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RESUMEN

Se investigo el efecto de la intensidad de pastoreo del campo natural a través de
cambios en la oferta de forraje (OF) de otofio y primavera-verano, en el metabolismo
hepético de vacas primiparas, su relacion con el peso del ternero y su impacto sobre el
reinicio de la actividad ovérica. Se realizd un experimento con disefio de bloques
completos al azar: a los -150 + 12 dias posparto (DPP) las vacas fueron asignadas
aleatoriamente a alta (AOF) o baja (BOF) oferta del campo natural (4 vs. 2,5
kgMS/kgPV en promedio anual para AOF y BOF, respectivamente). A los 15 DPP, en
primavera, la mitad de las vacas asignadas a AOF fueron reasignadas a BOF, mientras
que la mitad de las vacas asignadas en BOF fueron reasignadas a AOF del campo
natural, de manera de generar 4 tratamientos (A-AOF, A-BOF, B-AOF, B-BOF). Si
bien la CC en otofio fue mayor en A-AOF, la pérdida de la CC durante el Gltimo tercio
de gestacion fue consistente con el balance energético negativo (BEN) caracteristico
de los sistemas pastoriles para ambos tratamientos, siendo mayor en las vacas de B-
BOF. Esto se vio reflejado en incrementos en las concentraciones de NEFA (&cidos
grasos no esterificados), BHB (B-hidroxibutirato), urea, 3MH (metilhistidina) y en la
disminucidn de las concentraciones de IGF-I (factor de crecimiento insulinico tipo 1)
y glucogeno hepatico con el fin de cubrir los requerimientos gestacionales. Al parto
no existieron diferencias de CC entre tratamientos. Nuestros resultados indican que
existen cambios metabolicos y de expresion génica que permiten la adaptacion a la
restriccion de la oferta de forraje; sin embargo, no todos los animales logran sostener
la performance productiva y reproductiva, determinando en este caso un menor

impacto de la OF durante el otofio y el invierno.

Palabras clave: campo natural, pastoreo, primiparas, metabolismo, expresion de genes,

gluconeogénesis
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SUMMARY

The effect of natural field grazing intensity through changes in fall and spring-summer
forage supply (OF) on hepatic metabolism of primiparous cows, its relationship with
calf weight and its impact on resumption of ovarian activity was investigated. A
randomized complete block design experiment was conducted: at -150 + 12 days
postpartum (DPP) cows were randomly assigned to high (AOF) or low (BOF) natural
field supply (4 vs. 2.5 kgMS/kgPV in annual average for AOF and BOF, respectively).
At 15 DPP, in spring, half of the cows assigned to AOF were reassigned to BOF while
half of the cows assigned in BOF were reassigned to AOF from the natural field, so as
to generate 4 treatments (A-AOF, A-BOF, B-AOF, B-BOF). Although CC in autumn
was higher in A-AOF, the loss of CC during the last third of gestation was consistent
with the negative energy balance (BEN) characteristic of pastoral systems for both
treatments, being higher in B-BOF cows. This was reflected in increased
concentrations of NEFA (non-esterified fatty acids), BHB (B-hydroxybutyrate), urea,
3MH (methylhistidine) and decreased concentrations of IGF-I (insulin-like growth
factor 1) and hepatic glycogen in order to meet gestational requirements. At delivery
there were no differences in CC between treatments. Our results indicate that there are
metabolic and gene expression changes that allow adaptation to the restriction of
forage supply; however, not all animals are able to sustain productive and reproductive

performance, determining in this case a lower impact of OF during autumn and winter.

Keywords: natural range, grazing, primiparous, metabolism, gene expression,

gluconeogenesis
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1 INTRODUCCION

En Uruguay la cria de bovinos de carne involucra 7.587 millones de cabezas y 25.385
productores con un fuerte predominio de produccion familiar (MGAP, 2019). De los 15.003
millones de hectareas de pastoreo con bovinos y ovinos de carne, 8.206 millones son
utilizadas por establecimientos criadores y 2.984 millones son destinadas al ciclo completo
dando cuenta de la importancia de la cria de bovinos a nivel nacional. Los sistemas
ganaderos nacionales estan basados principalmente en el uso y aprovechamiento directo de
las pasturas por el animal, donde la cria vacuna utiliza una superficie mayor que cualquier
otra actividad y su base forrajera es principalmente campo natural. En el contexto actual,
la cria se realiza en zonas con menor produccidon y mayor variabilidad de forraje, como en
la region de Basalto, donde se concentra un gran nimero de predios ganaderos de cria
vacuna, los cuales estdn compuestos en un 65% de suelos superficiales (Altamirano et al.,
1976). Una de las caracteristicas mas restrictivas de estos suelos, es la limitada capacidad
de almacenar agua, lo cual contribuye a explicar su mayor variabilidad de la produccion

forrajera durante la primavera y el verano (Guido et al., 2014).

En el ciclo productivo de la vaca de cria, existe una baja produccion invernal de forraje
coincidiendo con el momento de gestacion avanzada o inicio de lactancia y determinando
un periodo de balance energético negativo (BEN), debido a que los requerimientos
energéticos no son satisfechos por el consumo de energia (Astessiano et al., 2014). Este
desfasaje entre los requerimientos y la produccion forrajera podria ser mas prolongado y/o
intenso en campos de basalto; Por lo que el control de la oferta de forraje surge como una
herramienta de manejo para contrarrestar dicho desfasaje y reducir su efecto negativo en el
balance de energia del rodeo de cria (Soca et al., 2013). La restriccion alimenticia durante
la gestacion puede afectar el peso de los terneros al nacer (LeMaster et al., 2017), y generar
una baja CC de las vacas y vaquillonas al momento del parto. A su vez, esta baja CC tiene
un efecto negativo en la eficiencia reproductiva de los rodeos debido a que las vacas
tenderan a tener un anestro posparto mayor, afectando la posibilidad de prefiarse en el
siguiente entore (Do Carmo, 2013; Claramunt et al., 2017) explicando de esta manera el

bajo porcentaje de destete del rodeo nacional (65%; DIEA, 2018). Particularmente, la



respuesta productiva y reproductiva de las vacas primiparas, que aun no han completado el
proceso de crecimiento y que por lo tanto son mas sensibles a las restricciones alimenticias

(Diskin y Kenny, 2014), sigue siendo un desafio importante para el sistema de produccion.

En ambientes productivos donde el clima controla la produccion forrajera, una carga
animal fija, conllevaria periodos de sobre y subpastoreo, y consecuentemente esto se veria
reflejado en descensos de la produccion de forraje y animal (Bransby, 1989). Sin embargo,
es posible mejorar la ingesta energética de las vacas y por tanto la produccién animal
mediante una gestion flexible de la carga ganadera a través de la oferta de forraje (OF, kg
MS/kg PV; Do Carmo et al., 2019). Se ha demostrado que vacas de cria multiparas con
mayor oferta y altura del forraje en campo natural a lo largo del ciclo anual de produccion
(gestacion-lactacion) presentan mejor CC, reflejando cambios metabolicos, endocrinos y
de metabolismo hepatico que impactan positivamente en la respuestas productivas y
reproductivas de los animales, mayor peso vivo del ternero al destete y porcentaje de prefiez
(Laporta et al., 2014). En vacas primiparas, se ha demostrado que ofertas altas de forraje
durante 2 afios, mejoraron la CC al parto (CCP) vy, por lo tanto, las respuestas productivas
y reproductivas comparado con vacas en menor oferta de forraje (4 kg vs. 2,5 kg MS/kg

PV; Claramunt et al., 2017).

En este contexto, son pocos los trabajos en los cuales se estudia la interaccion entre la
nutricion preparto y posparto en sistemas pastoriles, a través de distintas combinaciones de
oferta de forraje y se estudian los mecanismos metabolicos/endocrinos que impactan en la
performance productiva y reproductiva de vacas primiparas frente a cambios en la oferta
de forraje. Sin embargo, existen estudios en vacas adultas, sometidas a diferente consumo
de energia que nos permiten aproximarnos a entender como la nutriciéon impacta en las
variables de interés cuando el plano nutricional difiere entre preparto y postparto. En este
sentido Houghton et al. (1990) trabajando con vacas de cria estudia el efecto de dos dietas
durante el preparto (dieta de mantenimiento, ME vs. baja oferta de energia; LE),
reasignandolas aleatoriamente al momento del parto para que tengan dos dietas durante el
postparto (alta energia; H vs. baja energia; L). Dichos autores encontraron que las vacas

con una dieta baja en energia durante el preparto tuvieron terneros mas ligeros al nacer,



mientras que las vacas que fueron alimentadas con bajos niveles de energia durante el
postparto tuvieron terneros mas livianos a los 105 DPP. En lo que respecta a los indicadores
reproductivos, la combinacion de dieta LE-H permitid que un mayor porcentaje de vacas
en celo a los 60 DPP y un alto consumo de energia en el posparto dio lugar a una mejor
tasa de prefez. Estudios de Freetly et al. (2000) demostraron que vacas con restriccion
alimenticia a partir del segundo trimestre gestacional, que aumentan su consumo de energia
y comienzan a ganar peso a partir del primer mes de lactancia, no se diferencian de aquellos
animales que nunca se someten a una restricciéon en cuanto a su tasa de prefiez. Dichos
autores al igual que Dunn y Kaltenbach (1980); Selk et al. (1988); Osoro y Wright (1992)
indicaron que la tasa de prefiez depende de la severidad de la restriccion alimenticia durante
el preparto, evidenciado en la CC al parto, del nivel de realimentacién y el momento en
que ocurre la misma en relacion al inicio del entore y de la temporada de cria. Por otra
parte, Loudon (1987) sefiala que la subnutricion interactia con el amamantamiento, siendo
este ultimo un factor inhibitorio para el reinicio de la ciclicidad y Short et al. (1990)
demostraron que el amamantamiento tiene un efecto de mayor magnitud en vacas
primiparas y con pobre CC. Asimismo, dichos autores establecen que animales con CC
delgada al parto, tendran una mayor influencia de la alimentacidon postparto sobre el
anestro. En base a estos datos, identificar como la OF en distintos momentos del ciclo anual
de gestacion-lactacion, afecta la CC y el metabolismo energético, proteico y la expresion
génica hepatica durante el pre y postparto, -comprendiendo en parte, la regulacion de la
particion de nutrientes-, resulta relevante para desarrollar alternativas productivas en
sistemas criadores. En este sentido, la hipotesis que nos planteamos es que el manejo de la
intensidad de pastoreo sobre campo natural, a través de cambios en la oferta de forraje,
modifica el metabolismo energético de vacas de carne durante el ciclo anual de gestacion-
lactacion. Es asi que, cambios en la oferta de forraje de otofio y primavera-verano pueden
reflejar adaptaciones del metabolismo hepatico que impacten sobre las respuestas

productivas y reproductivas.



