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1 INTRODUCCION GENERAL

El 51% de la produccion de leche de México (aproximadamente 5.5 millones de
litros) proviene de los sistemas especializados o en confinamiento (SIAP, 2015).
En dichos sistemas, la produccion de leche (PL) al inicio de la lactancia
depende del manejo nutricional durante el periodo seco. Este periodo
representa un desafio para los productores lecheros, no solamente por el
incremento en la demanda de energia requerida para el crecimiento fetal, sino
también por el inicio de la lactancia. Ambos acontecimientos se acentlan
debido a la reduccion en el consumo de materia seca (CMS) en los primeros

dias posparto (Grummer, 1995; Drackley, 1999).

Como consecuencia, las vacas experimentan un déficit entre la energia
consumida y la requerida y entran en un estado corporal conocido como
balance negativo de energia (BEN). Este desbalance puede ser prolongado o
corto (Grummer and Rastani, 2004). En ambos casos puede generar pérdidas
en PL y conducir a la presencia de cetosis, hipocalcemia o desplazamiento de
abomaso (Block, 2010; McArt et al., 2013).

Previos estudios han reportado asociacion entre la concentracion de ciertos
metabolitos sanguineos durante el periodo de transicion con PL. Ospina et al.
(2010) mencionaron que niveles altos de acidos grasos no esterificados (AGNE)
en el periparto reducen aproximadamente 650 kg el rendimiento de leche
(lactancias de 305 dias). Por otro lado, LeBlanc (2010) concluyé que altos
niveles de AGNE en el dia 7-10 previo al parto se asociaron con pérdidas de
leche de 1.1 kg d* en los primeros 120 dias de lactancia (DEL); mientras que
Chapinal et al. (2012) concluyeron que en vacas multiparas con niveles de
AGNE altos y Ca bajos de una semana previa al parto, la PL se redujo
aproximadamente 1.6 a 3.2 kg d! en los primeros 120 DEL. También se ha
reportado que los hatos con concentraciones de AGNE altas mayor a 15-20% al
inicio de la lactancia tienden a producir menor cantidad de leche que los

animales con concentraciones de AGNE mas bajas (McArt et al. 2013).



Como se indicé anteriormente, las pérdidas econdmicas por disminucion en
volumen de leche cosechado representan sélo la “punta del iceberg”; debido a
los problemas periparto generan gastos por medicinas, aumento en mano de
obra y en ocasiones desecho prematuro de las vacas (Van Saun, 2015). En
dicho contexto, la creacion de pruebas rapidas o experimentales que permitan
predecir el volumen inicial de leche o evitar la presencia de trastornos
metabdlicos como hipocalcemia, fiebre de leche o desplazamiento de abomaso

mediante un nivel de metabolito alterado se ha vuelto una meta importante.

Con base en lo anterior, los objetivos del presente estudio fueron demostrar la
existencia de una asociacion entre la concentracion sérica de acidos grasos no
esterificados, Ca e insulina previa al parto y la produccién de leche inicial en

vacas Holstein-Friesian en condiciones de confinamiento.

2 REVISION DE LITERATURA

El volumen de leche obtenida en el inicio de la lactancia depende del manejo
nutricional de la vaca durante el periodo seco. Debido a que en ese tiempo se
reunen el final de la gestacion, el parto y el inicio de la lactancia, la vaca
presenta alteraciones metabdlicas y homeorréticas (Bauman and Currie, 1980).
La serie primaria de adaptaciones metabdlicas se relaciona con el incremento
en la sintesis de glucosa por el higado y una reduccién en la oxidacion de la
misma por tejidos periféricos (ejemplo: musculos) que participan en el
rompimiento de la lactancia. La glucosa representa una demanda esencial
durante el periodo de transicion debido a los requerimientos de la glandula
mamaria para la sintesis de lactosa (Reynolds et al., 2003). Los cambios
endocrinos posparto y las alteraciones en respuesta a tejidos dependientes de
la insulina por la estimulacion de la misma conducen a la distribucién de la
glucosa para la sintesis de lactosa de la glandula mamaria (Bell, 1995). Debido

a los mecanismos de distribucion de la glucosa, se presenta una reduccion en



la glucosa y un incremento de la lipolisis en el tejido adiposo (Bell and Bauman,
1997).

Una segunda serie de eventos, se relaciona con la movilizacién de reservas
corporales, particularmente, las reservas de grasa, en apoyo al incremento de la
demanda energética al inicio de la lactancia, que es paralela al consumo
insuficiente de energia. Esta movilizacion de grasa corporal ocurre a través de
la liberacién de los AGNE a la circulacion sanguinea (Reynolds et al., 2003).
Estos son usados como energia en los tejidos corporales y como precursores
de la sintesis de grasa. Desafortunadamente, en el periodo preparto, el higado
tiene capacidades limitadas para usar todos los AGNE que se producen y se
transforman en triglicéridos. Los triglicéridos inician con dafios al higado,
reducen la capacidad de generacion de urea y gluconeogénesis (Adewuyi et al.,
2005).

Otros eventos se relacionan con la movilizacién de reservas proteinicas donde
el muasculo juega un rol importante para suplir el combustible mediante
gluconeogénesis que se requiere debido al BNE. En este caso, él higado suele
servir como regulador clave para proveer glucosa a los tejidos y la sangre;
esencialmente, el higado es el lugar donde se lleva a cabo la gluconeogénesis
aunque el rifién contribuye con una pequefia cantidad; que para enfrentar estos

cambios incrementa la absorcion y la movilizaciéon de Ca (Herdt, 2000).

Los cambios homeorréticos que ocurren en la vaca durante el periodo de
transicion fueron descritos por Bauman y Currie (1980); mientras que los
cambios metabdlicos en el higado fueron reportados por Overton (2004). El
metabolismo de lipidos fue reportado por Contreras y Sordillo (2011), mientras
la liberacion y absorcion de los AGNE fue descrita por Reynolds et al. (2003).
La relacion entre la gluconeogénesis y metabolismo de los AGNE fue descrita
por Overton and Drackley, (1999); mientras que los requerimientos del feto,

conceptus y sintesis de leche fueron abordados por Block (2010).



Con base en lo anterior, la presente revision se enfocara en los efectos de los
metabolitos sanguineos como AGNE y Ca, y las hormonas como insulina en el
metabolismo de los nutrientes durante el periodo seco y su relaciéon con PL en

la lactancia inmediata.

2.1 AGNE, insulina, calcio y sus relaciones con produccion de leche

Algunos estudios publicados antes que el presente, sugirieron que los niveles
circulantes en la sangre de AGNE, Ca e insulina durante el final de la gestacion,
pueden relacionarse con la PL inicial. McGuire et al. (1995) indicaron que los
niveles seéricos de insulina no tienen un efecto galactopoyético directo. Sin
embargo, la infusién de insulina (un dia previo al parto) mejoro la produccién de
proteina de la leche. También se observd una reduccion en el CMS del 29%, sin
efectos directos en el volumen de leche producido, debido a que la movilizacion

de reservas corporales abasteci6 los nutrientes requeridos.

Ingvartsen y Friggens, (2005) concluyeron que insulina y glucosa fueron los
predictores individuales mas efectivos para explicar la variabilidad entre la
concentracion preparto de hormonas y metabolitos con la respuesta en PL en la
tercera lactancia. El estudio incluyod insulina sérica, hormona del crecimiento,

hormonas de la tiroides, AGNE, glucosa, 3-hidroxibutirato y N ureico.

En otro estudio, Carson (2009) observé que los niveles séricos de AGNE = 0.5
mEqg L, en las Ultimas semanas de gestacion, se asociaron con pérdidas de
1.10 kg animal d* de leche en los primeros 120 de lactancia. Por su parte,
Ospina et al. (2010) indicaron que cuando las concentraciones de AGNE
preparto (14 a 2 dias) fueron = 0.33 mEg/L, la PL disminuyé en
aproximadamente 683.00 kg por lactancia. También se observo una reduccion
de aproximadamente 647.00 kg de leche cuando las concentraciones postparto
(3 a 14 dias) fueron de = 0.72 mEqg/L. Los mismos autores concluyeron que los
incrementos pre y postparto de las concentraciones séricas de AGNE tuvieron

efectos negativos en la PL.



Otros estudios de asociacion de metabolitos con PL al inicio de la lactancia
fueron reportados por Chapinal et al. (2012), quiénes observaron que niveles
séricos 2 0.5 mEq L de AGNE y < 2.1mmol L de Ca en la semana previa al
parto se asociaron con pérdidas de 1.6 a 3.2 kg leche animal d* durante los
primeros 120 DEL, mientras que niveles altos (= 0.7 y 2 1.0 mEq L) de AGNE
en la semana uno y dos post parto y bajos niveles de Ca (< 2.1 mmol L) se
asociaron con una pérdida en PL de 1.8 a 7.1 kg d* en los primeros 30 DEL.
Los autores concluyeron que concentraciones de AGNE altas y concentraciones

bajas de Ca alrededor del parto fueron asociadas con PL bajas.

De acuerdo con la literatura revisada, el preparto es una etapa crucial en el
comportamiento productivo de la vaca lechera al inicio de la lactancia, y debe
impactar las actividades esenciales del animal durante la lactancia completa. Lo
gue sugiere que se debe cambiar el paradigma de que la “vaca seca” no
produce y debera estar presente la idea de que la lactancia inicia a la par con el
periodo seco y no al momento del parto. Algunos reportes indicaron que existe
relacion entre las concentraciones de metabolitos sanguineos como AGNE, Ca
e insulina con produccion de leche al inicio de la lactancia inmediata. Lo que
sugiere la existencia de una herramienta valiosa para el manejo practico de los
animales durante el periodo seco, previniendo la presencia de trastornos
metabolicos con el volumen inicial de leche en las explotaciones con animales
Holstein-Friesian. En las paginas siguientes, se hace una relacion de las
posibles rutas metabdlicas que se siguen con los metabolitos en forma

individual.



2.3 Metabolitos - fisiologia

2.3.1 Acidos grasos no esterificados

Los &cidos grasos no esterificados (AGNE) también son llamados acidos grasos
libres o insaturados y son los componentes principales de los triglicéridos
(reservas de grasa en el cuerpo), los cuales se forman a partir de tres acidos
grasos unidos a un esqueleto de glicerol (Eclinpath, 2015). La difusién de estos
AGNE en la sangre provee energia a los tejidos corporales, sin embargo, en
exceso pueden ser téxicos. La capacidad del higado de la vaca para
metabolizar AGNE en triglicéridos es limitada, por lo que pueden ser oxidados o
exportados como lipoproteinas de muy baja densidad. Cuando se alcanza el
limite, los triglicéridos se acumulan en higado y la acetil Co-A (resultante de la
oxidacion de acidos grasos) que no es utilizada en ciclo del acido tricarboxilico
es convertida en cuerpo cetonicos (acetona, acetoacetato y beta-hidroxibutirato)

los cuales pueden aparecer en sangre, leche y orina (Adewuyi et al., 2005).

