
C18:0 34,38 34,23 28,48 30,04 35,08 3390 19,65 26,48 1,90 0,18 <0,001 0,03
C18:1 familia trans 0,75 1,10 0,74 0,66 0,70 0,80 0,85 0,75 0,14 0,72 0,34 0,48
C18:1 cis-9 10,02 13,24 15,76 13,58 9,00 10,55 26,75 18,45 2,56 0,30 <0,001 0,01
C18:2n-6 15,06 12,46 13,14 15,78 13,95 12,13 9,95 13,45 0,83 0,10 <0,001 0,17
CLA cis-9, trans-11 0,07 0,12 0,22 0,16 0,15 0,14 0,22 0,17 0,05 0,63 0,21 0,68
CLA trans-10, cis-12 0,03 0,00 0,02 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 0,01 0,45 0,43 0,42
C18:3n-3 0,46 0,84 0,80 0,63 0,45 0,94 0,88 0,60 0,08 0,66 <0,0001 0,76
C20:0 0,05 0,07 0,09 0,09 0,06 0,07 0,06 0,05 0,07 0,58 0,67 0,62
C20:3 n-6 10,41 8,01 592 7,04 11,18 9,62 2,92 6,02 0,89 0,80 <0,0001 0,01
C20:4n-6 11,96 12,65 10,60 10,36 11,75 11,80 5,78 8,48 0,86 0,05 <0,001 0,10
C20:5n-3 0,89 0,70 0,86 0,79 0,83 0,87 0,49 0,58 0,13 0,47 0,14 0,03
C22:4n-6 3,20 3,88 2,58 2,46 3,65 3,82 1,15 1,70 0,40 0,30 <0,0001 0,08
C22:5n-3 3,14 3,39 2,86 2,88 2,98 3,30 1,50 2,10 0,38 0,13 0,01 0,09
C22:6n-3 0,31 0,27 0,34 0,28 0,30 0,33 0,21 0,31 0,12 0,94 0,98 0,60
MUFA# 10,86 14,62 16,58 14,38 9,75 11,45 27,82 19,38 2,60 0,30 <0,001 0,01
PUFAs 45,79 42,50 37,35 40,40 4523 42,96 23,10 33,40 3,00 0,12 <0,001 0,03
PUFA/MUFA 4,67 3,14 2,39 3,50 4,78 3,77 0,87 2,27 0,63 0,47 <0,001 0,12
relacién n-6/n-3¢ 1,84 1,94 2,25 2,50 1,64 1,60 2,77 2,69 0,28 0,88 0,01 0,23

1CLA = acido linoleico conjugado.

2Se recolectaron biopsias a los -45, =20, +2, y +20 d con relaci6n a la paricion.

3Trt = tratamiento.

*Acidos grasos monoinsaturados (MUFA) = C16:1 cis-9 + C18:1 familia trans + C18:1 cis-9.

SAcidos grasos poliinsaturados (PUFA) = C18:2 + C18:3 + CLA cis-9, trans-11 + CLA trans-10, cis-12 + C20:3 + C20:4 + C20:5 + C22:5 + C22:6.
6Relacién n-6/n-3 = (C18:2 + CLA cis-9, trans-11+ CLA trans-10, cis-12 + C20:4)/(C18:3 + C20:3 + C20:5 + C22:5 + C22:6).

concentracién en la leche de las vacas expuestas a CL, mientras que se
redujeron los acidos grasos sintetizados de novo. Rukkwamsuk et al.
(2000) informaron que el C16:0 y C18:1 cis fueron mayores en el plasma
de las vacas que fueron sobrealimentadas durante el periodo de preparto
y que movilizaron méas reservas corporales, indicando que estos acidos
grasos preformados fueron ocupados por la glandula mamaria como se
inform¢ en el estudio actual.

Las proporciones de los diversos acidos grasos en el higado de las
vacas lecheras son influenciadas principalmente por la absorciéon
hepatica de los &cidos grasos de la circulacién, y en menor medida, por su
metabolismo (es decir, sintesis de novo, desaturacién, y elongacién en
cadena de los acidos grasos dentro del higado; Sato et al., 2004). La
capacidad de fotosintesis (Emery et al., 1992), asi como la desaturacion
(Bell, 1981; St. John et al., 1991), de los acidos grasos es limitada en el
higado del rumiante. Ademads, la composicién lipidica hepética en el
periodo postparicion temprano puede alterarse por las dietas preparto o
por la amplia movilizacién de grasa corporal alrededor de la paricion,
cuando el balance de energia es mayormente negativo (Drackley et al.,
2001). Los acidos grasos que son mas comunes en el tejido adiposo
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(C16:0 y C18:1 cis) fueron mayores en el higado de las vacas expuestas a
CL en comparacién con las vacas expuestas a HT (Tabla 5), lo que refleja
una mayor movilizacién lipidica. De manera similar, Rukkwamsuk et al.
(2000) informaron que las vacas sobrealimentadas durante el periodo
seco tuvieron una concentracién mayor de C18:1 cis y una concentraciéon
numéricamente mayor de C16:0 a las 0,5 semanas postparicién en
comparacioén con las vacas con alimentacion limitada, lo que también es
un reflejo de mayores concentraciones de NEFA postparicion.

En resumen, la reduccién del estrés por calor durante el periodo seco
entero mejoroé el rendimiento de la lactancia subsiguiente, y esto se asoci6
a una supresion de las concentraciones de PRL en plasma y a los cambios
en la expresiéon genética metabdlica hepatica que son mediados
probablemente a través de las rutas de sefializacion de la PRL. A
comparacion con el periodo seco, la regulacion hacia arriba de las SOCS-2
y la IGFBP-5 podria contribuir a la optimizacién de la capacidad
metabdlica hepatica de las vacas lecheras para sostener el desafio
energético de la lactancia temprana. Ademas, la regulaciéon hacia arriba
hepética de la ACADVL indica una mejora en el metabolismo lipidico
hepético para lidiar con la movilizacién de grasas y soportar una mayor
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produccién de leche. Por lo tanto, la reduccién del estrés por calor
durante el periodo seco entero es una herramienta de manejo
prometedora para mejorar la transicion hacia la lactancia.
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