2 ANTECEDENTES

2.1 NUTRICION PRE Y POSPARTO

En vacas primiparas, el estrés del parto y los efectos combinados de la primera lactancia
y del crecimiento imponen mayores requerimientos nutricionales que, en general, no son
satisfechos en pastoreo de campo natural, reflejandose en el largo anestro posparto de esta
categoria. El factor mds importante que determina la duracidon del periodo de anestro
posparto en esta categoria es la CC al parto, la cual es un reflejo de la alimentacion preparto
(Richards et al., 1986). En este sentido, se ha demostrado que la CC al parto y la
suplementacion en el ultimo mes de gestacion mejoran las respuestas productivas y
reproductivas de vacas primiparas en condiciones pastoriles. Vacas primiparas que lleguen
al parto con 4,5 puntos de CC, aumentan la probabilidad de prefiez entre 20 — 25 % (Soca
y Orcasberro et al., 1992) comparado con vacas en CC suboptimas (3,5 a 4,5 unidades;
Soca et al., 2014). Asimismo, la suplementacion en el Gltimo mes de gestacion disminuye
los dias de reinicio de la ciclicidad ovarica aumentando la probabilidad de prefiez, sin
modificar el peso de los terneros al nacimiento (Quintans, 2015). Por otro lado, vacas
primiparas con alta oferta de forraje durante el pre y posparto, obtuvieron mayor porcentaje
de prefiez y mayor PV del ternero a los 205 dias que vacas con baja oferta de forraje,
demostrando que el manejo de la oferta de forraje es una buena herramienta para mejorar
estas respuestas (Claramunt et al., 2017). De este modo, no solo la alimentacion preparto
influye en la performance del siguiente ciclo, sino que esta depende de la alimentacion
posparto, especialmente cuando se trata de vacas flacas (CC menor a 3,5; Wettermann et
al., 2009). Richards et al. (1986) indicaron que el aumento en el consumo de energia
durante el postparto, y el incremento de peso son esenciales para que vacas delgadas tengan
un porcentaje de prefiez aceptable. En este sentido, se ha demostrado que la nutricion
postparto tiene mayor influencia en vacas primiparas que paren con CC sub-6ptimas (short
et al., 1990), pudiendo atenuar, en parte, los efectos negativos de una restriccion alimenticia
preparto y mejorar el PV del ternero al destete (109 vs. 101 + 2,8 kg; Astessiano et al.,
2008). En este contexto, la ganancia de CC posparto es esencial para las vacas que llegan

al parto con CC subdptimas, las cuales retrasan el inicio a la ciclicidad.



Por otra parte, se ha demostrado que aumentos en el aporte energético por periodos cortos
(flushing), antes o durante el entore, en combinacion con el manejo del amamantamiento,
incrementan el porcentaje de prefiez temprana de vacas primiparas con CC sub-Optima
(Soca et al., 2013), asociado a la recuperacion del balance energético positivo consecuente
con un mejor estado nutricional (Astessiano et al., 2013). Asimismo, el aumento en el plano
nutricional (pastoreo de campo natural mejorado con Lotus subbiflorous cv Rincon) a los
48 dias posparto produjo cambios en el metabolismo, favorecié la particion de energia
consumida hacia las funciones de crecimiento, aumento de las reservas corporales y

produccion de leche en lugar de la funcion reproductiva (Astessiano et al., 2012).

2.2 CAMBIOS METABOLICOS, ENDOCRINOS Y DE EXPRESION GENICA
HEPATICA DURANTE LA TRANSICION
La transicion de gestante a lactante involucra importantes cambios internos para la vaca,
mas aun en condiciones pastoriles, donde las diferencias en la oferta de forraje durante el
ciclo productivo pueden afectar el consumo de energia y/o los requerimientos de
mantenimiento, determinando mecanismos de adaptacion a los periodos de restriccion
alimenticia y/o BEN. Durante la gestacion invernal estos cambios promueven la
disponibilidad de glucosa y aminoacidos para el metabolismo del feto, y una creciente
utilizacion de acidos grasos no esterificados (NEFA) por los tejidos maternos (Vernon,
2005). Sin embargo, durante la lactancia, el flujo de nutrientes estd direccionado hacia la
glandula mamaria, evidenciando una reorganizacion hormonal, capaz de modificar las rutas
metabolicas. Donde la capacidad de adaptacion para sobrellevar el BEN dependera de la
capacidad de los diversos mecanismos metabolicos y enddcrinos de mantener la
homeostasis pudiendo afectar la eficiencia productiva y reproductiva de la vaca (Laporta
et al., 2014; Claramunt et al., 2017). El estado metabolico se define como la cantidad de
nutrientes y energia disponibles para el animal en un determinado momento y depende de
la cantidad de alimento consumido, de las reservas corporales y del ritmo de utilizacion de
esa energia (Blache et al., 2006). En este escenario, el higado es el principal regulador e
integrador del estado metabodlico, dirigiendo tanto la regulacion de vias metabdlicas
(gluconeogénesis, oxidacion de acidos grasos y ciclo de Krebs) como la expresion de genes

candidatos en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y aminoécidos.



2.2.1 Movilizacién de reservas y metabolismo energético

La evaluacion del perfil metabolico y hormonal es una herramienta muy 1til para relacionar
la nutricion con la fisiologia, ya que cambian durante el preparto y la lactancia segun la
alimentacion y paridad, guardando un estrecho vinculo con la reproduccion y por lo tanto
con el rendimiento. Particularmente las concentraciones de NEFA y BHB son indicadores
de la movilizacion de lipidos y de la oxidacion de acidos grasos, por lo que concentraciones
elevadas sugieren déficit energético. El higado en dichas condiciones, puede oxidar los
NEFA para producir energia; sin embargo, cuando la lipolisis es excesiva puede ocurrir una
acumulacion de triglicéridos en los hepatocitos y el deterioro de la funcion hepatica, lo que
resulta en una elevada producciéon de cetonas (Roche et al., 2015), existiendo una
correlacion positiva entre la concentracion de NEFA y BHB (Seifi et al., 2007). El aumento
de los niveles de NEFA en sangre podria tener un efecto negativo sobre el desarrollo de los
ovocitos y el rendimiento reproductivo (Walsh et al., 2007), mientras que los niveles
elevados de BHB preparto se correlacionan con la pérdida de CC y, por tanto, con el retraso
de la actividad lutea (Diskin et al., 2003). Asimismo, estudios en vacas de carne realizados
por Sinclair et al. (1998) han encontrado una mayor concentracion de BHB posparto para
primiparas que para las muliparas durante las primeras semanas posparto (sefialando
mayores necesidades nutricionales que las de otras categorias, lo que lleva a una
movilizacion energética mas intensa), siendo responsable un alto nivel de BHB que se

asocia a un deterioro de la reproduccion (Mulliniks et al., 2013).

Otros indicadores de la disponibilidad energética del animal y su estado metabodlico, son
los cambios en las concentraciones circulantes de glucosa, insulina e IGF-I, donde los
niveles de glucosa en sangre representan el punto central en la regulacion de la via
gluconeogénica (Bjerre-Harpot et al., 2012). Al momento del parto, se estimula la sintesis
de glucosa, mediante la disminucion de la concentracion plasmatica de insulina y la
relacion insulina/glucagdn, inhibiendo su utilizacion en los tejidos y organos periféricos
(Meikle et al., 2013). En situaciones de BEN (transicion), se observan concentraciones
bajas de insulina y del factor de crecimiento similar a la insulina tipo I (IGF-1), existiendo

aumentos graduales durante el posparto una vez que el balance energético se hace positivo



(Selim et al., 2014). Laporta et al. (2014) reportaron mayores concentraciones séricas de
IGF-I desde los -165 hasta los 60 DPP en vacas de carne multiparas con alta oferta de
forraje (4 y 2,5 kgMS/KgPV en promedio anual para alta y baja oferta respectivamente),
asociado a una mayor ingesta de MS y disponibilidad de precursores, asi como a un estado
metabolico mas activo que en las vacas de baja oferta de forraje. Asimismo, al inicio de la
lactancia las concentraciones séricas de insulina e IGF-I disminuyeron, consistentes con lo
sugerido por Bauman (2000), acerca de que los nutrientes se particionan hacia la glandula

mamaria para la produccion de leche.

La leptina es sintetizada y secretada por el tejido adiposo e informa al sistema nervioso
central sobre el depdsito total de grasa del cuerpo (Bartha et al., 2005), regula el consumo
de nutrientes e interviene en el metabolismo energético, siendo el link entre el estado
nutricional y el eje reproductivo (Delavaud et al., 2002). Los niveles altos y bajos de leptina
inducen procesos anabdlicos y catabolicos, respectivamente. En estudios cuantitativos
realizados por Chilliard et al. (2001) sobre los factores que modifican la concentracion
plasmatica de leptina, reportaron que la cantidad de grasa corporal explica los cambios de
concentracion en un 35-50 %, mientras que un 15-20 % de las variaciones son explicadas
por el nivel de alimentacion, estando relacionada la respuesta de la leptina plasmatica a la
ingesta de alimentos positivamente con la glucemia y negativamente con el 3-
hidroxibutirato plasmatico. Existe una relacion positiva entre la adiposidad y la
concentracion plasmatica de leptina en lactantes y rumiantes en crecimiento (Ingvartsen y
Boisclair, 2001). Ademas de controlar el consumo de alimentos y el gasto energético, la
leptina también participa en la regulacion de la reproduccion y el sistema inmunoldgico
(Bartha et al., 2005). En vacas primiparas, una restriccion en el consumo de forraje durante
el invierno redujo la expresion de ARNm leptina en el tejido adiposo y la concentracion en
plasma (Hersom et al., 2004); asimismo, se ha reportado que estimula la produccién de la
glucosa hepatica a través del aumento de la actividad de la glucosa-6-fosfatasa (G6PC)

(Amstalden et al., 2000).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ingvartsen+KL&cauthor_id=11872319
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Boisclair+YR&cauthor_id=11872319

2.2.2 Movilizacién proteica

Otro indicador del BEN relacionado con el metabolismo proteico es la 3 metilhistidina (3-
MH), la cual es liberada como consecuencia del catabolismo de las proteinas del musculo
esquelético (actina y miosina) y no se metaboliza en el cuerpo, convirtiéndola en un muy
buen indicador de movilizacion de proteinas (Houweling et al., 2012). Estudios realizados
por Akamatsu et al. (2007) muestran como los niveles de 3-MH en el plasma de vacas
lecheras se elevan alrededor del parto y posteriormente disminuyen a valores basales
alrededor de 4 semanas después del parto. En vacas lecheras, la movilizacion de proteina
muscular se produjo a partir de las dos semanas preparto y observaron que aquellas con
menores concentraciones de 3-MH tuvieron mayor concentracion de BHB, sugiriendo que
una mayor degradacion muscular podria restringir la produccion de cuerpos cetonicos (Van
Der Drift et al., 2012). La insuficiencia del metabolismo del colesterol y la aceleracion de
la degradacion de la grasa corporal se producen antes del parto en las vacas con cetosis, y
estas caracteristicas se correlacionan con la aceleracion de la degradacion de las proteinas
después del parto (Kokkonen et al., 2005). Otro indicador del metabolismo proteico es la
concentracion de urea en plasma, la cual refleja el balance entre la proteina degradable y
la energia fermentable en el rumen. Altos niveles de urea en sangre para nuestro caso dan
cuenta de un balance energético negativo mas acentuado, pudiendo reducir las tasas de
concepcion, debido a los cambios que se producen en el pH a nivel de tutero entre otros

factores, alcanzando a dar lugar a problemas hepaticos y a la aparicion tardia del primer

celo (Fenwick et al., 2008).

2.2.3 Expresion génica hepatica

La glucosa es un indicador de la disponibilidad energética del animal, donde los niveles en
sangre representan el punto central en la regulacion de la via gluconeogénica, la cual se
desarrolla principalmente en el higado y es catalizada y regulada por varias enzimas. Estas
enzimas se encuentran reguladas a multiples niveles, pudiendo darse a nivel transcripcional
o por modificaciones postraduccionales (Nuttall et al., 2008). Su estudio y analisis nos

aproximaran a entender como el organismo regula la produccion y utilizacion de la glucosa



en distintas etapas fisioldgicas, bajo distintos planos nutricionales y como este se adapta a

las distintas situaciones.