Cuando existe un BNE se presenta la hidrolisis de triglicéridos mediante lipasas
(localizadas dentro de los adipocitos) sensibles a hormonas (glucagon y
corticoesteroides por ejemplo). Por lo tanto, los AGNE pueden ser utilizados
como una fuente de energia por varios tejidos, incluyendo musculo esquelético

y hepatocitos (Eclinpath, 2015).

Cuando el alimento es abundante los rumiantes conciben y almacenan el
exceso de nutrientes como reservas corporales en tejido adiposo, dichas
reservas se movilizan en tiempos de escasez o en ciertos estados fisiolégicos.
Por ejemplo, en el periodo de transicion las concentraciones sanguineas de
AGNE incrementan unos pocos dias previos al parto y llegan a niveles maximos
durante el parto y hasta dos semanas post parto (Adewuyi et al., 2005). Estos
cambios son parte de las adaptaciones metabdlicas por un incremento tanto en
la movilizacion de AGNE del tejido adiposo como su utilizaciéon por los tejidos

periféricos (Stanley, 2005). Conjuntamente con un CMS deficiente, las



concentraciones de AGNE en plasma aumentan como respuesta al incremento
de las necesidades de energia, por lo tanto, existe una relacion inversa entre
CMS y concentraciones de AGNE en plasma (Overton and Waldron, 2004). Sin
embargo, si hay un exceso en la difusion de AGNE en sangre puede resultar un
cuadro téxico (Adewuyi et al., 2005). Por otra parte, los AGNE también son
utilizados para formar mas del 40% de la grasa de la leche en los primeros dias
de la lactancia (Bell, 1995).

De acuerdo a Drackley (2000), los niveles normales de AGNE para una vaca en
balance de energia positivo son < 0.2 mM, durante el final del periodo seco,
aunque estos niveles se incrementan lentamente y alcanzan valores medios
entre 0.5 y 1.0 mM en la ultima semana antes del parto. También se observo,
que en general, alcanzan el pico (0.8-1.2 mM) el dia del parto debido a los
cambios hormonales y al estrés provocado por el mismo evento. Después del
parto, los niveles bajan o si por el contrario son > 0.7 mM indican un BNE
severo, luego por seis semanas después del parto los valores son nuevamente

< 0.3 mM, como una confirmacion de que el BNE ha desaparecido.

Cuando la oxidacién de los AGNE es completa se generan metabolitos como
acetil-CoA, que puede ser utilizado para producir energia via ciclo de Krebs, si
la oxidacion es incompleta se producen cuerpos cetdnicos, principalmente, 3-
hidroxibutirato y acetoacetato como una estrategia adicional para compensar la
ingesta insuficiente de precursores de glucosa. En presencia de niveles bajos
de insulina y niveles altos de glucagon/adrenalina se mejora la oxidacion de
AGNE, por la disminucion de las concentraciones de malonil-CoA (precursor de
la sintesis de grasa) y sensibilidad de la carnitina-palmitoiltransferasa-1 a metil-
malonil-CoA (Adewuyi et al., 2005).

La carnitina-palmitoiltransferasa-1 es responsable de la translocacion de AGNE
del citosol a la mitocondria para la oxidacion y es inhibida por malonil-CoA. Esta
tltima, es responsable de los cambios en insulina y glucagén/adrenalina en
rumiantes, incrementando cuando la insulina aumenta y viceversa (Adewuyi et

al., 2005). La relacién que se desarrolla entre tejido adiposo, higado y ubre se



muestra en la Figura 1, donde la captacion de AGNE en la mitocondria es
regulada por la actividad de la carnitina-palmitoiltransferasa-1 (Drackley, 1999).

Tejido Higado
Adiposo

Peroxisomas

Grasa en

Leche \

Glandula
Mamaria

Fuente: Drackley, 1999.

Figura 1. Representacién esquematica de la relacion entre el metabolismo de lipidos
en tejido adiposo, higado y ubre. (+) Indica efecto estimulante, (-) indica efecto
inhibitorio, (- - -) indica proceso que ocurre en bajas cantidades o sélo durante ciertos
estados fisiolégicos. AGNE: acidos grasos no esterificados, Epi: epinefrina, TG:
triglicéridos, LBD: lipoproteinas de baja densidad, CPT-1: carnitin-palmitoiltransferasa-
1.

La lactogénesis, por lo tanto, es acompafada por un incremento en la lipolisis y
una disminucion en lipogénesis en tejido adiposo (Stanley, 2005). La captacion
de AGNE por la glandula mamaria depende de las concentraciones circulantes
y es importante saber que los &cidos grasos en leche surgen de dos fuentes; de
la captacion en dicha circulacion y de la sintesis (de novo) dentro de las células
epiteliales de la glandula mamaria. Los AGNE son utilizados y forman parte de
aproximadamente el 40% de la grasa de la leche durante los primeros dias de
lactancia (Bell, 1995).



2.3.2 Insulina

La hormona insulina se produce en las células 3 de los islotes Langerhans del
pancreas. La liberacion de insulina se estimula por glucosa, aminoacidos (AA) y
algunas hormonas reguladoras (glucagon, GH, epinefrina), mientras que la
liberacion se inhibe por hipoglucemia, o por la presencia de somatostatina y

norepinefrina (Eclinpath, 2015).

La insulina participa en varios procesos metabdlicos y la mayoria de sus efectos
son conocidos completamente en la actualidad. Sin embargo, todavia
permanece sin clarificarse las rutas metabdlicas mediante las cuales la insulina
controla la concentracion de glucosa en la sangre. De hecho, es posible
cuestionar la idea aceptada de que los cambios en la concentracién de insulina
en plasma, estan directamente involucrados con el control de glucosa en
sangre, y que esto ultimo es, fisiolégicamente, s6lo un papel menor de la
hormona con relacion a sus efectos promedio en el metabolismo general de
animales y humanos. Actualmente, las acciones de insulina en el metabolismo
de carbohidratos incluyen el incremento en la tasa de transporte de glucosa a
través de las membranas celulares en musculo y tejido adiposo; en los mismos
tejidos incrementa la tasa de glucolisis y estimula la actividad de las enzimas
hexoquinasa y 6-fosfructoquinasa (Dimitriadis et al., 1997). También estimula la
tasa de sintesis de glucogeno (Rossetti et al., 1990) en muchos tejidos
incluyendo el higado e inhibe glucogendlisis y gluconeogénesis (Dimitriadis et
al., 1988).

Otras de las acciones conocidas de la insulina incluyen su participacion en el
metabolismo de lipidos. En dicho metabolismo no sélo participa en la reduccion
de la lipolisis en el tejido adiposo, sino también estimula la reduccion de acidos
grasos y la sintesis de triglicéridos. Las acciones incluyen incrementos en la
tasa de formacion de lipoproteinas de muy baja densidad en el higado,

consumo de triglicéridos de la sangre y la reduccion en la tasa de oxidacion de



acidos grasos en el musculo e higado. Finalmente, También participa en la
sintesis de colesterol a nivel hepéatico (Bauman and Elliot, 1983).

En los ultimos afios, se ha enfatizado que el tejido adiposo tiene un papel mas
alld del simple almacén de exceso de energia (los adipocitos secretan un
namero grande de hormonas y citoquinas) que pueden afectar la homedstasis
energética y la sensibilidad de los tejidos a la insulina (Frayan, 2002). El
almacenamiento y movilizacion de grasas por si mismos son regulados en
forma precisa y cuidadosa, con un control minuto a minuto y un incremento
rapido en el flujo metabdlico. Por ejemplo, durante la transicion del ayuno al
periodo postprandial (Dyck, 2009). El tejido adiposo funciona como un buffer del
nivel y flujo de acidos grasos en la circulacion en el periodo postprandial, y se
ha considerado analogo en la capacidad buffer del flujo de glucosa al higado y
musculo en el mismo periodo (Fryan, 2002). El tejido adiposo actia como buffer
en la regulacion de la liberacion de AGNE en la circulacion de acuerdo a las
condiciones de alimentacién o ayuno a través de los cambios en la actividad de
enzimas sensitivas como lipasas. El tejido adiposo tiene una accién primaria via

el efecto de la insulina (Dimitriadis et al., 2006).

Los efectos de la insulina en el metabolismo de proteinas incluyen el
incremento en la tasa de transporte de aminoacidos, sintesis de proteinas en
musculo, tejido adiposo, higado y otros. También reduce la degradacion de
proteinas en musculo y la formacion de urea. La concentracion normal de
proteinas se mantiene como un balance de la sintesis y degradacion. En el
musculo, se sabe que la insulina afecta estos procesos en direcciones
opuestas, incrementando la sintesis y reduciendo la degradacién para favorecer
un proceso anabdlico (Liu et al., 2002).

El efecto promedio es la reduccion de la liberacion de AA del musculo e
incrementa su incorporacion en proteinas. Sin embargo, para mantener las
condiciones anabdlicas corporales, es importante mantener las concentraciones
de AA normales en el plasma. La provision de AA de una comida mezclada

deberia asegurar esto, sin embargo, en una dieta baja en proteinas y alta en
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carbohidratos, los efectos de la insulina sobre la liberacion de AA deberian
resultar en concentraciones bajas de AA en el plasma. Sin embargo, la
inhibicion de gluconeogénesis por insulina deberia decrecer la utilizacion de AA
en el higado y por lo tanto, prevenir su reduccion en plasma (Newsholme and
Leech, 1983; Dimitriadis and Newsholme, 2004).

La insulina estimula el transporte de glucosa y glucolisis en musculo y tejido
adiposo, y no produce el mismo efecto en higado y otras células, debido a un
principio de control logico del metabolismo. Sin embargo, el transporte de la
glucosa es un paso importante en el metabolismo de la célula debido a que
controla la tasa de utilizacion de la misma. En el musculo esquelético y el tejido
adiposo hay varios transportadores incluyendo GLUT1, GLUT2, GLUT3 vy
GLUT4. La accién de insulina incrementa la tasa de consumo de glucosa
mediante la estimulacion de transportadores GLUT4 de las reservas

intracelulares a la superficie de las membranas (Sheppard and Kahn, 1999).