El principal precursor de la glucosa en rumiantes es el propionato, antes de entrar en el
ciclo de Krebs, debe ser transformado en propionil-CoA, luego en metilmalonil-CoA y
finalmente en succinil-CoA. Esta tltima reaccion es catalizada por la enzima metilmalonil
CoA mutasa (MMUT; Larsen y Kristensen, 2013), enzima clave de la gluconeogénesis y
su expresion génica estd aumentada durante la lactancia temprana en sistemas de
alimentacion con dietas totalmente mezcladas para vacas de leche (Garcia-Roche, 2021).
Resultados similares encontraron Laguna et al. (2017), los cuales afirman que los niveles
de ARNm de MMUT no solamente difirieron segin el grupo genético (encontrdndose mas
elevado en vacas cruzas), sino que ademas mostraron un aumento significativo después del

dia 36 posparto.

Por otra parte, las enzimas piruvato carboxilasa (PC) y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
(PCK1) son enzimas clave responsables de los primeros pasos de la gluconeogénesis que
han sido ampliamente estudiadas a nivel de expresion génica por su importante regulacion
transcripcional (Greenfield et al., 2000). Se ha reportado mayor expresion de ARNm PC a
los -165 DPP en vacas de cria multiparas con baja oferta comparado con alta oferta de
forraje, sugiriendo que las vacas usaron mas lactato y aminoacidos (menos propionato)
como precursores gluconeogénicos (Laporta et al., 2014). Ademas, se observo una
tendencia a una correlacion negativa entre la expresion de esta enzima con el consumo de
materia seca y los niveles de NEFA y BHB plasmaticos (Weber et al., 2013). La PCK
cataliza la conversion de oxalacetato a fosfoenol piruvato y estd bien establecido que la
insulina disminuye el ARNm y la actividad de esta enzima al regular directamente la
expresion del gen (O’Brien y Granner, 1990). El aumento de dos a cinco veces de la
expresion hepatica de ARNm PCK/ durante la gestacion invernal coincidid con
concentraciones reducidas de glucosa e insulina (Drackley et al., 2001). La desaceleracion
del incremento de ARNm PCK] refleja el incremento del consumo de materia seca y la
mayor utilizacion de propionato como sustrato gluconeogénico (Greenfield et al., 2000).
Otra enzima importante en la regulacion de esta via es la G6PC, que cataliza la reaccion

final de la gluconeogénesis. La expresion hepatica de PCKI, PC y G6PC aumentaron



marcadamente durante la gestacion invernal en vacas de carne (Carriquiry et al., 2013;
Laporta et al., 2014). Esta regulacion coordinada refleja un incremento en la velocidad de
la via que deriva en una mayor capacidad gluconeogénica durante los periodos de BEN
asociados a la mayor demanda de glucosa por parte del feto y a la necesidad de mantener

su concentracion en sangre (Greenfield et al., 2000).

La piruvato deshidrogenasa (PDH) es una enzima encargada de convertir el piruvato en
acetil-CoA. Esta reaccion hace que el piruvato no inicie la via gluconeogénica y dichos
carbonos que ahora forman parte del acetil- CoA ingresen al ciclo de Krebs. La actividad
de la PDH puede ser modulada por quinasas (piruvato deshidrogenasa quinasa; PDK), las
cuales fosforilan a la PDH inhibiéndola y promoviendo una mayor tasa gluconeogénica,
con aumentos en la actividad de PC. La actividad de la PDK es estimulada rapidamente
por el ATP, NADH y el acetil-CoA, y es inhibida por el ADP, el NAD+ y el piruvato de
manera que se produce una inhibicidn por retroalimentacion (Takubo et al., 2013). Se ha
reportado el aumento de seis veces de la expresion del ARNm PDK en la gestacion invernal
de vacas de carne, sugiriendo la conservacion de tres compuestos de carbono (lactato,
alanina y piruvato) como sustratos primarios para la gluconeogénesis (Laporta et al., 2013).
Asimismo, se ha demostrado en vacas lecheras en lactacion temprana, menor actividad
relativa de la PDH frente a la PC, reflejando una mayor contribucion del piruvato al flujo

de oxalacetato en comparacion con las vacas en lactacion media (Garcia et al., 2015).

La enzima citrato sintasa (CS) cataliza la primera reaccion del ciclo de Krebs, la
condensacion del oxalacetato y acetil-CoA, dando como producto el citrato. La importancia
de su actividad radica en que esta reaccion es considerada la principal via de ingreso de
carbono al ciclo, ya que la acetil-CoA se produce en concentraciones elevadas durante el
catabolismo de glucidos, lipidos y aminoacidos, y su oxidacion produce la mayor parte de
la energia metabdlica (Rich, 2003). Estudios realizados por Van Dorland et al. (2009)
reportaron mayor abundancia de ARNm de CS durante el preparto en comparacion con el
posparto en vacas HB (grupo HB, BHB > 0,75 mmol/L a la cuarta semana posparto). Estos
resultados estan respaldados por el balance energético negativo que tuvieron en gestacion,

acompafiados por altas concentraciones de NEFA en plasma (la movilizacion del tejido
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adiposo genera un mayor suministro de acidos grasos para la oxidacion, formando asi mas

acetil-CoA).

La enzima succinato deshidrogenasa (SDH) participa tanto en la cadena respiratoria como
en el ciclo de Krebs. El poder reductor generado a partir de la oxidacidon del succinato sera
volcado a la cadena respiratoria. Dicha enzima regula el ciclo ya que es inhibida por el
malonato y el oxalacetato (Rich, 2003). Se ha demostrado que la expresion de ARNm
SDHA y SDHD en el higado de vacas de carne no fue afectada por la oferta de forraje, el
genotipo o su interaccion (Casal et al., 2014). Si bien existe informacidon que relaciona la
expresion de dicha enzima con la eficiencia alimenticia y el consumo residual de alimento
en novillos, o su expresion hepatica en vacas de leche, poco se sabe sobre esta en una
situacion de pastoreo. Estudios realizados por Kennedy y Allen (2019) afirman que la
administracion de acido propiodnico a vacas lecheras durante el posparto tendi6é a aumentar
las concentraciones hepaticas de isocitrato, citrato y fumarato, aumento la concentracion
de succinato, pero no afectd las concentraciones de malato, oxalacetato ni acetil-CoA,

sugiriendo que puede haber un cuello de botella presente en la SDH.

Una proteina clave durante el BEN que se produce como consecuencia de un consumo
insuficiente, ya sea en la gestacion invernal o durante la transicion es la proteina quinasa
activada por AMP (AMPK) (Carreta et al., 2020). Esta proteina desempeia un papel central
a nivel de todo el organismo para traducir las sefiales endocrinas en respuestas adaptadas,
destinadas a ahorrar energia (cuando existe un BEN) o a asignarla a diversas funciones,
cuando el balance energético es favorable (Adam et al., 2015). Su activacion, aumenta la
tasa de vias catabolicas y disminuye la tasa de vias anabdlicas, participando en la
regulacion de la glucolisis, la entrada de glucosa, la oxidacioén de lipidos, la sintesis de
acidos grasos, la sintesis de colesterol y la gluconeogénesis (Li et al., 2019). En este
sentido, estudios realizados en vacas lecheras en transicion revelaron que los NEFA
aumentan la fosforilacion de AMPKa, la cual a su vez aument? la expresion y la actividad
transcripcional del receptor a activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR«).
Asimismo, los NEFA también activan directamente el PPARa independientemente de

AMPKo y el PPARo activado aument6 la expresion de genes lipoliticos para aumentar la
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oxidacion de lipidos (disminuyendo el contenido de triglicéridos significativamente). Los
resultados de dicho estudio indican que los NEFA activan la via de sefializacion de AMPKa
para aumentar la oxidacién de lipidos y disminuir la sintesis de estos, lo que genera mas
ATP para aliviar el BEN (Li et al., 2013). Estudios realizados por Garcia-Roche et al.
(2021) indican que la actividad de AMPK fue 1,8 veces mayor en lactancia temprana
comparado con tardia, mientras que no se observaron cambios en la expresion hepatica de
esta enzima. Sin embargo, la relacion AMPK activada/AMPK se correlaciono
negativamente con la expresion hepatica de ARNm PC. Otros trabajos realizados en vacas
lecheras muestran que cuando el balance energético es desfavorable, medido a través de
BHB, la via de sefalizacion AMPK se activa y la expresion de PPARa aumenta
significativamente (Deng et al., 2015). Resultados similares encontraron Li et al. (2013)
quienes trabajaron con el metabolismo de lipidos en vacas lecheras utilizando hepatocitos
y confirmaron que el aumento de la fosforilacion de AMPKa aument6 la expresion y
actividad transcripcional de PPARo, aumentando la expresion de los genes de oxidacion de
lipidos, y por consiguiente su oxidacion. Asimismo, Li et al. (2018) encontraron que la

insulina disminuyo la fosforilacion de AMPKa.

Por otra parte, como se mencion6 recientemente en relacion al metabolismo de los acidos
grasos, la familia de receptores nucleares activados por proliferadores peroxisomales
(PPAR), controla la expresion de una amplia gama de genes que codifican enzimas que a
nivel hepatico participan de la captacion, transporte y activacion de lipidos (formacién de
acil-CoA), oxidacion de acidos grasos (particularmente B-oxidacion), lipogénesis y
cetogénesis (Han et al., 2017). Los activadores de PPAR-a incluyen una variedad de 4cidos
grasos, fosfolipidos oxidados y lipoproteinas lipoliticas presentes de forma endogena, asi
como también esta regulado por modificacion postraduccional mediante fosforilacion y se
han identificado varias proteinas quinasas. La activacion de PPAR-a estd estrechamente
relacionada con el aumento de la capacidad oxidativa de 4cidos grasos de cadena larga, por
lo que en bovinos puede prevenir patologias como el higado graso (Bionaz et al., 2015).
Trabajos realizados por Angeli et al. (2019) en vacas lecheras en pastoreo durante el
periodo de transicion revelaron que PPAR-o aument6 el dia 28 posparto. Asimismo, en

hepatocitos bovinos tratados con insulina se revelo una inactivacion de AMPKa, la cual
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disminuy6 los niveles de expresion de genes y proteinas PPARo; en consecuencia, el
contenido de triglicéridos aumentd significativamente, por un aumento de la sintesis de
lipidos y disminuciones en su oxidacion (Li et al., 2018). No se encontraron cambios en la
expresion de ARNm PPAR-a en vacas de carne en pastoreo durante la gestacion e inicio de
la lactancia (Laporta et al., 2014), aunque la via oxidativa de PPAR-a se regula
positivamente durante la gestacion invernal y los genes regulados por PPAR-o. implicados

en la oxidacion de acidos grasos se regularon positivamente a lo largo del estudio.

3 OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Incrementar el conocimiento sobre las relaciones entre el estatus metabdlico y las
respuestas fisioldgicas, asi como comprender los mecanismos moleculares que regulan la
adaptacion hepatica al balance energético en vacas de carne en gestacion y lactacion

temprana, con cambios en la oferta de forraje.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto de la nutricion preparto y su interaccion con la nutricion posparto (a través
de cambios en la oferta de forraje de otofio y primavera-verano del campo natural) sobre la
adaptacion metabolica, las respuestas productivas y reproductivas de vacas primiparas en

pastoreo, sobre:

e Los perfiles metabdlicos (glucosa, NEFA y BHB) y enddcrinos (insulina, leptina,
IGF1) y la composicién de tejido hepatico (glucosa y glucogeno).

e Indicadores de movilizacion proteica (urea y 3MH).
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e Laexpresion hepatica de genes relacionados con la gluconeogénesis (PC, PCK,
G6PC, PDH, PDK), el ciclo de Krebs (CS, SDH, MMUT, el metabolismo
lipidico (PPARa) y la proteina reguladora AMPK.

e El reinicio de la actividad ovdrica posparto y peso del ternero a través de

mediciones de P4.

e Relacionar los perfiles metabolicos, endocrinos y de expresion génica con las

respuestas productivas (PV y ganancia del ternero) y el reinicio a la ciclicidad.

3.3  HIPOTESIS

La hipotesis que nos planteamos es que el manejo de la intensidad de pastoreo sobre campo
natural, a través de la oferta de forraje, modifica el metabolismo energético de vacas de
carne durante el ciclo anual de gestacion-lactacion. Cambios en la oferta de forraje de otofio
y primavera-verano podrian reflejar adaptaciones del metabolismo hepatico que mejoren s

las respuestas productivas y reproductivas.

4 MATERIALES Y METODOS

Para cumplir con los objetivos propuestos se utilizaron datos y muestras colectadas de un
experimento que se realizd en la Estacion Experimental Facultad de Agronomia Salto
(EEFAS), Universidad de la Republica, Uruguay (31 °23 * S, 57 © 18 * W) durante los afios
2011-2012. Los procedimientos con animales fueron aprobados por la Comision Honoraria

de Experimentacion Animal (CHEA).

41  DISENO EXPERIMENTAL Y TRATAMIENTOS

El experimento tuvo un disefio de bloques al azar con dos repeticiones espaciales (42 y 48
ha, bloque 1 y 2, respectivamente). Se utilizé un arreglo factorial de tratamientos de oferta

de forraje diferido en el tiempo y dos tratamientos de oferta de forraje (alta y baja) preparto

14



y 2 tratamientos de oferta de forraje posparto. Los animales fueron asignados dentro de
cada tratamiento segtin fecha probable de parto, PV y CC. Se utilizaron 40 vacas primiparas
Hereford (5.6 £ 0.4 CC), con fecha probable de parto en primavera. A principios de otofio
(-150 = 12 DPP), las vacas fueron asignadas aleatoriamente a dos tratamientos de oferta de
forraje, alta: 5 y 3 kg MS/kg PV (otofio e invierno, respectivamente), baja oferta de forraje
3y 3 kg MS/kg PV otofio e invierno, respectivamente. A los 15 DPP, en primavera, la mitad
de las vacas asignadas a alta oferta fueron reasignadas a baja oferta (2 kg MS/kg PV durante
primavera-verano) mientras que la mitad de las vacas asignadas en baja oferta fueron
reasignadas a alta oferta del campo natural (4 kg MS/kg PV durante primavera-verano), de

manera de generar 4 tratamientos:

1) alta oferta durante todo el ciclo anual; A-AOF,

2) alta oferta en otofo-invierno y baja en primavera-verano; A-BOF,
3) baja oferta en otono-invierno y alta en primavera-verano; B-AOF, y
4) baja oferta durante todo el ciclo anual; B-BOF.

El entore se realizo a los 85 DPP durante 90 dias con toros Hereford andrologicamente
evaluados previamente y con fertilidad probada en entores anteriores. La oferta de forraje
de los tratamientos fluctud a lo largo de las estaciones de la siguiente manera: otofio 5 y 3,
invierno 3 y 3, primavera y verano 4 y 2 kg MS/kg PV para alta y baja oferta
respectivamente. La oferta de forraje se ajusté mensualmente el método por el método de
“Put-and-take” (Mott y Lucas, 1952) en base a estimaciones de la masa de forraje y
estimando una estimacion de la produccion de forraje para la zona (Beretta et al., 2000).
Se utilizaron animales volantes de la misma raza, estado fisioldgico y peso vivo que las

vacas experimentales.

4.2  MEDICIONES DE LA DISPONIBILIDAD DE FORRAIJE

La masa de forraje (kg MS/ha) se evalu6 mensualmente a través del método de rendimiento
comparativo (Haydock y Shaw, 1975), en el cual la cantidad de materia seca de forraje es

estimada en relacion a cuadriculas de referencia. Dicho procedimiento consiste en primera
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instancia en definir visualmente 5 cuadriculas (a las cuales se les asignaron rangos numéricos
del 1 al 5) y fueron consideradas patrones de referencia. Luego de esto, observadores
caminaron a lo largo de transectos, que cruzaban el potrero a evaluar y valoraron visualmente
la masa de forraje (altura, cobertura y densidad) de las cuadriculas de muestreo,
comparandola respecto a la cuadricula de referencia, determinando de esta manera si la
parcela a evaluar es similar a alguna parcela de referencia o entre cuales se encontraria la
biomasa de esa muestra, calificindose a las areas sin vegetacion (afloramientos rocosos) con
el cero. Posteriormente se realizo la cosecha de biomasa de cuadriculas, cortandose tres sitios
similares por cada punto de la escala (se cortaron al nivel del suelo en 0,3-0,3 m), la biomasa
cosechada en cada muestra se secd en la estufa y se pes6 hasta tener un peso constante, para
determinar la materia seca y finalmente las estimaciones obtenidas en las diferentes parcelas

se llevan a materia seca.

4.3 DETERMINACIONES EN LOS ANIMALES

4.3.1 Condicion corporal

La CC de los animales se midieron mensualmente desde el inicio del experimento (-150
DPP) hasta el destete definitivo (160 DPP). La CC fue evaluada usando una escala visual

de 1 a 8 unidades para vacas de carne Hereford ([escala 1 —flaca— a 8 —gorda—, Vizcarra

et al., 1986]).

4.3.2 Muestras de sangre

Las muestras de sangre se colectaron a los -90, -15, +75 y +180 DPP, dichos dias
corresponden a las fechas del 2 de junio, 3 de agosto, 29 de noviembre del afio 2011 y 15
de febrero del siguiente afio (2012) respectivamente. Los muestreos se realizaron a primera
hora de la mafiana por puncién de la vena coxigea utilizando Vacutainer™ (10 ml de vidrio
heparinizado). Inmediatamente terminado el sangrado, las muestras refrigeradas fueron
llevadas al laboratorio donde se centrifugaron a 3000 RPM durante 15 minutos. El plasma

fue almacenado a -20 °C hasta su posterior procesamiento en el Laboratorio de
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Endocrinologia y Metabolismo Animal de Facultad de Veterinaria. En dichas muestras se

determinaron metabolitos y hormonas, mediante los siguientes procedimientos:

e NEFA, BHB, glucosa y urea por espectrofotometria utilizando kits comerciales
previamente utilizados en rumiantes (WakoChemicals, Richmond, VA y Laboratorios

Wiener, Buenos Aires, Argentina) en un autoanalizador VitalabSpectra 2.

e Insulina y progesterona se realizaron mediante radioinmunoanalisis (RIA) en fase
solida (Siemens HealthcareDiagnostics, Deerfield, IL) o en fase liquida IGF-1 y

leptina mediante un ensayo inmunorradiométrico sensible (IRMA).

4.3.3 Muestras de tejido hepatico

Se obtuvieron biopsias de higado alos -90, -15, +75 y +180 DPP (500 mg aprox.) utilizando
una aguja de biopsia de calibre 14 (Tru-Core®-II Automatic Biopsy Instrument; Angiotech,
Lausanne, Suitzerland) segun lo descrito por Carriquiry et al. (2009). Las muestras de
higado se colocaron en un tubo de microcentrifuga con tapén de rosca, se congelaron
inmediatamente en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80 °C. Las muestras de higado
fueron procesadas en el Laboratorio de Biotecnologia y Endocrinologia Animal de la

facultad de Agronomia para la determinacion de:

e Concentracidon de glucdgeno y glucosa con espectrofotdmetro utilizando kit comercial
(Oxidasa-peroxidasa). La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion
de glucosa presente en la muestra, con volumen de muestras y reactivos ajustado a una
microplaca de 96 pocillos y leido en un Multiskan EX (ThermoScientific, Waltham, MA,
USA).

¢ Cuantificacion de la expresion de ARNm de los genes de interés relacionados con la
gluconeogénesis: PC, PCKI, G6PC, PDH, PDK, CS, SDH, PropionilCoA, MMUT,
AMPK y PPARa. La hipoxantinafosforibosiltransferasa y la 3-actina fueron utilizadas
como controles enddgenos, previamente reportadas en tejidos de rumiantes (Carriquiry
et al., 2009). Para ellos se aislo y purifico el ARN usando TRIzol® (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA), seguido por la precipitacion con cloruro de litio y

por el tratamiento con DNasa con un kit DNA-Free™ (AppliedBiosystems/Ambion,
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Austin, TX, EUA). La concentracion de ARN se determin6 midiendo la absorbancia a
260 nm (espectrofotometro NanoDrop ND-1000; NanodropTechnnologies Inc.,
Wilmington, DE, EUA), y la pureza e integridad por electroforesis en gel de agarosa al
1%. Para realizar la transcripcion reversa se utilizé el kit SuperScript®III First-Strand
Synthesis System. El ADNc se utilizd para las reacciones de PCR en tiempo real
utilizando 7,5uL SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (ThermofisherScientificbaltics
UAB,Vilnius, Lithuania), 0,4 uL primerses especificos de cada gen
(OperonBiotechnologiesGmbH; Colonia, Alemania), y 2ulL. ADNc diluido (1:7,5 en
agua libre de RNasa/DNasa) en un volumen final de 15uL. Las muestras se analizaron
por duplicado en un PCR en tiempo real StepOne™ de 48 pocillos (Applied
Biosystems™ from Thermo Fisher Scientific, Singapore). Las condiciones de
amplificacion estandar fueron de 10 min a 95 °C y 40 ciclos de 15sa 95 °Cy 60 s a 60
°C. La expresion de cada gen objetivo se normalizé con la expresion promedio de HPRT

v f-actina.

4.4  ANALISIS ESTADISTICOS

El andlisis estadistico se realizé utilizando el programa estadistico SAS (SAS Institute,
Cary, NC), donde los datos de hormonas, metabolitos, expresion de genes, CC y PV del
ternero fueron analizados en un modelo mixto con medidas repetidas en el tiempo mediante
el procedimiento MIXED, en el cual la unidad experimental fue el animal. El modelo
incluy¢ el efecto del tratamiento (conteniendo la oferta de forraje de otofio y la oferta de
forraje de primavera anidada a la de otofio), dia de muestreo, y sus interacciones como
efectos fijos, el bloque como efecto aleatorio y la fecha de parto como covariable. El tipo
de modelo de covarianza para medidas repetidas fue UN (unrestricted). La separacion de
medias se realizd mediante el test de Tukey con P < 0,05. Los datos de las variables
reproductivas fueron analizados mediante un procedimiento GENMOD, utilizando el

mismo modelo.
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5 RESULTADOS

5.1 VARIABLES VEGETALES

Se presenta la disponibilidad de forraje para ambas ofertas a lo largo de todo el periodo
experimental en la figura 1, dicha disponibilidad fue el resultado del consumo por parte de

los animales, el crecimiento de forraje y el remanente.
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Figura 1: Masa de forraje disponible (kg en base seca) a lo largo de todo el periodo
experimental para animales en alta oferta de forraje (ALTA; color verde) y baja oferta de
forraje (BAJA,; color rojo). Literales distintos muestran diferencias significativas con un
P < 0,05. Datos obtenidos de Claramunt et al. (2017).

Es preciso tener en cuenta que el crecimiento de la masa forrajera no solo fue disminuido
por las bajas temperaturas invernales, sino que, ademas, existi0 una escasez de
precipitaciones en los meses de noviembre, diciembre y enero, donde el promedio de
lluvias mensuales fue inferiores al promedio historico (cuadro 1), reduciendo el

crecimiento de forraje y como consecuencia el forraje disponible.
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Temperaturas (C°) Precipitacion acumulada

(mm)
Mes Minima Media Maxima Mensual Promedio (99-10)
Noviembre 16,1 22,5 29,0 72,3 121,0
Diciembre 16,4 23,2 30,1 41,5 114,9
Enero 19,3 26,5 33,5 50,1 120,0
Febrero 19,9 25,1 30,4 390,6 141,8

Cuadro 1: Datos experimentales (afio 2011-2012) e histéricos (para la serie de afios 1999-
2010) de temperatura (°C) y precipitaciones (mm) en los meses de noviembre, diciembre,
enero y febrero brindados por la estacion meteoroldgica de la Facultad de Agronomia-
Salto.