La insulina afecta el endotelio vascular e incrementa el flujo sanguineo en tejido
adiposo y musculo por el incremento en la vasodilatacion y el reclutamiento
capilar. Los efectos de la insulina en el flujo del torrente sanguineo son
mediados por un incremento del acido nitrico (NO) derivado del endotelio.
Invariablemente, la exposicion de células endoteliales a incrementos en las
concentraciones de AGNE dafa la funciobn endotelial y la produccién no
mediada por la presencia de insulina, lo que conduce a la reduccién de la

produccién que si es mediada por insulina (Steinberg et al.,, 2000).

La habilidad de la glucosa sanguinea a los cambios en respuesta a los niveles
de insulina es el dafio a un ndamero relativamente grande de condiciones
comunes (diabetes, edad, obesidad y varias endocrinopatias). Esto se conoce
como intolerancia a la glucosa, una condicién que puede ser causada por la
resistencia de los tejidos a los efectos de la insulina. La frecuencia con la cual
estos estados de intolerancia pueden ocurrir y la severidad de los sintomas que
pueden desarrollarse a partir de ellos, le ha dado un interés médico especial a

la resistencia como una patologia (Moller y Flier, 1991). Por supuesto, en
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algunas condiciones, la sensibilidad a la insulina incrementa y puede ser
importante al aumentar el metabolismo de la glucosa con soélo pequefios

incrementos de insulina en plasma.

De forma que, si ocurre un incremento en la sensibilidad de insulina en uno o
mas musculos esqueléticos, el incremento de entrada de glucosa en el cuerpo
después de una comida, deberia ser seguido de la ausencia de un marcado (o
sin un) cambio en la concentracién sanguinea de insulina. El nivel de glucosa
deberia ser controlado por cambios en la sensibilidad de insulina a nivel de
tejido mas que por un cambio de la secrecion de insulina del pancreas o por la
concentracion de la misma en el plasma. En este caso, la presencia de insulina
mas que cualquier cambio en su concentracion, es necesaria para la regulacion
de la concentracion de glucosa en sangre. Esta sugerencia es apoyada por
experimentos con sujetos normales y diabéticos tipo-1 que fueron ejercitados en
una bicicleta por dos horas. Los ultimos fueron privados de insulina por 12 h, de
tal forma que tuvieran niveles de insulina bajos circulando en la sangre. A pesar
de esto, el consumo de glucosa y la sintesis de glucégeno en el musculo fueron
similares en ambos grupos después de la descarga de glucosa (Maehlum et al.,
1977). Similares resultados fueron reportados cuando se usa **C-NMR a la tasa
continua de la sintesis de glucégeno en el musculo. EI mecanismo preciso
mediante el cual, el ejercicio resulta ser efectivo es obviamente dependiente del

incremento en la sensibilidad de insulina (Price et al., 2000).

El éxito de la insulina en reducir la concentracién de la glucosa sanguinea en
los primeros estudios en animales diabéticos, engrandece la importancia del
papel de la hormona para facilitar la utilizacion de glucosa. En 1950, cuando se
descubrié que insulina incrementaba la tasa de transporte de glucosa en células
musculares, obviamente, se creyd que éste efecto fue el significado principal
mediante el que insulina, regulaba la concentracion de glucosa en sangre in
vivo. La aparicion del ciclo regulatorio glucosa-acidos grasos en 1960, permitid
una interpretacién diferente del significado por el cual insulina regula la

concentracion de glucosa en sangre. Debido a que la insulina es una hormona
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anti-lipolitica potente, el incremento en la concentracion deberia reducir la tasa
de lipolisis en el tejido adiposo, que como consecuencia reduciria la
concentracion de AGNE del torrente sanguineo, que a su vez, deberia
incrementar la tasa de la utilizacion de glucosa en el musculo. En adicion a
dichos efectos, la reduccion de acidos grasos por insulina deberia facilitar la
reduccion de la glucosa endogena.

En el estado postprandial, estos efectos ayudarian a incorporar los acidos
grasos de las comidas en triglicéridos en el tejido adiposo. En contraste, en el
estado postabsortivo, la reduccién en los niveles sanguineos de glucosa por
efecto de la insulina incrementaria las concentraciones de AGNE en sangre; lo
qgue contribuye a un incremento en las tasas de gluconeogénesis y el
mantenimiento de la glucosa dentro de los rangos normales. Los cambios en las
concentraciones de los compuestos que precisamente modifican la sensibilidad
de la insulina y el tejido adiposo (como IGF-1 o el nivel de glucdgeno), pudieran
ser importantes en el control de la utilizaciéon de glucosa. Estos efectos de la
insulina deberian facilitarse por un incremento en el flujo sanguineo en el
musculo y tejido adiposo, cuando las concentraciones de insulina incrementan,

particularmente, en periodos seguidos por comidas.

2.3.3 Metabolismo del Calcio

Los retos mas recurrentes en la produccion lechera son los relacionados con la
salud y la productividad de la vaca en el inicio de la lactancia. Por varias
razones, unas conocidas y otras desconocidas, el nivel sérico de Ca?* tiene un
papel fundamental en la PL. El Ca? es constituyente de muchos procesos
fisiologicos esenciales desde sefales extracelulares hasta la mineralizacion de
hueso (Alexander et al., 2014). Actualmente, se sabe que Ca?* esta involucrado
en la trasmisién de impulsos nerviosos, contracciéon de musculos, coagulaciéon
de la sangre, actividad secretora de las células, diferenciacién celular,
respuesta inmune y activacion enzimatica (Mori et al., 2014). En condiciones

normales de produccion y edad de las vacas, una alteracion en el nivel
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sanguineo de Ca?*, activa los mecanismos homeostaticos del mantenimiento
del balance del Ca?. Dichos mecanismos incluyen un incremento en la
absorcion intestinal, reabsorcion en huesos, y reduccion de la excrecion renal
de Ca?*. En estos procesos participan dos hormonas: 1, 25, dihidroxivitamina D
y la paratiroides (Goff et al., 1991). La desregulacién del Ca?* es asociado con
desérdenes en los huesos, enfermedades metabdlicas (Bartlett et al., 2014) y

un incremento del riesgo de cancer epitelial intestinal (Teixeira et al., 2014).

El intestino, rifidn, huesos y gldndula paratiroidea trabajan juntos para mantener
los niveles séricos de Ca?* dentro de un balance preciso. La absorcién intestinal
del Ca?* es un proceso crucial para el mantenimiento del balance de Ca?* y la
salud de los huesos. Esto ocurre mediante dos mecanismos principales: un
transporte transcelular manejado mecanicamente y una ruta pasiva no saturable
llamada la ruta paracelular (Perez et al., 2008). Ambas rutas son reguladas por
hormonas, nutrientes y otros factores. Muchos trabajos de investigacion se han
realizado para cerciorarse de los mecanismos de regulacién de estos factores
debido a su relevancia en la prevencion de enfermedades como osteoporosis
en humanos y fiebre de leche, desplazamiento de abomaso y cetosis entre

otras, en animales lecheros.

La ruta transcelular implica el movimiento del Ca?* del lado mucoso al seroso de
las barreras intestinales que se dan en contra de gradientes de concentracion.
Dicha ruta es un proceso activo saturable que predomina en el duodeno y
yeyuno; y que es regulado por factores fisicos y nutricionales, principalmente, la
vitamina D. La ruta transcelular de la absorcion intestinal de Ca se concentra en
tres pasos: 1) la entrada del Ca?* a través de la membrana epitelial en los
canales epiteliales de Ca?*, 2) el movimiento del Ca?* a través de las
membranas epiteliales de la membrana basolateral por la union de proteinas
con alta afinidad para el Ca?' (calbindinas) y 3) el Ca?* se extrae via la
membrana plasmatica de Ca-ATPasa (PMCA1b/Ca?*) y el intercambio Na/Ca2*
(Perez et al., 2008).

14



Dos canales epiteliales de Ca estan involucrados con la entrada de Ca?* al
enterocito: el canal epitelial transitorio receptor potencial vaniloide 6 (TRPV6,
previamente llamado EcaC2 y CaT1l) y TRPV5 (previamente llamado EcaCl y
CaT?2). Ambos canales son co-expresados en el riidn de humanos e intestinos,
excepto TRPV6 que es altamente expresado en intestinos y el TRPV5 es la
isoforma especial. Por el contrario, se han se han detectado niveles altos de
TRPV6 en el duodeno y colon de humanos, ratas y ratones (Nijenhuis et al.,
2003). TRPV5 y TRPV6 también estan presentes en otros érganos como el
pancreas, prostata, las glandulas mamarias, sudoriparas y salivales (Susuki et
al., 2008).

Tradicionalmente, las calbindinas fueron consideradas para llevar el Ca?* del
lado apical del enterocito hasta la membrana basolateral de la célula. Las
calbindinas no solamente transportan el Ca?*, sino que también mantienen la
capacidad buffer de las concentraciones intracelulares de Ca?* por debajo de 7-
10 mol L1, y previene la muerte celular prematura por apoptosis. El exceso de
Ca?* resulta de la desregulacion de calbindinas que puede desencadenar
apoptosis en las células epiteliales (Choi et al., 2011). También es conocido que
una concentracion alta de Ca?* libre provoque apoptosis en diferentes tipos de
células. Por otro lado es posible que las calbindinas inhiban la apoptosis en los
osteoblastos (Bellido, 2000) y en las células germinales de ratones (Merino et
al., 2008).

El movimiento de las moléculas y iones a través de la ruta paracelular es
regulada por las uniones entre membranas, los cuales son dominios
especializados, principalmente, posicionados en la region apical de los
enterocitos. Las uniones entre membranas son estructuras celulares donde las
membranas plasmaticas de células adyacentes tienen un contacto cercano.
Dichas uniones estan compuestas de proteinas que esta detras de las
membranas, componentes del citoesqueleto y placas citoplasmaticas (Gumbier,
1996).
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Las proteinas detrds de las membranas de las uniones son sintetizadas en
células adyacentes incluyendo ocludinas y claudinas, estas proteinas cierran los
espacios intracelulares de las uniones y restringen el movimiento de materiales
a través de los espacios paracelulares. Las ocludinas 2, 12, y 15 son
responsables por el transporte del Ca?* en el intestino. Claudina 1 y 5 tienen
funciones claras que deberian afectar el transporte del Ca?*, como ellos influyen
en la permeabilidad paracelular (Inai et al., 1999). El involucramiento de las
ocludinas en la absorciéon del Ca?* intestinal permanece sin ser determinado.
Las ocludinas son proteinas transmembranas, sin embargo, su funcion precisa

no esta bien establecida (Hwang et al., 2013).