52 VARIABLES PRODUCTIVAS

La CC fue afectada por los dias y por la oferta de forraje. Durante el otofilo ambos
tratamientos aumentaron la CC (P < 0,01), siendo las vacas en A-AOF las que entraron al
invierno con mayor CC (P=0,01; 6,20 vs. 5,77 AOF y BOF, respectivamente). Al momento
del parto (dia 0) no hubo diferencias en la CC entre tratamientos, sin embargo, durante el
posparto las vacas en B-BOF alcanzaron menor CC (P < 0,05) comparado con las vacas de
A-AOF hasta los 180 DPP (3,09 vs. 3,51 unidades, respectivamente). Durante la gestacion
invernal y hasta los 60 DPP, todas las vacas disminuyeron la CC (P <0,01) a excepcion de
B-AOF que luego del parto la mantuvo. Desde los 60 hasta los 100 DPP todas las vacas
recuperaron CC (P < 0,01), mientras que a partir de los 100 DPP disminuyeron CC (P <
0,05). A partir de los 100 DPP si bien existi6 un descenso en la CC de todas las vacas, las

del tratamiento B-AOF mantuvieron su superioridad. Cuadro 2.
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Tratamientos P -valor

00 Alta Baja
OP Alta Baja Alta Baja DPP 00 OP(00) OO*DPP OP*DPP(00)
DPP <001 0,023 0,002 0,186 0258
-184 5,67b 561D
-113 6,34 a 621 a
74 6,19a 577b
45 5.00b 470¢
0 395¢ 382¢
42 3,70 ¢d 337d 387¢ 3,66d
83 413¢ 398¢ 4,560 4,00 ¢
112 387¢ 3,69d 4,04 ¢ 3,67d
131 380¢ 357d  400¢ 3.64d
160 344d 305 358d  3,lde

Cuadro 2: Condicion corporal en vacas con diferente combinacion de oferta de forraje
durante el ciclo productivo. DPP: dias posparto; OO: oferta de forraje de otofio; OP: oferta
de forraje de primavera-verano; OP(OO): oferta de forraje de primavera-verano anidada a
la oferta de forraje de otofio; OP*DPP(OO): oferta de forraje de primavera-verano anidada
a la de forraje de otofio en interaccion con los dias; diferentes literales (a, b y c) indican

diferencias significativas con P < 0,05.

El PV de los terneros no fue diferente al nacimiento, pero si a los 180 DPP, fueron mas
pesados (P <0,01) los terneros hijos de las vacas asignadas a alta oferta de forraje posparto,

(186, 186, 160 y 152 + 7,3 kg para A-AOF, B-AOF, A-BOF y B-BOF respectivamente).

53 HORMONAS Y METABOLITOS VINCULADOS A LA MOVILIZACION
DE RESERVAS

Durante el preparto, las concentraciones de NEFA y BHB aumentaron (P < 0,01) desde -
75 a -15 DPP en ambos tratamientos. Asimismo, a los -15 DPP la concentracion de NEFA
fue mayor (P = 0,05) en las vacas de B-BOF comparada con las vacas de A-AOF. En los
primeros 100 DPP ambos metabolitos disminuyeron (P < 0,01) en todos los tratamientos
(65,1 y 47,3 %, BHB y NEFA, respectivamente). Desde los 100 hasta los 180 DPP hubo
una disminucion (P=0,01) de la concentracion de BHB (24,8 %) en todos los tratamientos,
y a partir de los 180 DPP los tratamientos con alta oferta de forraje tuvieron mayor

concentracion de NEFA (P < 0,05) respecto a los de baja oferta en el posparto. Cuadro 3.

21



Tratamientos

P valor

00

Alta

Baja

s
op Ala Baia Al Baja Dpp 00 OP(0O0)  OP*DPP(00)
Metabolitos- hormona ~ DPP
BHB (mmol/L) -75 0483 b 0514 b <0,001 0,87 0,94 0,05
-15 1,406 a 1.519a
100 0,602 b 0,466 be 0512b 0,455
180 0,465 be 0,360 ¢ 0378¢ 0329 ¢
NEFA (mmol/L) -75 0,791 ¢ 0.847 ¢ <0,001 022 0,78 0,02
-15 1.282b 1489 a
100 0,750 ¢ 0,754 ¢ 0,773 ¢ 0,618 ¢
180 0,865¢ 0,664 d 0,853 ¢ 0,670d
Leptina (ng/mL) -75 4.0920 53620 0.07 0.13 041 034
-15 3513b 4389b
100 5229 a 38730 5954 a 42860
180 5581 a 2,748 b 5,760 a 4,889 a

Cuadro 3: Concentracion de betahidroxibutirato (BHB) en mmol/L; de 4cidos grasos no
esterificados (NEFA) en mmol/L y de leptina en ng/mL-1; en vacas con diferente
combinacion de oferta de forraje durante el ciclo productivo. DPP: dias posparto; OO:
oferta de forraje de otofio; OP: oferta de forraje de primavera-verano; OP(OO): oferta de
forraje de primavera-verano anidada a la oferta de forraje de otono; OP*DPP(OO): oferta
de forraje de primavera-verano anidada a la de forraje de otofio en interaccion con los dias;

diferentes literales (a, b y ¢) indican diferencias significativas con P < 0,05.

Las concentraciones de leptina no fueron afectadas por los tratamientos, pero hubo una
tendencia (P = 0,07) a ser afectados por los DPP. A partir de los -15 a los 100 DPP
incremento6 solamente en los tratamientos A-AOF y B-AOF. Desde los 100 a los 180 DPP
no hubo cambios significativos en los tratamientos, sin embargo, a los 180 DPP las vacas
de alta oferta de forraje posparto tuvieron mayores concentraciones (P < 0,05) de leptina
comparados con baja oferta de forraje (5,6, 5,8, 2,7 y 4,9 = 1,0 ng/ml para A-AOF, B-AOF,
A-BOF y B-BOF, respectivamente). Cuadro 3.
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54  MOVILIZACION PROTEICA

La concentracion de urea fue afectada por los DPP, la oferta de forraje y la interaccion (P
< 0,01). Aument6 desde -75 a -15 DPP, disminuyd hasta los 100 DPP y finalmente
incremento en todos los tratamientos. El efecto de la interaccion (P = 0,05) muestra que en
los primeros 100 DPP la disminucién (P < 0,01) fue diferente para todos los tratamientos,
en la cual las vacas con baja oferta de forraje otofial descendieron las concentraciones de
urea en mayor medida (2,1, 1,7, 2,4 y 3,5 mmol/L para A-AOF, A-BOF, B-AOF Y B-BOF
respectivamente). El efecto de la oferta de forraje muestra que a los 180 DPP los
tratamientos con alta oferta tuvieron mayores (P = 0,05) concentraciones comparado con

los de baja oferta (8,0 y 7,0 mmol/L respectivamente en promedio). Cuadro 4.

Tratamientos P valor

00 Alta Baja . .
op Al Bai Al Baia DPP 00 OP(00) OO*DPP  OP*DPP(Q0)
Metabolitos DPP
Urea (mmol/L) 275 652¢ 63dc <0,001 0441 0,889 0.17 0,05
-15 810b 899a
100 602¢ 635¢ 6,55¢ 550¢
180 795D Tldc 8,050 696¢
3MH (mmol'L) -15 8910 823D 0,005 0,623 0,043 0915 0,621

-15

11,36a

11.87a

100 10210 876b 1046 735D
180 1135a  1L10a  108la  1062a

Cuadro 4: Concentracion de Urea (mmol/L; A) y tres metilhistidina 3MH (mmol/L; B); en
vacas con diferente combinacion de oferta de forraje durante el ciclo productivo. DPP: dias
posparto; OO: oferta de forraje de otofio; OP: oferta de forraje de primavera-verano;
OP(0OO0): oferta de forraje de primavera-verano anidada a la oferta de forraje de otofio;
OP*DPP(0OO0): oferta de forraje de primavera-verano anidada a la de forraje de otofio en

interaccion con los dias; diferentes literales (a, b y ¢) indican diferencias significativas con
P <0,05.

Las concentraciones de tres metil histidina (3MH) fueron afectadas por los DPP y la oferta
de forraje (P < 0,01). Durante el invierno la concentracion de 3MH aument6 (P < 0,03) en
ambos tratamientos (36 %), mientras que hasta los 100 DPP las vacas asignadas a baja

oferta de forraje (A-BOF y B-BOF) disminuyeron (P < 0,05) las concentraciones respecto
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a la gestacion invernal (10,2, 10,5, 8,8 y 7,3 umol/L; A-AOF, B-AOF, A-BOF y B-BOF,

respectivamente; cuadro 4).

La relacion urea/3MH no mostré un efecto del tratamiento ni de los dias durante el periodo

experimental; sin embargo, desde los 100 a 180 DPP las vacas en B-AOF tendieron (P =

0,1) a aumentar dicha relacion y a los 180 DPP las vacas de B-AOF y B-BOF tuvieron una

mayor relacion (P = 0,05) respecto a las vacas de A-AOF y tendieron (P = 0,07) a ser

mayores que A-BOF.

5.5 METABOLISMO ENERGETICO

Las concentraciones de glucosa no fueron afectadas durante el preparto. En los primeros

100 DPP existi6 una disminucién para todos los tratamientos (P < 0,05). A los 180 DPP los

tratamientos de alta oferta de forraje aumentaron los niveles de glucosa, mientras que, los

de baja oferta de forraje disminuyeron los niveles. Cuadro 5.

Tratamientos P Valor
00 Alta Baja X
op Al Baja Al Baja DPP 0O OP(0O) OO*DPP OP*DPP(OO)
Metabolito/ DPP
hormona
Glucosa(pumol/L) -15 3345a 3334a 0.637 0.88 0,059  0.549 0.257

-15 3131a 3.285a
100 2,794 b 28150 28530 2.529¢
180 3.013a 2.560 ¢ 3.267a 2430¢

Insulina(UI/L) -15 9.275a 7.910a 0.929 024 0.01 0,307 0,469
-15 8143 a 7.154a
100 8.580 a 9.745 a 9.049 a 8.222a
180 5.670a 8.088 a 5.843 a 6.098 a

IGF-I(ng/mL) -15 155.270 a 142,160 a <001 087 0.1 0.281 0.508
-15 78,694 b §3.536 b
100 70,946b  65,789bc  87,983b 58,059 be
180 62,161c  43.746d  65921c  37402d

Insulina/IGF-I -15 0.062 ¢ 0.052¢ <001 013 <001 <001 <.001
-15 0,098 b 0,122b
100 0,124 b 0,131b 0,127b 0,103 b
180 0,092 b 0.278 a 0,083bc  0.158Db

Glucosa/glicogeno -75 0310Db 0463 b 0,211 0,08 0,002 0812 0.108

-15 0.519a 0.589 a
100 0,137 ¢ 0.574 a 0.551a 0,375 b
180 0,088 ¢ 04500 0.647 a 0,354 D

Cuadro 5: Concentracion de glucosa (umol/L); Insulina (UI/L) e IGF-I (ng/mL) y la

relacion insulina/IGF-1 y glucosa/glucogeno hepatico, en vacas con diferente combinacion

24



de oferta de forraje durante el ciclo productivo. DPP: dias posparto; OO: oferta de forraje
de otono; OP: oferta de forraje de primavera-verano; OP(OO): oferta de forraje de
primavera-verano anidada a la oferta de forraje de otofio; OP*DPP(OO): oferta de forraje
de primavera-verano anidada a la de forraje de otofio en interaccion con los dias; diferentes

literales (a, b y ¢) indican diferencias significativas con P < 0,05.