El transporte de Ca?* a través de las membranas es un proceso pasivo que
depende de la concentracién y el gradiente eléctrico a través del epitelio. El
proceso es un transporte no saturable que predomina en el yeyuno y el ileon
cuando el consumo del Ca es inadecuado o alto. La ruta es importante cuando
el consumo del Ca?* es alto, debido a que el tiempo de residencia en el intestino
es corto y hay una desregulacién de proteinas involucradas en la ruta
transcelular (Brooner, 2003).

1, 25- (OH)2 D3 es la hormona principal en el control de la absorcion del Ca. Lo
gue causa cambios en la estructura y funcion de los enterocitos (Alisio et al.,
1997), los cuales aumentan el transporte del Ca en el intestino. La accion de
calcitrol es mediada por mecanismos gendmicos y ho gendémicos después de la
unién a VDR. Este receptor, localizado fundamentalmente en el nucleo, es un
factor de transcripcion que media los efectos celulares de la vitamina D por la
union de los elementos de respuestas de los genes objetivos. Mas alla de la
funcién intestinal en la absorcion del Ca, un enfoque protedmico reciente ha
revelado que VDR es también un factor importante en controlar la proliferacion
de células, la migracion y las respuestas al estrés en el intestino delgado
(Kihne et al., 2014).
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La ruta paracelular de la absorcion de Ca2+ intestinal se incrementa con la
presencia de 1, 25 (OH)2 D3, predominantemente en el yeyuno e ileon (Cross et
al., 2011). Se ha encontrado que 1, 25 (OH)2 D3 significativamente aumenta los
niveles de claudinas-2 y 12 mRNA en las células del cancer de colon Caco-2.
Recientemente, se han encontrado evidencias de la regulacion de la absorcion
del Ca?* por otras hormonas.

La hormona paratiroidea actla indirectamente en la absorciéon del Ca?* intestinal
por estimulacion renal del CYP27B1 y por lo tanto, incrementa 1, 25 (OH)2 D3
que es dependiente de la absorcion del Ca?*. Un efecto directo de la hormona
paratiroidea no ha sido demostrado, excepto que algunos efectos directos del
consumo de Ca?* por los enterocitos por efectos de la paratiroidea fueron
reportados en el duodeno de ratas. Con respecto a la tiroides se ha reportado
gue ellos producen un efecto cooperativo entre la vitamina D y el transporte de

Ca?* intestinal.

Aparentemente, las hormonas de la tiroides incrementa la accion genomica de
1, 25 (OH)2 D3 en el intestino (Cross et al., 1990); mientras que la GH tiene un
papel principal en el crecimiento linear y la deposicién del Ca en los huesos
durante la nifiez y la adolescencia. La GH tiene un efecto proliferativo en el
epitelio intestinal (Shulman, 2000), y también estimula la absorcién del Ca?*
intestinal, el cual puede ocurrir directamente por el incremento en el suero de la
concentracion de 1, 25 (OH)2 D3 (Zoidis et al., 2002). Sin embargo, también se
ha demostrado que los tratamientos con GH incrementa la absorcién intestinal
de Ca?* en ratas adultas sin incrementar los niveles séricos de 1, 25 (OH)2 Ds.
En humanos adultos la absorcién del Ca?* ha demostrado estar positivamente
correlacionado con IGF-1 y las reducciones de IGF-1 relacionadas con la edad
tienen un efecto negativo en la absorcion del Ca?* que deberian no ser

explicados por la reduccion sérica de 1, 25 (OH)2 Ds.
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La absorciéon intestinal del Ca?* cambia de acuerdo a las condiciones
fisiolégicas de los individuos. Cuando las necesidades son altas y el Ca?*
dietético es bajo, la absorcion de Ca intestinal es mas eficiente. El crecimiento,
prefiez, lactancia y deficiencia del Ca?* de la dieta y la alta actividad fisica
aumenta la demanda por el Ca?* que promueve la absorcion intestinal. Durante
la prefiez, la absorcién del Ca?* es mas alta antes de la concepcion o después
del parto. Los aumentos ocurren de la prefiez temprana a la mitad, y precede la
demanda por los requerimientos del feto para crecimiento del esqueleto. Esta
alteracion de la absorcion del Ca?*durante la prefiez puede ser debido a un
incremento del calcitrol sérico, con poca alteracién de la hormona paratiroidea o

calcitonina (Prentice, 2000).

La reabsorcién del Ca?* en el hueso es estimulada por DHDV. Cuando el hueso
es reabsorbido y la matriz desmineralizada por H* y CI- proveniente de los
osteoclastos y los minerales del hueso Ca?* y P son liberados. Calcio y P estan
intimamente relacionados en los minerales del hueso en la forma de fosfato de
Ca?*, el cual es amoérfico, o como hidroxiapatita de P. Los huesos contienen dos
tipos de células primarias: osteoblastos que sintetizan y depositan hueso y
osteoclastos que lo reabsorben. Los osteoblastos controlan la diferenciacion de
los osteoclastos y sirven como mediadores de su actividad. La movilizacion de
los huesos resulta en iones de Ca?* y P que estan siendo liberados en la
circulacién (Goff, 2000). La movilizaciébn es manejada primariamente por la
concentracion del Ca?*sanguineo mas que por el P. Los niveles bajos de
Ca?*promueven sintesis de DHVD, lo cual activa a los osteoblastos para
incrementar el nimero de osteoclastos, los cuales a su vez incrementaran la

reabsorcion del hueso e incrementan los niveles sanguineos de Ca®*y P.

El receptor proteinico para DHVD se expresa en los huesos, solamente en los
osteoblastos; la accion de los osteoclastos es estimulada indirectamente (Horst
et al., 1994). La expresion del receptor activador de NF-kB ligand (RANKL) es
promovida cuando DHVD se une al receptor en osteoblastos (Teitelbaum,

2000). La presencia de RANKL promueve la diferenciacién de los macréfagos
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en osteoclastos via osteoclastogénesis, como consecuencia incrementa el

namero de osteoclastos y finalmente incrementa la reabsorcion del hueso.

La entrada difusional Ca?* desde el lumen en la célula también se incrementa
por la PTH. La hormona paratiroidea inicia una carga negativa intracelular mas
alto mediante el aumento de la conductancia de iones cloruro de la membrana
basolateral que promueve la difusion de los iones Ca?* carga positiva a través
de la membrana celular. Si la concentraciéon de Ca?*en la sangre es ligeramente
mas bajo, entonces estas acciones en el rifidn pueden llevar la concentracién
de Ca2+ de nuevo a un rango aceptable en el animal. Este mecanismo no
puede resolver la hipocalcemia significativa, sin embargo, debido a que la
cantidad total de Ca?* que puede ser recuperado de la orina es relativamente
pequefio en la vaca lechera (Goff, 2000). La calcitonina tiene actividad inversa
de PTH y se libera en un estado de hipercalcemia. En presencia de calcitonina
intestinal, se da una disminucién de absorcién de Ca?* y de osteoclastos, con

ello se produce un aumento en la formacion de los huesos.
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3 Acidos grasos no esterificados, Calcio e Insulina en el preparto y
sus relaciones con produccion de leche de vacas Holstein-Friesian en
confinamiento

3.1 Resumen

Los objetivos del presente estudio fueron examinar las asociaciones de las
concentraciones periparto de acidos grasos no esterificados (AGNE), Calcio e
insulina previos al parto y la produccién de leche (PL) en el inicio de la
lactancia. En el estudio se utilizaron 90 vacas Holstein-Friesian (30 de tres
establos; 780 + 36 kg PV; de méas de dos lactancias) que fueron muestreadas
30, 20, 10, 3, 2, y 1 dias preparto, el dia de parto y 1, 2, 3, 10, 20 y 30 dias
posparto. Los coeficientes de disparidad més altos fueron cuando el 72.11% de
los animales estuvieron por debajo del umbral de Ca < 2.1 mmol L en el dia 10
preparto [(coeficiente de disparidad (CD) = 2.2; intervalo de confianza (IC) del
95% = 1.8 — 2.28)] en comparacién con los niveles de AGNE = 0.5 mmol L ;
donde la proporcion de animales fue de 67.40% (CD = 0.8; IC del 95% = 0.30 —
1.14) o insulina < 0.26 ng mL"* con una proporcién del 6.02% de animales en el
grupo de riesgo alto (CD = 0.8; IC del 95% = 1.61 — 1.90). En el dia 10
posparto, los coeficientes de disparidad mas altos fueron cuando el 66.41% de
los animales estuvieron por debajo del umbral de Ca < 2.1 mmol L (CD = 1.4;
IC del 95% = 0.90 — 2.60) en comparacion con los niveles de AGNE = 0.5 mmol
Lt con la proporciéon de animales de 22.00% (OR = 0.9; IC del 95% = 0.89 —
2.13) o insulina < 0.26 ng mL™* con una proporcién del 29.70% de animales (OR
= 0.7; IC del 95% = 0.7 — 2.01). Los coeficientes de disparidad mas altoas
fueron cuando el 40.00% de los animales estuvieron por debajo del umbral de
Ca < 2.1 mmol L* en el dia 10 preparto (OR = 2.5; IC del 95% = 1.8 — 2.90) en
comparacion con los niveles de AGNE = 0.5 mmol L cuando la proporcién fue
de 20.00% (OR = 0.5; IC del 95% = 0.50 — 1.31) o insulina < 0.26 ng mL™* con
una proporcion del 15.12% de animales en el grupo de riesgo alto (OR =0.9; IC
95% = 1.81 — 2.2). En conclusion, varios umbrales a nivel de vacas fueron

28



identificados con proporciones de AGNE e insulina alta, y concentraciones de
Ca reducidas en los ultimos dias de gestacién y los 10 y 20 dias posparto

asociados con riesgo alto para pérdidas de produccion de leche.