Las concentraciones de insulina fueron afectadas (P = 0,01) por los dias. Se mantuvieron
estables durante el preparto hasta los 100 DPP en todos los grupos menos en las vacas B-
AOF que incrementaron la concentracion (P =0,02) desde el -15 a los 100 DPP. A partir de
los 100 DPP todos los tratamientos disminuyeron (P < 0,05) la concentracion, mientras que
el tratamiento A-BOF tendi6 (P < 0,1) a tener mayor concentracion a los 180 DPP. Cuadro

5.

Las concentraciones de IGF-I fueron afectadas (P < 0,01) por los dias, la oferta de forraje
y la interaccion. Durante el invierno, ambos tratamientos disminuyeron la concentracion
de IGF-I (45.3 %). En el posparto los tratamientos de alta oferta de forraje se mantuvieron
estables, mientras que los de baja oferta de forraje disminuyeron y a los 180 DPP tuvieron
menor concentracion (P < 0,03) que los tratamientos de alta oferta de forraje. A los 100
DPP las vacas del tratamiento B-AOF tendieron (P < 0,1) a tener mayor concentracion de

IGF-I que el resto de los tratamientos. Cuadro 5.

La relacion entre insulina/IGF-I estuvo afectada por los DPP y la oferta de forraje
primaveral (P < 0,01). Durante el preparto se incrementé (P = 0,05) la relacion para las
vacas con baja oferta de forraje y luego del parto, en los primeros 100 DPP las vacas de A-
AOF y A-BOF tendieron (P = 0,08) a incrementarla. Desde los 100 a los 180 DPP las vacas
con alta oferta de forraje tendieron (P = 0,06) a disminuir, mientras que las de baja oferta
aumentaron (P < 0,01). A los 180 DPP A-BOF tuvo una relacion insulina/IGF-I mayor (P
< 0,01), que los restantes tratamientos, mientras que B-BOF fue mayor que A-AOF y B-

AOF (P<0.01). Cuadro 5.

En lo que respecta a la glucosa hepatica se observd una interaccion entre los DPP y la oferta
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de forraje (P = 0,02), indicando una disminucidon de la concentracion a medida que
transcurren los dias durante el preparto para las vacas asignadas a baja oferta de forraje. En
los primeros 100 DPP mientras las vacas asignadas a A-AOF redujeron los niveles de
glucosa hepatica (54,3 %), las vacas en A-BOF aumentaron 58.2 % los niveles. A partir de
ese momento, existié una tendencia (P = 0,09) a disminuir con los dias. El glucogeno
hepatico disminuy6 (P = 0,02) en el preparto para ambos tratamientos y a los 100 DPP las
vacas con alta oferta de forraje preparto, aumentaron sus concentraciones de glucoégeno (78
% en promedio). Por el contrario, las vacas asignadas a B-AOF y B-BOF no aumentaron
los niveles de glucogeno hepatico durante el posparto. La relacion glucosa/glucoégeno
tendio (P = 0,06) a ser mayor en las vacas con BOF a los -75 DPP, desde los -75 a los -15
DPP dicha relacion se incremento (P = 0,04 ; 67,5 %) para las vacas AOF, sin embargo, en
los primeros 100 DPP las vacas A-AOF disminuyeron esta relacion 3,8 veces. Existio un
efecto de la oferta de primavera anidada a la de otono (P < 0,01) y una tendencia a la
interaccion entre la oferta primaveral y los DPP (P = 0,07). A los 100 y a los 180 DPP las
vacas de A-AOF tuvieron (P < 0,05) una relaciéon mas baja que las vacas en A-BOF y B-

AOF (5,2 veces). Cuadro 5.

56 METABOLISMO HEPATICO DE LA GLUCOSA

La expresion de ARNm PC tuvo un efecto (P =0,04) de los DPP, desde los -75 hasta los -
15 DPP la expresion aumento6 (P < 0,05) en ambos tratamientos (78 y 47 % para AOF y
BOF, respectivamente). Durante el posparto la expresion de este transcripto aumento (P <

0,05) en las vacas de B-BOF vy fue el tratamiento con mayor expresion (47,2 %). Cuadro

6.
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Tratamientos

P Valor

00

Alta

Baja

* *
oP Alfg Baja Alla Baija DPP 00 OP(00) OO*DPP OP*DPP(00)
mARN DPP
PC -75 0,679 ¢ 0,675¢ 0,042 0924 0328 0,584 0,936
-15 1,206 a 0972 b
100 0.818Db 0.890 b 0.824 b 12154
180 0,888 b 1.004 b 0.886 b 1,386 a
PCK -75 02430 0,106 be <001 0938 0904 0,042 0.796
-15 0,059 ¢ 0,124 be
100 02200 0245b 0,137 bc 0,374 a
180 0,199 b 0,185Db 0.266 b 0213 b
PDH -75 0342 a 0308 a 0,012 0,548 0385 0424 0.894
-15 0,276 a 0257 a
100 0.407 a 0,353 a 0231a 0,263 a
180 0.390 a 0412 a 0,387 a 0,537 a

Cuadro 6: Abundancia relativa de ARNm de Piruvato carboxilasa (PC; A);
Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PCK; B) y Piruvato deshidrogenasa (PDH; C) en
vacas con diferente combinacion de oferta de forraje durante el ciclo productivo. DPP: dias
posparto; OO: oferta de forraje de otofio; OP: oferta de forraje de primavera-verano;
OP(0OO0): oferta de forraje de primavera-verano anidada a la oferta de forraje de otofio;
OP*DPP(0OO0): oferta de forraje de primavera-verano anidada a la de forraje de otofio en
interaccion con los dias; diferentes literales (a, b y ¢) indican diferencias significativas con

P <0,05.

La expresion de ARNm PCK tuvo un efecto (P < 0,01) de los DPP, y de la oferta de otofio
en interaccion con los DPP (P =0,04). A los -75 DPP las vacas en AOF tendieron (P = 0,09)
a tener mayor expresion, sin embargo, desde -75 a los -15 DPP la disminuyeron 4,1 veces
(P <0,01). Alos -15 DPP las vacas en BOF tendieron a tener mayor expresion (P = 0,08).
A partir de los -15 hasta los 100 DPP la expresion del transcripto aumentd
significativamente (P < 0,01) para las vacas en A-AOF, A-BOF y B-BOF (3,7, 4,2 y 3,0
veces respectivamente), mientras que se mantuvo para B-AOF. Desde los 100 a 180 DPP
las vacas en B-BOF disminuyeron (P < 0,05) su expresion, sin diferencias significativas

entre tratamientos a los 180 DPP. Cuadro 6.

Hubo un efecto significativo de los DPP sobre la expresion de ARNm PDH, durante el
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preparto se mantuvieron estables y a los 100 DPP las vacas en alta oferta de forraje
tendieron (P = 0,08) a tener mayor expresion de dicho transcripto respecto a las vacas de
baja oferta en el preparto. Desde los 100 a 180 DPP las vacas en baja oferta de forraje en
el posparto tendieron (P = 0,06) a aumentar su expresion (Figura 7 C). No se observaron

efectos significativos del tratamiento ni de los dias sobre la expresion hepatica de ARNm

PDK ni G6PC. Cuadro 6.

La abundancia de ARNm CS fue afectada (P < 0,01) por la oferta de forraje durante el
periodo experimental, desde los 100 a los 180 DPP disminuy6 54,5 % (P < 0,02) en vacas
en B-AOF. Al finalizar el periodo experimental, los tratamientos con alta oferta de forraje
posparto tuvieron una menor expresion de CS (P < 0,01). Asimismo, las vacas en B-BOF

tuvieron (P < 0,05) mayor expresion que las vacas en A-BOF. Cuadro 7.

Tratamientos P Valor
00 Alta Baja N N
OP Al Baia Al Baia DPP 0O OP(00) OO*DPP OP*DPP(Q0)
mARN DPP
cs 75 0,651 be 1,044 b 0,259 0,189 <001 02852 0.113
-15 0886 b 1,019b
100 0.481 be 0,944 b 0,736 b 1,266 b
180 0330¢ 0,906 b 0335¢ 1.938 a
SDH -75 0,407 a 0,328 ab 0,087 0,448 0,198 0,727 0,955

-15 0270 b 0,289 ab
100 0445 a 0.378ab  0,385ab 0308 ab
180 0482 a 0300ab 036lab 0323 ab

PCOA -75 0,489 a 0,579 a 0,009 0,509 0,135 0908 0.636
-15 0,494 a 0,531 a
100 0,648 a 0,713 a 0,582 a 0,994 a
180 0.567 a 0.869 a 0.556 a 0.871 a

MMUT -75 0,308 ab 0,637 a 0,388 0,576 0274 0,018 0.035
-15 0,389 ab 0,197 b
100 0,624 a 0252ab 0277ab 0402 ab
180 0,180 Db 036l1ab  0381ab 0,650 a

Cuadro 7: Abundancia relativa de ARNm de Citrato sintasa (CS; A);, Succinato
deshidrogenasa (SDH; B); Propionil CoA (PCOA, C)y Metilmalonil CoA mutasa (MMUT;
D) en vacas con diferente combinacion de oferta de forraje durante el ciclo productivo.
DPP: dias posparto; OO: oferta de forraje de otofio; OP: oferta de forraje de primavera-

verano; OP(OO): oferta de forraje de primavera-verano anidada a la oferta de forraje de
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otono; OP*DPP(O0): oferta de forraje de primavera-verano anidada a la de forraje de
otoflo en interaccion con los dias; diferentes literales (a, b y c) indican diferencias

significativas con P < 0,05.

Durante la gestacion invernal la abundancia de ARNm SDH disminuy6 33,6 % (P < 0,01)
en las vacas de AOF, sin embargo, a los 100 DPP aument6 (P < 0,05) en las vacas en A-

AOF y a los 180 DPP fue mayor (P = 0,05) comparado con las vacas en A-BOF. Cuadro 7.

La expresion de ARNm de Propionil CoA fue afectada por los DPP (P < 0,01). A los 100
DPP tendi6 a aumentar (P = 0,09) la expresion en todos los tratamientos menos para las
vacas en B-AOF las cuales mantuvieron su expresion respecto al preparto. A los 180 DPP
los tratamientos con baja oferta de forraje posparto tendieron a tener mayor expresion (P =

0,07) de dicho transcripto que los restantes tratamientos. Cuadro 7.

La abundancia de ARNm MMUT durante el preparto fue afectada por la interaccion de los
dias con la oferta de forraje (P = 0,02), disminuyendo (P = 0,01) 3,2 veces su expresion en
los animales en BOF. A los -75 DPP los animales en BOF tendieron (P = 0,1) a tener una
mayor expresion, sin embargo, tras la disminucion, a los -15 DPP tendieron (P = 0,07) a
tener una menor expresion que las vacas en AOF. Desde los 100 a los 180 DPP las vacas

asignadas a A-AOF disminuyeron la expresion 3,5 veces. Cuadro 7.

Se observo una tendencia (P = 0,07) en el efecto de los dias sobre la expresion de ARNm
AMPK y un efecto (P = 0,01) de la oferta de forraje. Durante el preparto y hasta los 100
DPP, no hubo cambios en la expresion de este transcripto; sin embargo, a los 180 DPP las
vacas en A-AOF y B-AOF tuvieron menor (P <0,01) expresion que las vacas en A-BOF y
B-BOF. Cuadro 8.
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Tratamientos P Valor

00  Alta Baja
OP Alia Baja Alia Baja DPP 00 OP(00)  OO*DPP OP*DPP(00)
mARN DPP
AMPK -75 0,270 0,320 0,073 0,722 0,013 0,529 0,523
-15 0,251 0,186

100 0,142 0,248 0,171 0,279
180 0,176 0,501 0,246 0,616
PPARa -75 0,479 0,529 0012 0,859 0,486 0,754 0,115
-15 0,299 0,321
100 0,420 0,892 0,348 0,712
180 0451 0,373 0,390 0,623

Cuadro 8: Abundancia relativa de ARNm de Proteina quinasa activada por AMP (AMPK)
y Receptor alfa activado por proliferador peroxisomal (PPARa) en vacas con diferente
combinacion de oferta de forraje durante el ciclo productivo. DPP: dias posparto; OO:
oferta de forraje de otofio; OP: oferta de forraje de primavera-verano; OP(OO): oferta de
forraje de primavera-verano anidada a la oferta de forraje de otono; OP*DPP(OO): oferta
de forraje de primavera-verano anidada a la de forraje de otofio en interaccion con los dias;

diferentes literales (a, b y ¢) indican diferencias significativas con P < 0,05.

La expresion de ARNm PPAR« fue afectada (P = 0,01) por los DPP, disminuy6 desde los -
75 alos -15 DPP en ambos tratamientos; mientras que durante el posparto aumento en los
tratamientos de baja oferta de forraje (las vacas de A-BOF triplicaron y las de B-BOF
duplicaron su expresion). A los 100 DPP los tratamientos con baja oferta de forraje en el
posparto (A-BOF y B-BOF) se expresaron 1,8 veces mas (P < 0,03) que los de alta oferta
de forraje (A-AOF y B-AOF) y a los 180 DPP disminuy¢ su expresion (P < 0,01 ; 2,4

veces). Cuadro 8.

5.7  VARIABLES REPRODUCTIVAS

El reinicio a la actividad ovarica fue afectado por la oferta de forraje (P = 0,04), donde las

vacas asignadas a B-AOF demoraron menos dias en reiniciar la actividad ovarica, respecto
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a las vacas con baja oferta de forraje durante el posparto como se puede apreciar en el

cuadro 9.
Oferta forraje de otofio Oferta de forraje de  Estimacion de los dias
primavera-verano
Alta Alta 126 ab
Alta Baja 131b
Baja Alta 118 a
Baja Baja 132 b

Cuadro 9: Dias de reinicio de la actividad ovarica en vacas con diferente oferta de forraje
durante todo el ciclo anual; diferentes literales (a, b y c) indican diferencias

significativas con un P < 0,05.

6 DISCUSION

Las adaptaciones hormonales, metabdlicas y hepaticas al balance energético negativo se
han reportado ampliamente en vacas lecheras, tanto en sistemas estabulados como en
sistemas mixtos. Sin embargo, hay poca informacion en vacas de carne primiparas en
sistemas pastoriles, que estudien esas adaptaciones integrando cambios en la nutricion pre

y posparto.

Los resultados indicaron que vacas primiparas en sistemas pastoriles con diferente oferta
de forraje durante el preparto, adaptaron su metabolismo para suplir las mayores demandas
de glucosa del utero gravido y el feto durante el ultimo tercio de la gestacion cuando la
masa de forraje disminuyd (asociado al escaso crecimiento como consecuencia de las bajas
temperaturas invernales) llegando al parto con igual CC y sin diferencias en el peso de los

terneros.

Si bien todos los animales aumentaron la movilizacion de reservas energéticas y proteicas

durante el preparto, fue mas acentuado en las vacas con baja oferta de forraje, las cuales
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durante el potparto aumentaron la expresion de genes gluconeogénicos y reguladores de
vias catabolicas (oxidativas), indicando la fuerte necesidad de producir glucosa asociado a
los bajos niveles de reservas y la continua movilizacion de estas. Asimismo, sus terneros
tuvieron un menor peso al destete. Particularmente, las vacas de B-AOF son las que
tuvieron un peor estado metabolico durante el posparto temprano, mientras que, en el
posparto tardio, dicha inferioridad ademas se observo en vacas de A-AOF reflejado a través
de sus perfiles, sin embargo, ambos tratamientos tuvieron una mayor tasa de crecimiento

de sus terneros.

6.1 PERIODO DE GESTACION

Durante el otofio, ambos tratamientos tuvieron buena disponibilidad de forraje comparado
con otras épocas del periodo experimental (1423 vs 1148 Kg MS para alta y baja oferta de
forraje, respectivamente), impactando positivamente en la evolucion de la CC como
consecuencia de que el balance entre requerimientos y consumo resulto positivo. La mayor
disponibilidad de forraje para las vacas de alta oferta explico la mayor CC que tuvieron
durante el invierno en comparacion con las vacas de baja oferta, consistente con Claramunt
et al. (2017). La pérdida de la CC durante el invierno fue consistente con la disminucion
en la ingesta de forraje debido a la reduccion de la masa de forraje (Chapman et al., 2007;
Freetly et al., 2008) y con el tltimo tercio de gestacion donde las vacas que no alcanzan a
suplir sus necesidades energéticas, movilizan grandes cantidades de reservas corporales

para satisfacer las demandas del feto (Bell, 1995).

En ambos tratamientos los cambios metabolicos durante el invierno reflejaron la
movilizacion de reservas corporales —medido a través de incrementos en las
concentraciones de NEFA, BHB, urea y 3MH— y la movilizacion de las reservas de
glucosa —disminucion en las concentraciones de IGF-I, glucdégeno hepatico y aumento en
la relacion glucosa/glucégeno—, desdoblando el glucdgeno hepatico con el fin de cubrir
las necesidades energéticas gestacionales (Laporta et al., 2013; Zhou et al., 2019). Sin
embargo, las vacas asignadas a baja oferta de forraje tuvieron mayores concentraciones de
NEFA, urea y 3MH comparado con las vacas asignadas a alta oferta, lo cual podria indicar

que vacas asignadas a baja oferta tuvieron un menor consumo de alimento. Asimismo, el
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catabolismo muscular que provee aminoacidos para la gluconeogénesis hepatica estd mas
activo en dichos animales (Hess et al., 2005; Astessiano et al., 2014), consistente con la
movilizacion proteica gestacional generada por deficiencia de aminoacidos, los cuales no
solo se usan para el crecimiento fetal, sino que también se catabolizan en los tejidos
uterinos en este periodo (Bell, 1995). Asimismo, la movilizacién proteica se maximiza
alrededor del parto, con el fin de proporcionar una mayor disponibilidad de precursores

glucogénicos en el periodo de balance energético negativo (Van Der Drift et al., 2012).

La mayor expresion hepatica de ARNm PC en ambos tratamientos durante el preparto es
consistente con lo reportada en vacas cruza pastoreando baja oferta de forraje (Laporta et
al., 2013) y con la correlacién negativa entre la expresion de PC'y el consumo de materia
seca, glucogeno y glucosa (Weber et al., 2013). El aumento en la expresion de este
transcripto es una respuesta adaptativa a la restriccion del consumo de alimento,
coincidiendo con aumentos en las concentraciones de NEFA y con la movilizaciéon y
oxidacion de 4cidos grasos en el higado (White et al., 2011, Weber et al., 2013).
Probablemente la deficiencia de oxalacetato limite el ciclo de Krebs durante el BEN,
incentivando la expresion de dicho transcripto, el cual regula e inhibe a expresion de SDH
(Rich, 2003) y proporciona parte del sustrato para la generacion de energia, particularmente
la oxidacion de NEFA en el ciclo de Krebs (McCarthy et al., 2010). Sin embargo, la
disminucion de ARNm PCK y ARNm SDH en las vacas de alta oferta de forraje indicarian
que no hay indicios de que existiera un aumento de la velocidad en la via gluconeogénica
para ninguno de los tratamientos (Velez et al., 2005). Asimismo, la disminucién en la
expresion de ARNm SDH podria ser una consecuencia de una disminucion de la entrada
de propidnico a esta via, ya que la masa de forraje para estos animales fue fuertemente
disminuida y por consiguiente podria disminuir el consumo de materia seca. Solo se
identificd una disminucion de la expresion de ARNm MMUT para vacas de baja oferta de
forraje, los cuales también tuvieron una disminucion en la masa de forraje disponible,
aunque en menor medida de nuevo no se muestra en ningun lado. Al momento del parto,
la CC no difirié entre tratamientos, probablemente como resultado de que en los tltimos
dos meses de gestacion la diferencia en la masa de forraje entre tratamientos era escasa.

Todos estos cambios resultan en el BEN caracteristico de la gestacion invernal en vacas de
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carne en sistemas pastoriles reportado previamente (Laporta et al., 2014).

6.2  PERIODO POSPARTO

Dado que el pasto es el principal o unico alimento para animales en sistemas pastoriles, las
escasas precipitaciones en los meses de noviembre, diciembre y enero generaron una
disminucién de la masa forrajera, afectando probablemente el consumo de materia seca.
Al momento del parto no existieron diferencias significativas en el PV de los terneros, ya
que dicho peso depende de la alimentacion de la madre en el Gltimo tercio de gestacion
donde la oferta de forraje fue igual para todos los tratamientos (3 kgMS/kgPV) y las
diferencias en la masa de forraje disponible se redujeron (Espasandin, 2010; Claramunt et
al., 2017). Sin embargo, al destete, los terneros hijos de vacas con alta oferta de forraje
posparto fueron mas pesados, revelando una mayor tasa de crecimiento, probablemente
dado por una mayor produccion de leche de las madres y por una mayor ingesta de forraje
por parte del ternero (Gutiérrez et al., 2012; Astessiano et al., 2014). Asimismo, se ha
reportado una correlacidon positiva entre la proteina y la grasa de la leche con la ganancia
de peso del ternero en los dos primeros meses de lactancia, sugiriendo que en nuestro
estudio podria haber un mayor volumen de produccion, y/o tratarse de leche con mas

proteina o grasa de las vacas A-AOF y B-AOF (Gutiérrez et al., 2012).

La pérdida de CC durante la lactacion temprana fue de menor magnitud que durante el
periodo gestacional (Astessiano et al., 2014; Claramunt et al., 2017), sin embargo, las vacas
del tratamiento B-AOF fueron las unicas que no perdieron CC luego del parto. Estudios de
Freetly et al. (2000) han demostrado que vacas que pierden CC a partir del segundo
trimestre gestacional y comienzan a partir del primer mes de lactancia a consumir una dieta
que les permite ganar CC hasta la época de entore, incrementan su peso con mayor rapidez
respecto a aquellos animales que terminaron la gestacion con una dieta de mantenimiento,
lo cual indica una mayor eficiencia de estas vacas que sufren una restriccion alimenticia
previo a la paricién y luego son alimentadas con dietas que les permitan tener una balance

energético positivo.

A partir de los 60 DPP todos los animales recuperaron CC, explicado por incrementos en
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la cantidad y calidad del forraje en primavera y a la disminucion en los requerimientos
energéticos (gestacion vs. lactacion pospico de produccion) (Waterman et al., 2006;
Laporta et al., 2014; NRC, 2000). Esto, junto con la disminucién de las concentraciones de
BHB, NEFA y urea a los 100 DPP explica el restablecimiento del balance energético
positivo, observado en todos los tratamientos. Asimismo, se asocia a un uso mas eficiente
de los compuestos nitrogenados a nivel ruminal, debido a una mayor disponibilidad de
energia en el forraje durante la primavera (Keim et al., 2013). Durante la primavera-verano
la CC fue mayor para las vacas en alta oferta de forraje (A-AOF y B-AOF; 11.5% superior
en promedio respecto a los restantes tratamientos), a pesar de tener un mayor gasto
energético debido a una mayor produccion de leche (observado a través de la mayor tasa
de crecimiento de sus terneros; Astessiano et al., 2012). Las diferencias en la CC de los
distintos grupos pueden explicarse por diferencias en el consumo (vacas en alta oferta de
forraje consumen mayor cantidad de alimento), y/o por diferentes costos de actividad
(Casal et al., 2014), ya que se ha reportado que vacas en baja oferta de forraje requieren
mayor tiempo de pastoreo y mayor tasa de bocado que vacas en alta oferta de forraje
(Scarlato et al., 2011). Sin embargo, las vacas con alta oferta durante el posparto tuvieron
mayores concentraciones de NEFA y urea respecto a las vacas de baja oferta, indicando
que si bien poseen una mayor CC, también poseen una mayor movilizacion de grasa y

proteina con el fin de cubrir la demanda energética para la produccion de leche.