Palabras clave: Acidos grasos no esterificados, insulina, calcio, preparto,

postparto

Abstract

Non-esterified fatty acids, calcium and insulin in prepartum and its
relations with milk yield at early lactation in Holstein-Friesian cows

The objectives of this study were to examine the associations of peripartum
concentrations of non-esterified fatty acids (NEFA), Calcium and insulin before
parturition and milk yield (MY) in early lactation. In the study, 90 Holstein-
Friesian (780 = 36 kg BW; 30 per farm; which had lactated more than twice)
were used. Cows were sampled by jugular venipuncture at 30, 20, 10, 3,2 and 1
d before parturition, the d of birth and 1, 2, 3, 10, 20 and 30 d postpartum. The
odd ratio for MY loss were higher when 72.11% of the animals were below the
threshold of Ca < 2.1 mmol L on day 10 prepartum [(Odd ratio = OR) = 2.2;
confidence interval (Cl) 95% = 1.8 - 2.28)] compared with NEFA = 0.5 mmol L;
where the proportion of animals was 67.40% (OR = 0.8; 95% CI = 0.30 - 1.14) or
insulin < 0.26 ng mL* with a ratio of 6.02% of animals in the high-risk group (OR
=0.8; 95% CIl = 1.61 - 1.90). On day 10 postpartum, the odd ratios for MY loss
were higher when 66.41% of the animals were below the threshold of Ca < 2.1
mmol Lt (OR = 1.4; 95% CI = 0.90 - 2.60) compared with levels of NEFA = 0.5
mmol L with the proportion of animals 22.00% (OR = 0.9; 95% CI = 0.89 - 2.13)
or insulin < 0.26 ng mL-! with a ratio of 29.70% of animals (OR = 0.7; 95% CI =
0.7 - 2.01). The odd ratios were highest when 40.00% of the animals were below
the threshold of Ca < 2.1 mmol L on day 10 prepartum (OR = 2.5; 95% Cl = 1.8
- 2.90) compared with levels NEFA = 0.5 mmol L' when the ratio was 20.00%
(OR =0.5; 95% CI = 0.50 - 1.31) or insulin < 0.26 ng mL"* with a ratio of 15.12%
of animals in the high risk group (OR =0.9; 95% CI = 1.81 - 2.2). In conclusion,
several cows level thresholds were identified with high proportions of NEFA and
insulin, and reduced concentrations of Ca in the last d of gestation and 20 d
postpartum 10, and they were associated with high risk for loss of milk.

Key Words: Non-esterified fatty acid, calcium, insulin, prepartum, pospartum
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3.2 Introduccién

La produccion de leche (PL) en el inicio de la lactancia depende del manejo
nutricional durante el periodo seco®2. Este periodo es critico debido a que se
conjuntan los requerimientos energéticos de crecimiento fetal, inicio de la
lactancia y la reduccion del consumo de materia seca (CMS) alrededor del
parto®4), Durante este lapso es necesaria la regulacion homeorrética de las
funciones metabdlicas para preparar el parto y la lactancia®. Como
consecuencia de dichos eventos, la vaca moviliza sus reservas corporales de
grasa a través de torrente sanguineo en forma de &cidos grasos no
esterificados (AGNE) para contribuir con las necesidades de energia en este
periodo®. Durante este proceso, la glucosa e insulina funcionan como los
controladores principales; cuando los niveles de insulina son bajos la lipdlisis

incrementa dando lugar a que se liberen cantidades cuantiosas de AGNE®),

Al inicio de la lactancia la movilizacién de grasa es inevitable, sin embargo, esta
movilizacién no es similar en todas las vacas®. Por ejemplo, Tamminga et al.®®
mencionaron que durante las primeras ocho semanas postparto dicha
movilizacion oscilé entre 8.0 y 57.0 kg de grasa corporal entre vacas. Por su
parte, Price et al-(19 atribuyeron las diferencias a la naturaleza genética, debido
a gque las vacas con rendimiento lechero alto movilizaron una mayor cantidad de
reservas corporales en comparacion con las vacas de menor potencial genético

para PL.

En dicho contexto, la vaca entra en un proceso de adaptacién del metabolismo
energético para la sintesis de componentes de leche y el mantenimiento de su
salud. Dependiendo de la habilidad en el proceso adaptativo, la vaca podra
mantener su homedstasis interna y lograra distribuir sus reservas energéticas
no solo para mantener los requerimientos de la secrecion lechera sino también
para evitar trastornos metabdlicos®. Aproximadamente, 75% de las

enfermedades y trastornos metabdlicos de las vacas lecheras se presentan en
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el primer mes postparto®?, lo que influye negativamente en el rendimiento
lechero®?. Varios estudios publicados previamente, reportaron asociaciones
entre la concentracion de metabolitos sanguineos preparto con el volumen de
leche producido o cosechado en los primeros dias de lactancia. Ospina et al.(%)
concluyeron que niveles de AGNE altos en el preparto, tanto en vacas
primiparas como en multiparas, redujeron aproximadamente 650.00 kg en
lactancias ajustadas a 305 dias. Por otra parte, Chapinal y colaboradores
concluyeron que los niveles de AGNE altos y Ca bajos en la semana previa al
parto, redujeron la PL en aproximadamente 1.6 a 3.2 kg d* en los primeros 120
dias en leche®. Los mismos autores concluyeron que niveles séricos de Ca
bajos, desde una semana antes del parto hasta la tercera semana postparto se

relacionaron con pérdidas en PL.

Relaciones similares se han observado con relacién a los niveles séricos
preparto y posparto de insulina. Weber y colaborades indicaron que las vacas
altas productoras reducen sus niveles plasmaticos de glucosa en el inicio de la
lactancia; lo que se asocié con una reduccion en la concentracion plasmatica de
insulina®. Sin embrago, dichas concentraciones difieren de acuerdo al grado de
movilizacion de grasa corporal. Por ejemplo, las vacas que movilizan cantidades
pequefias de reservas corporales tienden a concentrar un volumen mas alto de
insulina en plasma, comparado con las vacas que movilizan mayores

cantidades de reservas corporales en forma de AGNE.

Como se indic6 anteriormente, las pérdidas econdmicas por disminucion en
volumen de leche cosechado representan sélo la “punta del iceberg”; debido a
los problemas periparto generan gastos por medicinas, aumento en mano de
obra y en ocasiones desecho prematuro de las vacas. En dicho contexto, la
creacion de pruebas rapidas o experimentales que permitan predecir el volumen
inicial de leche o evitar la presencia de trastornos metabolicos como
hipocalcemia, fiebre de leche o desplazamiento de abomaso mediante un nivel

de metabolito alterado se ha vuelto una meta importante.
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Con base en lo anterior, los objetivos del presente estudio fueron demostrar la
existencia de una asociacion entre la concentracion sérica de acidos grasos no
esterificados, Ca e insulina previos al parto y la producciéon de leche inicial en

vacas Holstein-Friesian en condiciones de confinamiento.

3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Localizacién del area de estudio

El estudio se llevd a cabo en tres establos lecheros ubicados en la Comarca
Lagunera, en un radio no mayor de 150 kilbmetros entre uno y otro. Los
establos se seleccionaron con base en la disponibilidad de sus directores para
participar en el estudio; los elegidos cumplieron con los criterios de tener
aproximadamente 2,000 vacas en linea de ordefio, manejo con dos ordefios por

dia y dietas completas de Sorgo-Soya.

El establo Beta Santa Monica se localiza en San Pedro, Coahuila, a 1,100 m
(25°44°36” N y 103°10°22” O). Beta San Gabriel se localiza en Francisco |.
Madero, Coahuila, a 1,108 m (25°48'25’N y 103°13'32” O) y La Rosita se
localiza en Torre6n, Coahuila, a 1,120 m (25°51’86” N y 103°34’36”0). El clima
de la regién es desértico. La precipitacion es de aproximadamente 300 mm

anuales distribuidos principalmente de julio a septiembre®4),

3.3.2 Manejo y medicion de las vacas

Los animales utilizados en el estudio fueron aproximadamente 90 vacas
Holstein-Friesian (30 por establo) en gestacion, de aproximadamente 30 dias
antes de la fecha probable de parto. El peso corporal (PV) aproximado fue de
780 + 36 kg, con condicion corporal de 3.0 (escala 1, delgada a 5, gorda) y con
mas dos lactancias. Con base en reportes previos, aproximadamente 30 vacas

por hato fueron suficientes para detectar la prevalencia de concentraciones
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elevadas de metabolitos en un intervalo de confianza de 5 a 95%®. Las fechas
probables de partos se obtuvieron de las listas generadas por el software Dairy
Comp 305 (DairyComp 305, Valey Ag Software, Tulare, CA; PC Dart, Dairy
Records, Management System, Raleigh, NC). Los animales se seleccionaron
por la PL en la lactancia previa, CC y libres de enfermedades aparentes, estos
se muestrearon a los 30, 20, 10, tres, dos y un dia antes del parto, el dia del
parto y uno, dos, tres, 10, 20 y 30 dias postparto (-30d, -20d, -10d, -3d, -2d, -1,
0d, +1d, +2d, +3d, +10d, +20d, +30d).

En cada muestreo, se colecté una muestra de sangre de aproximadamente 10.0
mL de los mismos animales de la arteria 0 de la vena coccigea en tubos
vacutainer sin anticoagulante (Beckton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Las
muestras fueron conservadas en refrigeracion y se permitié su coagulacion. La
sangre se centrifugd, el suero se separé y se almacené a - 20° C dentro de un
periodo no mayor a las seis horas de coleccion. El escore de CC fue observado
al inicio y durante cada semana; y se evalué con una escala de 1: delgada y 5:
gorda con variaciones de 0.2509, Los directores de los establos fueron
instruidos para observar enfermedades o eventos no saludables en los
animales. Las enfermedades o eventos incluidos fueron desplazamiento de
abomaso, partos distécicos, cetosis, mastitis, metritis, fiebre de leche y
retencion placentaria. Los técnicos instruyeron a los directores de establos
mediante discusiones verbales o boletines con las definiciones de las
enfermedades, para uniformizar criterios y estandarizar la informacién
colectada. Las definiciones de las enfermedades ya han sido descritas

anteriormente©),
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3.3.3 Andlisis del suero sanguineo

Las muestras se analizaron para AGNE e insulina en los laboratorios de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM). Los AGNEs se determinaron con un kit HR
series NEFA-HR (2 ACS-ACOD method Wako Pure Chemical Industries,
Mountain View, CA., USA) siguiendo los procedimientos de los fabricantes;
mientras que el Ca se analizé con un kit para Ca denominado Calcium
Colorimetric Method; distribuido por Randox Laboratories Limited (County
Antrim, QY., UK). La determinacion de insulina se realiz6 mediante ensayo por

inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA).

3.3.4 Andlisis del alimento

Los muestreos de sangre fueron acompafiados por muestreos de alimento. Las
muestras de alimento correspondieron a dietas diferentes de acuerdo a las
etapas y los establos. Por ejemplo, el dia 30 preparto correspondi6 a dietas en
transicion; mientras que en el dia 10 preparto fue de reto y finalmente, a los 30
dias posparto fue para vacas frescas. Después de la coleccion, las muestras se
pesaron y secaron en una estufa de aire forzado por 48 h y se volvieron a pesar
para determinar la materia seca de campo parcial. Posteriormente, las muestras
se molieron en un molino Willey (A. H. Thomas, Philadelphia, PA). La materia
seca total se determind utilizando una estufa a 100 °C durante 24 h. Para
determinar el contenido de cenizas y materia organica (MO) las muestras se
incineraron en mufla a 500 °C. Las fibras detergente neutro (FDN) y detergente
acido (FDA) se determinaron usando el método de Goering y Van Soest), y
para determinar el contenido de proteina cruda (PC) se utiliz6 el método
Kjeldahld®),
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3.3.5 Andlisis estadisticos

Los datos fueron analizados con SAS (versidon 9.2; SAS Institute Inc., Gary,
NC). Las diferencias entre AGNE, Ca e insulina en las vacas, entre ranchos y
fechas de muestreos fueron analizados con un modelo mixto (Proc Mixed; SAS
Institute Inc., Cary, NC) con medidas repetidas dentro de vaca (anidadas dentro
de hato) y considerando hato como aleatorio. La CC fue categorizada como
delgada (< 2.0), moderada (2.25 — 2.75) o gorda (= 3.0); mientras que la PL se
agrupé como baja (< 18.20), media (18.21 — 36.33) y alta (= 36.33 kg d!). Para
determinar la asociacion entre PL y las concentraciones séricas AGNE, Ca e
insulina se realizaron analisis univariados por fecha de muestreo con variables

categoricas como fecha de parto, CC y establo.

Las variables de interés fueron la proporcion de animales muestreados con los
niveles séricos de AGNE, Ca e Insulina dentro de los primeros 30 dias de
lactancia, debido a que las asociaciones entre concentraciones preparto de
AGNE, Ca e Insulina, y los volumenes de leche perdidos posparto fueron mas

robustos cuando se uso la produccién de los dias 10 y 20 de lactancia®?.

Las relaciones temporales entre AGNE, Ca e insulina con PL sélo se mantienen
cuando los metabolitos y hormonas fueron tomadas antes de que las vacas se
ordeflardn por primera vez. Dicho criterio fue utilizado para establecer
asociaciones entre las concentraciones preparto y la PL posterior. Para cada
metabolito u hormona y fecha de muestreo, se hicieron al menos dos tipos de
umbrales (alto y bajo). Los umbrales se formaron siguiendo la metodologia
propuesta por Chapinal et al. (2011). Para predecir el volumen de leche perdido,
se utilizo la categorizacion de las vacas en grupos de bajo, medio y alto riesgo.
Para el dia 10 preparto, los umbrales considerados a nivel de vaca fueron para
AGNE 2 0.5y 0.7 mmol L1; Ca<2.1y0.30 mg dL* e insulina <0.26 y 0.30 ng
mL-1. Para los 10 y 20 dias posparto, los umbrales considerados fueron AGNE 2
0.7y 1.0, mmol L}; Ca<2.1y0.30 mgdL* e insulina < 0.30 y 0.50 ng mL".
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En cada fecha de muestreo y en cada umbral se calculé la proporcion de
grupos de animales muestreados de riesgo alto para cada establo. En forma
similar, para cada semana de muestreo y para cada umbral de AGNE, Ca e
insulina se crearon grupos con incrementos de 5.0 puntos porcentuales de la
proporcién de animales en el grupo con concentraciones de riesgo alto (por
ejemplo, = 10% de vacas con concentraciones de AGNE preparto = 0.5 mmol L-
1, 215% con 2 0.5 mmol L?, y 2 20% con = 0.5 mmol L, y sucesivamente).
Dicha forma determind la ruta de busqueda de las asociaciones entre individuos

a nivel del mismo establo.

Para estudiar la diferencia entre los diferentes umbrales se crearon variables
Dummy jerarquicas designando el valor de 1.0 para las vacas consideradas de
riesgo alto (proporcién de animales considerados dentro del grupo de riesgo
alto o por encima del umbral) y 0.0 (por ejemplo, vacas con concentraciones de
AGNE preparto = 0.5 mmol L, se le asign6 el valor de 1.0 para ese umbral
particular y con concentraciones de AGNE preparto < 0.5 mmol L%, se le asigné

un valor de 0.0).

En la mayoria de los umbrales, el nivel medio funcioné como el punto de
referencia. En los analisis finales, sélo se usaron umbrales conteniendo al
menos el 10% de los animales muestreados en el hato y que estuvieron en una

categoria de posible incremento de riesgo.

Las diferencias en los resultados entre las vacas de bajo y alto riesgo fueron
contrastados usando modelos lineales (Proc GLM, SAS Institute Inc.). La
proporcion de animales muestreados y diagnosticados con niveles riesgosos se
consideraron como variables continuas, y las vacas tomaron valores entre 1.0 y
0.0. En este contexto, cuando se aplica un modelo lineal directamente a las
proporciones, el estimador de la media y el intervalo de confianza deberian
estar contenidos en el rango de 0.0 a 1.0. Para asegurar que los estimadores e
intervalos de confianza se calcularan correctamente, se uso la transformacion
logit con un factor de correccién por sesgo de 0.25 a 0.50 y se aplicé a los

animales muestreados antes y después del parto. Esta transformacion fue
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necesaria para cubrir las suposiciones de normalidad y homogeneidad de
varianzas. Para cada umbral de concentraciones de metabolitos y hormonas se
crearon modelos multivariados separados incluyendo las proporciones
dicotomizadas de animales en el grupo de riesgo alto (el umbral 1.0 codificado
como una variable Dummy a un tiempo), la proporcién de vacas muestreadas

en el hato, el establo y las posibles interacciones.

En algunos casos, cuando fue requerido, las variables e interacciones fueron
removidas del modelo final manualmente si P > 0.05. De cada modelo, el
umbral con coeficiente 3 positivo en la escala logit (caso de AGNE, Ca e
insulina preparto y un coeficiente negativo (caso de PL) y el valor de
probabilidad mas bajo fueron elegidos como los umbrales 6ptimos para predecir
perdidas en PL en los 10 y 20 dias posparto. En los casos donde hubo un
umbral similar en resultado y fecha de muestreo, la eleccion del mismo se basé
en la concentracion mas alta de AGNE y Ca; la concentracibn mas baja para
insulina. También se examinaron los residuales de cada modelo para verificar la
normalidad y la homogeneidad de varianzas y para detectar posibles valores

aislados u observaciones anormales que pudieran influir en los resultados.

En el caso de la PL donde se aplico la transformacion logit, los coeficientes
fueron retransformados y los resultados se presentan como coeficientes de
disparidad y los intervalos de confianza entre animales por arriba y por debajo
del umbral de referencia. El coeficiente de disparidad expresa la ventaja o
probabilidad de experimentar un evento (por ejemplo, leche producida o no
cosechada) para un grupo de riesgo alto (por arriba del umbral) cuando se
compara con uno de riesgo bajo (por debajo del umbral). Los resultados de PL
se presentan como la diferencia en PL (kg d?') + el error estandar entre

umbrales por encima o debajo del umbral del hato de produccién.
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3.4 Resultados

Aproximadamente 90 vacas (30 por establo) fueron muestreadas 13 veces de
acuerdo al calendario indicado anteriormente. En total, 252 registros se
utilizaron para establecer las relaciones entre las concentraciones séricas de
AGNEs, Ca e insulina, a los 30, 20, 10, 3, 2, y 1 dias preparto, el dia de parto, y
1, 2, 3, 10, 20 y 30 dias después de parto con PL. Las muestras colectadas los
dias 30, 20 y 3, 2, 1 preparto, el dia de parto, y 1, 2, 3, y 30 dias posparto no
fueron incluidas en los analisis de PL debido a las asociaciones bajas de
metabolitos e insulina con el volumen de leche producido los dias 10 y 20

posparto.

El Cuadro 1 muestra la PL, CC, los niveles séricos de AGNEs, Ca e insulina
observados en las vacas de los tres establos. El Cuadro 2 muestra las
concentraciones séricas de los metabolitos y hormona obtenidas por fecha de
muestreo independientemente del establo de procedencia. En los primeros
analisis, las concentraciones de AGNESs bajas, insulina media y Ca bajos en los
primeros 10 dias antes del parto se asociaron con volumenes de leche perdidos
en los dias 10 y 20 posparto, cuando cada metabolito fue analizado por
separado (Cuadro 3). Los umbrales que demostraron la asociacién con PL
perdida o no cosechada mas alta fueron cuando los AGNEs = 0.5 mmol L! e
insulina con < 0.26 y 0.30 ng mL?* en el dia 10 preparto. Cuando la PL se
analizd por separado, a los 20 dias posparto, la asociacion entre PL y los
umbrales de nutrientes fue similar al dia 10. Los modelos de control de
produccion presentaron estimadores e interacciones entre CC vy
concentraciones preparto de metabolitos que no fueron significativos en

ninguno de los casos (P > 0.36).

Cuando los niveles séricos de AGNEs, Ca e insulina (dicotomizados en el
umbral seleccionado como 6ptimo) se combinaron en el mismo modelo en el
dia 10 previo al parto, solamente los AGNEs = 0.5 mmol L (estimador =- 1.5 +
0.8 kg d''; P < 0.01) e insulina < 0.30 ng mL* (estimador =-1.6 £ 0.2 kg d*; P <
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0.0001) permanecieron en el modelo después de controlar los efectos de fecha
de parto, dias en leche (linear y cuadréatico) y CC. Cuando se estratificé por
fecha de parto, Unicamente las concentraciones séricas de AGNEs

permanecieron en el modelo.

Las concentraciones altas de AGNEs, insulina media y Ca bajo en los dias 1, 2,
3y 30 posparto se relacionaron débilmente o nada con pérdidas en PL en el dia
10; lo que motivé que muchas relaciones no se reportaran en el presente
documento. De hecho, las concentraciones de AGNEs bajas se asociaron con
incrementos en PL en el dia 10 posparto. Todos los umbrales de AGNEs por
debajo de = 0.5 y 0.7 mmol L? en el dia 30 posparto fueron asociados con PL
altas (por ejemplo, vacas con concentraciones de AGNEs al mismo nivel o por
debajo del umbral Optimo produjeron mas leche que las vacas con

concentraciones por encima de los mismos umbrales).