La disminucién de la 3 MH durante el posparto en todas las vacas con baja oferta de forraje,
coincide con resultados obtenidos por Kokkonen et al. (2005), en los cuales se reporta una
correlacion positiva entre la concentracion de NEFA y 3MH, indicando que la movilizacion

proteica y la movilizacion lipidica suceden en simultaneo.

Con la recuperacion del consumo durante el posparto, es esperable que mejore la
disponibilidad de aminoacidos provenientes de la dieta, lo que podria influir en la reduccion
de la movilizacién proteica en la lactancia temprana (Prod'homme et al., 2004). En nuestro
estudio las vacas en alta oferta de forraje tienen una mayor movilizacion de reservas
corporales (tanto en términos de grasa como proteina) lo cual podria explicarse por su
mayor produccion de leche, la cual no fue medida directamente, pero estd asociada al

mayor peso vivo de sus terneros al destete y es consecuencia de las diferencias en la ingesta
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de alimento y el balance energético (Veerkamp et al., 2003). Los niveles de glucosa en
sangre disminuyen para todos los tratamientos, coincidiendo con Ingvartsen y Boisclair
(2001) quienes, independientemente de la alimentacion observaron disminuciones en las
concentraciones de glucosa como consecuencia de una elevada demanda por la glandula
mamaria para la lactogénesis. Las vacas asignadas a alta oferta de forraje durante el
posparto tuvieron mayores niveles de glucosa y mayor relacion glucosa/glucégeno a nivel
hepatico, indicando que dichos animales, los cuales poseen mayor produccion de leche,
tienen altos niveles de energia de una forma rapidamente disponible. Los tratamientos A-
BOF y A-AOF incrementaron las concentraciones de glucégeno hepatico en los primeros
100 DPP, sugiriendo que el aumento de las reservas hepaticas de glucosa dependeria de la

historia nutricional.

Las mayores concentraciones de leptina en las vacas con alta oferta de forraje durante el
posparto sugieren un mejor estado nutricional de estos animales ya que se ha demostrado
que existe una correlacion positiva entre las concentraciones de leptina y las reservas
corporales (Geary et al., 2003). Esto indicaria el restablecimiento del balance energético
(Block et al., 2001), e influye sobre el sistema enddcrino reproductivo ya que es un factor
de sefializacion que regula la liberacion de GnRH y por consiguiente el anestro posparto

(D'Occhio et al., 2019), como ocurri6 en las vacas de B-AOF.

La disminuciéon en las concentraciones de IGF-I en vacas con baja oferta posparto es
consistente con Quintans et al. (2010), asociado con una menor ingesta de materia seca, asi
como un estado metabolico menos activo que en las vacas de alta oferta (Laporta et al.,
2013). En el mismo sentido, el aumento en la expresion de PPARa, el cual regula la
expresion de genes implicados en el metabolismo de los acidos grasos (aumento de la
capacidad oxidativa) adoptando un rol central en las adaptaciones moleculares necesarias
para hacer frente a restricciones de alimentacion (Loor, 2010), sin embargo para el caso de
B-BOF particularmente se observaron menores concentraciones de NEFA y urea,
registrando aumentos de la expresion ARNm PC a los 100 DPP, acompanado por
incrementos en la expresion de ARNm PCK, sugiriendo una menor movilizacion de

reservas corporales, asi como proteica y una activacion de la via gluconeogenica. Esto
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concuerda con reportes elaborados por Van Dorland et al. (2009), en los cuales encuentran
aumentos en la expresion de ARNm de PC y PCK en vacas que reducen su ingesta de
alimento o han experimentado una escasez de energia poco después del parto. Segun
Greenfield et al. (2000) dichos cambios reflejan una adaptacion a la mayor necesidad de
glucosa, y sugieren un aumento del metabolismo potencial del lactato, el piruvato y los
aminoacidos que contribuyen a la reserva de piruvato del higado. Mientras que a los 180
DPP en las vacas alimentadas con baja oferta de forraje durante el posparto, mostraron una
mayor expresion de AMPK, sugiriendo una activacion de las vias catabodlicas (Li et al.,
2019), lo cual es consistente con el poco forraje disponible para estos animales y, por ende,

el menor consumo de materia seca.

La mayor expresion hepatica de ARNm PCK para todos los tratamientos a excepcion de
B-AOF, sugiere un aumento en la via gluconeogénica, aumentando el uso de oxalacetato
en la gluconeogénesis con el fin de suministrar glucosa para la produccién de leche
(Bauman, 2000) o reponer las reservas de dicha molécula (en forma de glucdgeno), tras
haber reestablecido el balance energético positivo. Posiblemente las vacas del tratamiento
B-AOF tengan regulado el ritmo de la via gluconeogénica a otro nivel, ya que se observo
una disminucion de la expresion ARNm CS en estas vacas, lo cual es otro indicador de que
pudo haber una disminucion de la entrada de piruvato al CK, sugiriendo que dicha enzima
puede estar derivandose a la formacion de glucosa en mayor medida para cubrir las
necesidades de la lactancia (Laporta et al., 2014). La expresion de ARNm SDH aumento
para A-AOF, indicando un aumento en el flujo de piruvato hacia el acetil CoA e

incrementando el ritmo de la via oxidativa.

Desde los 100 a los 180 DPP hubo una disminucion de las concentraciones de BHB en
todos los tratamientos como consecuencia de una menor movilizacion de reservas
corporales, reflejado en la recuperacion de la CC y consistente con la menor demanda
energética ya habiendo transcurrido el pico de produccion de leche. Asimismo, existidé un
incremento en las concentraciones de urea, coincidiendo con las disminuciones de las
concentraciones de insulina y glucosa hepatica para todos los tratamientos, las cuales
reflejarian el menor consumo a consecuencia de la menor disponibilidad de masa forrajera

(626 vs. 444 kgMS/ha en promedio para alta y baja OF de forraje respectivamente) causada
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por la escasez de lluvias.

Particularmente el tratamiento B-AOF tendi6 a tener mayores concentraciones de
insulina e IGF-I a los 100 DPP, lo que muestra una respuesta metabdlica diferencial en las
vacas de dicho tratamiento, incrementando las concentraciones hormonales en respuesta a
la mejor alimentacion. Asimismo, fueron las vacas que demoraron menos dias en reiniciar
la actividad ovarica, a pesar de no tener diferencias de CC al parto, indicando la importancia
de la nutricion posparto y sugiriendo —en este caso— un menor impacto de la oferta de
forraje durante el otofio-invierno. Dichos resultados son consistentes con investigaciones
de Houghton et al. (1990) en las cuales vacas alimentadas con una dieta de baja en energia
durante el preparto seguida de una dieta alta en energia en posparto, mostraron mayor
porcentaje de celo a los 60 dias, mientras que no hubo un efecto de la interaccion de la
nutricion pre y posparto sobre la tasa de prefiez, siendo afectada inicamente por el consumo
en el posparto, dado que vacas con una dieta elevada en energia durante posparto mostraron
un mayor porcentaje de prefiez respecto a aquellos animales que consumieron una dieta
con bajos niveles energéticos durante el posparto. Richards et al. (1986) también indicaron
que el aumento de la ingesta de energia tras el parto y el aumento de peso son esenciales
para que las vacas delgadas tengan una tasa de prefiez aceptable. Freetly et al. (2000)
indicaron que vacas que sufren restriccion alimenticia a partir del segundo trimestre
gestacional y luego comienzan a ganar peso a partir del primer mes de lactacion, no se
diferenciaron de las vacas que nunca sufrieron restriccion nutricional en cuanto a las tasas
de prefiez al final de la época de entore y sugieren, al igual que estudios realizados por
Dunn y Kaltenbach (1980), Selk et al. (1988) y Osoro y Wright (1992) que las tasas de
prefiez dependen de la severidad de la restriccion en el momento del parto, el nivel de
realimentacion, el momento de la realimentacion en relacion con el inicio de la época de
entore y de la temporada de cria. En otras palabras, sugieren que el rendimiento
reproductivo puede mantenerse en vacas que atraviesan weight-cycle, pudiendo ser una

estrategia de manejo potencial para mejorar la utilizacion del forraje en pastoreo.

Se ha reportado, que el consumo de materia seca durante el posparto, se correlaciona
positivamente con la concentracion de la IGF-I en la sangre, aumentando linealmente hasta

el dia de la primera ovulacion y acortando la duracion del anestro (Roberts et al., 2005).
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Dichos procesos no se observaron en vacas pertenecientes al tratamiento A-AOF
posiblemente como producto de una capacidad diferencial de vacas pertenecientes al
tratamiento B-AOF para utilizar los nutrientes de la dieta a través de los cambios en el
metabolismo hepatico durante el ciclo productivo anual (gestacion/lactancia), convirtiendo
a estas vacas, mediante distintas combinaciones nutricionales en animales mas eficientes,

respecto a los restantes tratamientos.

7 CONCLUSIONES

Las vacas en baja oferta de forraje durante todo el afio tuvieron una menor performance
productiva y reproductiva, reflejado en la menor CC, menor peso de los terneros a los 180
DPP y periodo mas largo de reinicio de la ciclicidad ovéarica. Asimismo, las menores
concentraciones de glucosa e IGF-I en sangre, el aumento en la expresion génica de
enzimas relacionadas a la gluconeogénesis y de los reguladores de vias catabolicas
(oxidativas) durante el posparto, demuestran el impacto negativo de la subnutricion en las

distintas etapas fisiologicas.

Las vacas del tratamiento A-BOF, si bien tuvieron una mejor nutricidn preparto,
respondieron de la misma manera (a nivel metabdlico, endocrino y reproductivo) que los
animales alimentados con baja oferta de forraje durante todo el afio, sin obtener ventajas

de su memoria nutricional/metabdlica.

Las vacas con alta oferta de forraje durante todo el afio tuvieron una mejor performance
productiva y reproductiva, logrando mantener mayor CC y tener terneros mas pesados al
destete. Sin embargo, no se encontraron diferencias en los dias de reinicio de la ciclicidad
ovarica respecto a las vacas con baja oferta de forraje en el posparto a pesar de tener
mayores concentraciones de glucosa e IGF-I al final del periodo (indicando recuperacion
del BEN). La expresion génica hepatica indicd un menor ritmo en las vias oxidativas y un

incremento en el ingreso de propidnico al CK, consistente con la mayor oferta de forraje.

Las vacas del tratamiento B-AOF, lograron tener similar performance que las vacas con
alta oferta de forraje durante todo el aflo. Las mayores concentraciones de glucosa e IGF-I

a los 100 DPP indicaron una recuperaciéon del BEN antes que, para el resto de los
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tratamientos, reflejandose en el reinicio de la ciclicidad mas temprano. A nivel de expresion
génica, durante el posparto se destaca la disminucién de la expresion de ARNm AMPK, la
cual desempefia un papel central a nivel de todo el organismo traduciendo sefiales
endocrinas en respuestas adaptadas, destinadas a ahorrar energia o a asignarla a diversas

funciones.
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