Cuando los niveles séricos de AGNES, Ca e insulina se determinaron en el dia
10 preparto, y se relacionaron con los niveles obtenidos en el dia 10 posparto
(dicotomizados en el umbral seleccionado como 6ptimo), y se combinaron en el
mismo modelo, solamente AGNEs = 0.5 mmol L1 (estimador =-2.0+ 0.8 kg
d?; P<0.01), Ca 2 0.5 mmol L* (estimador = 1.2 + 0.6; P < 0.001) e insulina <
0.30 ng mL* (estimador = - 1.1 + 0.5 kg d%; P < 0.01) medidos en el dia 10
posparto permanecieron en el modelo después de remover los efectos de dias

en leche, CC y fecha de parto.

Considerando exclusivamente los niveles séricos de AGNEs e Insulina
cuantificados el dia 10 preparto y PL en el dia 10 posparto, solamente AGNEs =
0.7 mmol L medidos en el dia 10 posparto permanecié en el modelo después
de controlar los efectos de dias en leche (linear y cuadratico), CC y fecha de

parto.

En los casos donde los niveles séricos de AGNES, Ca e Insulina se
cuantificaron en el dia 10 preparto y los dias 10 y 20 posparto (dicotomizados
en el umbral seleccionado como 6ptimo), y se combinaron en el mismo modelo,
solamente AGNEs = 0.5 mmol L? (estimador =- 1.7 + 0.4 kg d''; P < 0.03), Ca
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< 0.5 mmol L (estimador = 1.6 + 0.30; P < 0.001) e insulina < 0.30 ng mL™*
(estimador = - 1.9 + 0.6 kg d'; P < 0.01) medidos en el dia 10 posparto
permanecieron en el modelo después de controlar los efectos de dias en leche,

CC y fecha de parto.

El Cuadro 3 muestra la proporcion de animales en el umbral de metabolitos de
alto riesgo, los coeficientes de disparidad y los intervalos de confianza por
umbrales. Los andlisis fueron realizados siguiendo el mismo patrén de los
grupos de riesgo de leche perdida. En el dia 10 preparto, el umbral de AGNEs =
0.5 mmol L una proporcién aproximadamente de 67.40% de animales estarian
en posibilidad de perder leche con un coeficiente de disparidad de
aproximadamente 0.8; un intervalo de confianza de Wald del 95% de 0.30 —
1.40; P < 0.06; mientras que el umbral de Ca < 2.1 mmol L' donde una
proporcion de aproximadamente de 72.11% de animales estarian en posibilidad
de perder leche con un odd ratio de aproximadamente 2.2; un intervalo de
confianza de Wald del 95% de 1.80 — 2.80; P < 0.06. En el umbral de insulina <
0.26 mmol L* una proporcion de aproximadamente de 6.02% de animales
estarian en posibilidad de perder leche con un coeficiente de disparidad de
aproximadamente 0.8; un intervalo de confianza de Wald del 95% de 0.61 —
0.90; P < 0.06. Las relaciones encontradas para los mismos metabolitos y

hormonas en los dias 10 y 20 posparto se presentan en el mismo Cuadro.

3.5 Discusiodn

Una preocupacion de los productores lecheros es la obtencion de volimenes de
leche altos y evitar la presencia de trastornos metabdlicos tipicos del inicio de la
lactancia. Ambos aspectos sugirieron a los investigadores a enfocarse en la
obtencion de pruebas rapidas (directas e indirectas) con metabolitos, hormonas
0 enzimas en el preparto que pudieran predecir el comportamiento productivo y
la presencia de trastornos metabdlicos o enfermedades de las vacas en el inicio

de la lactancia. Dentro de este contexto, el presente estudio tuvo como
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objetivos determinar la concentracion de AGNEs, Ca e insulina en el preparto y
se usaron como base para predecir el comportamiento de la PL en la lactancia
inmediata. Aunque los hatos en estudio fueron seleccionados por conveniencia
de los autores, los resultados son, probablemente, aplicables a las vacas que

reunan las condiciones de manejo similares a los establos estudiados.

En el presente estudio, la diferencia en PL a favor del establo 3 se atribuyo a
diferencias en el manejo general del hato y a las condiciones ambientales
locales. Las vacas se alimentaron con dietas formuladas con los mismos
ingredientes (Proteina = 18.00%; ENL = 1.75) y en proporciones similares. Sin
embargo, en los establos 1y 2, la alimentacién se ofrecié en dos porciones (50
y 50% cada vez), mientras que en el establo 3 se sirvid en tres porciones
(33.3% cada vez) diferentes. Las vacas se ordefiaron dos veces por dia, con
ciertas diferencias en los horarios. Otras diferencias en el manejo diario de los
animales, posiblemente, permitieron diferencias en las mediciones de PL en los

dias 10 y 20 posparto.

En el presente estudio, no se encontraron asociaciones entre el escore de CCy
volumen de leche perdido después del parto. Esto se atribuyd a que los
umbrales de CC fueron formados con rangos de valores de CC estrechos, todos
por debajo de 2.50. La proporcion de vacas gordas fue 2.1% y puede ser
considerada como rara. Dicha proporcién de vacas gordas deberia ser mas alto
si las vacas se hubieran monitoreado en los ultimos dias previos al parto. Sin
embargo, debido a la baja variabilidad de los datos de CC, no fue posible
demostrar que las asociaciones entre las calificaciones de CC y los volimenes
de leche perdidos en el inicio de la lactancia. La informacion de la CC con PL
perdida basada en las mediciones de leche a los 10 y 20 dias posparto puede
no ser muy sensitivo a los cambios de las vacas en forma individual,
parcialmente, debido al tiempo entre el parto y el escore de CC. Dicha CC no

cambio considerablemente durante este tiempo.

Por el contrario, otros estudios demostraron relaciones entre la CC y la leche

perdida en el inicio de la lactancia®2l, en periodos secos de magnitudes
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similares a las utilizadas en el presente estudio. También otros estudios fallaron
para demostrar un riesgo alto de enfermedades entre vacas gordas y normales.
Las asociaciones fueron no significativas222321) o débiles@429, Los resultados
obtenidos en el presente estudio y otros de la literatura no refutan la importancia
de la CC, sin embargo, sugieren que los metabolitos séricos proporcionan una
vision mas completa del estado saludable de las vacas en el corto plazo.

La relacion estrecha entre los umbrales de AGNEs (6ptimo = 0.5 mmol L?) a los
10 dias preparto con la PL observada a los 10 y 20 dias posparto indicé que
aproximadamente el 67.40% de los animales se encontré en riesgo alto de
perder leche en el inicio de la lactancia; lo que se explica por la remocion de
reservas corporales debido a las necesidades de nutrientes originados por la
lactancia. El aumento preparto en las concentraciones de AGNESs sugiere que
las vacas estuvieron en balance negativo en este tiempo y que estuvieron

movilizando lipidos como una fuente de energia@,

El incremento en las concentraciones de AGNEs circulantes ha sido
directamente asociado con cantidades grandes de tejido adiposo removido
durante un tiempo de deficiencia de energia2®. Dicho incremento de AGNEs es
de corta duracion (menor que cinco semanas), sin embargo, los resultados del
presente estudio indican que niveles altos iniciaron dos dias antes del parto y se
mantuvieron hasta la semana cuatro-posparto. Las reducciones en la semana
cuatro-posparto, probablemente, indiquen una restauracién del balance

negativo de energia.

El umbral de AGNEs utilizado (6ptimo = 0.5 mmol L) para predecir una
reduccion en la PL fue el mismo que el observado en la prediccion de
desplazamiento para abomaso utilizado en estudios llevados a cabo en varios

estados de Canada y la Unién Americana ¢19.27),

En otros estudios se ha reportado que las concentraciones preparto de AGNEs
2 0.33 mEq L* resultaron en una reduccion de 683.00 kg de leche con
lactancias de 305-d corregidas por equivalente maduro en vacas y vaquillas®.

Sin embargo, la PL incremento en 488 kg de leche por lactancia cuando las
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vaquillas fueron muestreadas posparto y el nivel de AGNEs fue mas alto (= 0.57
mEq L1). En contraste, en vacas adultas posparto, la PL se redujo en 647.00 kg
cuando las concentraciones de AGNEs fueron = 0.72 mEq L1. Con excepcion
de la PL en vaquillas, los autores concluyeron que el incremento en las
concentraciones de séricas de AGNEs muestreadas dos semanas antes del
parto tuvieron un efecto detrimental en la PL y la eficiencia reproductiva.

Las concentraciones de AGNEs altas después del parto se han asociado con
PL bajas y altas. Se ha reportado que las concentraciones de AGNEs altas (1.0
y 0.9 mEq L) se asociaron con vacas altas productoras (10,800 kg de leche
por 305-d); mientras que las concentraciones de AGNEs bajas (0.7 y 0.5 mEq L-
1) se asociaron con las vacas poco productoras (6,900 kg por 305-d) en la

semana uno y dos posparto, respectivamente@).

De acuerdo al conocimiento de los autores, este es el primer estudio que
reporta una asociacion entre los niveles séricos de insulina preparto y el
volumen de leche perdido en los primeros 20 dias de la lactancia. EI umbral
optimo < 0.26 ng mL* se relacioné con aproximadamente el 6.02% de vacas en
riesgo alto perder leche, con un coeficiente de disparidad de 0.8. Debido a que
insulina es una hormona anti-lipolitica potente, una reduccién en la
concentracion incrementaria la tasa de lipolisis en el tejido adiposo, lo que
redundaria en el incremento en las concentraciones de AGNESs, seguido por
reduccion en la tasa de utilizacion de la glucosa en el musculo. En adicion a
este efecto, el aumento en los AGNEs por la reduccién de insulina deberia
entorpecer el incremento en la produccién de glucosa endogena, repercutiendo
en el volumen de leche sintetizado. Estos efectos de la insulina se comprueban
con los estudios donde se usan pinzas o0 braquetes euglicémicos-
hiperinsulinémicos. Se ha observado que la infusion de insulina redujo las
concentraciones de AGNEs en 68.00% comparado con los niveles basicos. En
el mismo intervalo de tiempo, un grupo separado de vacas que no recibieron
insulina mediante el método de pinzas o braquetes, mantuvieron sus

concentraciones séricas de AGNEs en 96.0% de los niveles basicosG?. En el
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mismo estudio se observé que la produccién de leche no se alterd, sin
embargo, el porcentaje de grasa de la leche y la proteina se redujeron en un
27.0%.

En el presente estudio, las concentraciones de AGNEs, Ca e insulina por
debajo del umbral 6ptimo en el dia 10 preparto fueron asociadas con voliumenes
de leche perdidos cuando la PL se cuantific6 10 y 20 dias posparto; esto
demostré un grado de movilizacion de grasa moderado al inicio de la lactancia,
que puede ser critico para obtener PL altas. Sin embargo, la magnitud excesiva
o la tasa de movilizacion rapida de grasa de las reservas deberian causar un
comportamiento metabdlico no apropiado que, probablemente, sirva como
predictor de la reduccidon de respuestas adaptativas al balance de energia
negativo. Cuando ambos AGNEs e insulina estuvieron en el mismo modelo, la
concentracion de AGNEs se asocié estrechamente con la PL obtenida en los

dias 10 y 20 posparto.

En el presente estudio, se encontré que las concentraciones pre y posparto de
Ca en suero se asociaron con peérdidas en PL. El umbral de Ca 6ptimo a nivel
de vaca fue < 2.1 mmol L, y estuvo dentro del rango de referencia (2.10 a 2.8
mmoles L?) de acuerdo al laboratorio de andlisis de Ca?* en la Universidad
Nacional Autonoma de México. Aproximadamente, el 72.11% de las vacas
muestreadas se ubicaron en el umbral de animales de alto riesgo con un
coeficiente de disparidad de 2.2 y un intervalo de confianza de Wald de 1.8 —
2.8; P < 0.05. Dicha relacion es comparable a la observada en otros estudios,
quienes utilizando un umbral parecido al del presente estudio encontraron una
proporciéon de 73.00% de animales en el grupo de riesgo alto, cuando
consideraron todos los animales@?, Sin embargo, la proporcion se disminuyo6 a
55% cuando consideraron sélo vacas adultas. En los casos donde se
consideraron todas las vacas, el estimador de leche pérdida fue de
aproximadamente 3.8 kg animal? d?; mientras que cuando se tomaron soélo
vacas adultas, la pérdida de leche fue aproximadamente de 2.9 kg animal* d?

en la semana uno posparto.
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Se ha observado que en la semana uno preparto, con un umbral de Ca similar
al del presente estudio, aproximadamente 23.00% de las vacas estuvieron en el
umbral de riesgo alto y una PL no cosechada de aproximadamente 2.6 kg por
animal? d*; mientras que en las semanas 2 y 3 posparto, el grupo de alto
riesgo se redujo a 4.0%®©. Los autores concluyeron que las concentraciones
bajas de Ca en la semana previa al parto se asociaron con leche perdida o no
cosechada en la prueba de leche realizadas en los primeros cuatro dias

posparto.

No se encontrdé ninguna asociacién entre concentraciones de AGNEs e insulina
altas en los primeros 30 dias posparto con PL. Estos resultados no son
sorprendentes, debido a que las concentraciones de AGNESs e insulina alcanzan
su pico maximo en la semana 1 y 2, respectivamente©), ComuUnmente, las
concentraciones de AGNEs altas e insulina media han sido asociadas con
producciones de leche bajas y altas. Sin embargo, la magnitud excesiva o la
tasa de movilizacién de reservas de grasa causarian un comportamiento sub-
optimo y probablemente, funcionaria como un indicador de las reducciones de

las respuestas adaptativas al balance de energia negativo.

Por otro lado, niveles de AGNES altos e insulina bajos en los dias 10 y 20
posparto fueron asociadas con PL en el dia 10 posparto dentro de los rangos
Optimos. Estos resultados son similares en magnitud a los observadas en
enfermedades postparto y pérdida de leche, o leche no cosechada®228), Estos
resultados sugieren que los niveles de AGNEs altos postparto estan asociados
con PL al inicio de la lactancia y no necesariamente con la PL perdida
promedio, lo cual deberia explicarse por la hipétesis que las vacas con un
potencial grande para producir leche estan en riesgo de algun trastorno
metabolico como cetosis, fiebre de leche o desplazamiento de abomaso, si
paralelamente se presentara algunas demandas nutricionales o si alguna

condicion del manejo no cubriera las necesidades de los animales.
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Los niveles séricos de AGNESs estuvieron por debajo del umbral (6ptimo = 0.5
mmol L?), insulina dentro del umbral éptimo y niveles de Ca < 2.2 mmol L
bajos en el dia 10 preparto se asociaron estrechamente con pérdidas de PL en
las mediciones de los dias 10 y 20 posparto. A pesar de que las relaciones de
metabolitos por separado indican asociaciones entre sus concentraciones y PL,
cuando se toman en forma conjunta la relacion resulta dificil de explicar. Como
se indicé anteriormente, la concentracion de AGNEs se relaciona con la
remocion de las reservas corporales; mientras que la insulina modula el
metabolismo de compuestos incluyendo proteinas, carbohidratos y lipidos,

ademas, de cumplir muchas funciones vitales.

Por su parte, el Ca es requerido para la sintesis de lactosa y en muchos casos
se relaciona con el consumo de materia seca. Esto subraya que el riesgo de
pérdida de PL en la lactancia inicial es multifactorial y que estos metabolitos son
indicadores de eventos que ocurrieron una o dos semanas antes. Los
resultados del presente estudio estdn en acuerdo con algunos reportes de
estudios de Canada y la Unién Americana sobre la asociacion predictiva de
AGNESs, cuerpos cetonicos y Ca reducidos en el periodo de transicion, con el
subsecuente desecho de animales en los primeros 60 dias en leche en la
lactancia inmediata ©2. Cuando los metabolitos y la insulina fueron probados
por separado aproximadamente el 38.3% de los animales quedaron en el grupo
de riesgo alto con un coeficiente de disparidad de 1.8 (1.4 — 2.2, IC; P < 0.0001)

para AGNE; mientras que para el Ca fue de 1.6.

Cuando la leche se determin6 en el dia 10 posparto, las concentraciones de
AGNE altas, insulina baja y Ca bajo en los dias 10 y 20 posparto se asociaron
con pérdidas en PL. Las concentraciones de Ca bajas en el dia 10 preparto, el
dia de parto, los dias 1, 2, 3, 10, 20 y 30 posparto fueron asociados con
volimenes de leche perdidos en el dia 10 posparto. La magnitud de los
coeficientes de disparidad para los metabolitos, insulina y los volimenes de
leche perdida o no cosechados fueron similares a los reportados por Chapinal
en el 2012©
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3.6 Conclusion

Los umbrales a nivel de vaca indican que aproximadamente el 70.00% de las
vacas muestreadas con niveles AGNE e insulina altos, y bajos en Ca en los
altimos 10 dias de gestacion, y los 10 y 20 dias después del parto se asociaron

con riego alto de perder leche.
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Cuadro 1. Produccion de leche, de acidos grasos no esterificados (AGNE),
calcio e insulina de suero sanguineo obtenidos en diferentes fechas alrededor
del parto de vacas Holstein-Friesian en confinamiento.

P
Item Establo 1 Establo 2 Establo 3 .
Trt. Tiempo (T) | Trtx T

NUmero de repeticiones 63 63 36
Produccién de leche (kg d?)

2591 +3.92 26.02 + 3.65 37.50 +6.14 0.0001 0.0001 0.99
Condicién corporal

2.50 £0.03 2.63+£0.03 2.27£0.04 0.24 0.24 0.96
Acidos grasos no
esterificados (mmol L?) 0.410 £0.034 | 0.272+0.034 0.394+ 0.04 0.01 0.0001 0.92
Calcio (mmol L) 2.08 £0.16 1.73+0.16 1.80 +£0.21 0.001 0.001 0.86

P -1

Insulina (ng mL~) 2047+059 | 0.654+050 | 0.722+0.76 | 0.34 0.26 0.76
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Cuadro 2. Concentraciones séricas de acidos grasos no esterificados (AGNE),
calcio e insulina muestreados en diferentes fechas preparto (n = 243) y
posparto (n = 250) de vacas Holstein-Friesian de establos comerciales.

Calcio, mmol L-

Item AGNE, mmol L1 1 Insulina, ng mL?

Preparto (n = 243)

Dia 30 0.122 2.20b 1.1128
Dia 20 0.132 2.02b 1.542
Dia 10 0.172 2.00P 1.252
Dia 3 0.25P 1.78P 0.662
Dia 2 0.33 1.94b 0.642
Dia 1 0.51° 1.82b 0.592
Dia de Parto 0.54b 1.612 2.912

Posparto (n = 250)

Dial 0.46° 1.622 3.408
Dia 2 0.53° 1.80° 0.482
Dia 3 0.48° 1.80° 0.312
Dia 10 0.49° 1.97° 0.582
Dia 20 0.36° 1.88° 0.642
Dia 30 0.29° 1.90° 0.682
Error estandar 0.01 0.36 131
Tratamiento (Trt) <0.01 < 0.0001 0.19
Tiempo (T) <0.0001 0.0011 0.91
Trix T 0.92 0.86 0.91
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Cuadro 3. Asociacion entre el nivel sanguineo de AGNE, Calcio e insulina
muestreados a los 10 dias (n= 243) preparto y 10 y 20 dias (n = 251) posparto
con produccién de leche (kg d') de vacas Holstein-Friesian en tres establos
comerciales.

Iltem Proporcién de animales en Coeficiente Intervalos de P
el umbral de metabolitos de disparidad confianza de
de riesgo alto (%) Wald al 95%
Preparto, Dia 10
AGNE = 0.5 mmol L* 67.40 0.8 0.30-1.4 <0.06
Calcio <2.1mgdL? 72.11 2.2 1.8-2.28 0.05
Insulina < 0.26 ng mL* 6.02 0.8 0.61-0.90 < 0.005

Posparto, Dia 10

AGNE = 0.5 mmol L* 22.00 0.9 0.89-2.13 0.05
Calcio <2.1mgdL? 66.41 14 0.90 — 2.60
Insulina < 0.26 ng mL* 29.70 0.7 0.7-21 0.05

Posparto, Dia 20

AGNE 2 0.5 mmol L 20.00 0.6 0.50-1-31 0.07
Calcio <2.1mgdL? 40.00 2.5 1.8-2.90 0.01
Insulina < 0.26 ng mL? 15.12 0.9 0.81-2.2 0.02
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