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Resumen

Se estudio el efecto de reemplazar grano de maiz (M) por cascarilla de soja (CS) sobre
el consumo (CMS) total, la produccion (PL) y composicion de leche, balance energético
(BEN), concentracion de hormonas y proteinas de fase aguda en vacas lecheras durante
los primeros 28 dias postparto y el efecto residual en produccion de leche. También se
caracterizaron las comunidades microbianas de ambas dietas. Se utilizaron 24 vacas
Holando (12 multiparas, 554.6 + 25.1 kg PV; 12 primiparas; 568.6 + 23.5 kg PV)
asignadas a uno de dos tratamientos durante 28 dias postparto: CS y M. Las dietas
consistieron en silaje de maiz méas concentrado, con el objetivo de lograr proporcion de
forraje a concentrado de 50:50. Los tratamientos difirieron en las concentraciones de M
y CS en el concentrado. EI CMS y la PL se midieron diariamente. Se tomaron muestras
de sangre preparto, y alos 1, 7, 14, 21 y 28 dias postparto y se analizaron para glucosa,
AGNE, BOHB, insulina e IGF-1. Los datos se analizaron mediante procedimiento mixto
de SAS, como un DBCA, con el animal anidado al tratamiento como efecto aleatorio,
tiempo, tratamiento y su interaccion como efectos fijos. Las vacas del tratamiento CS
tuvieron un CMS de 20.85 Kkg., vs. 18.5 kg. para el tratamiento M. La produccion residual
promedio fue 29.3 I/d para el tratamiento M vs. 25.75 I/d para el tratamiento CS. Las
vacas del tratamiento CS presentaron menores valores de ceruloplasmina en sangre y
tuvieron un BEN menor y mas corto (-0.06 vs. -4.22 Mcal NEI/d; 14 vs 28d). No se
encontraron efectos de la dieta en las comunidades microbianas, pero si efecto del animal.
Estos resultados muestran que el cambio de fuente energética en lactancia temprana tiene

un efecto positivo en CMS y puede acortar la duracion y severidad del BEN.

Palabras clave: Balance energético, fuente de energia, transicion, salud hepatica.
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Abstract

The aim of the study was to evaluate the effect of replacing corn grain (C) with
soybean hulls (SH) on total dry matter intake (DMI), production (MP) and milk
composition, energy balance (NEBAL), concentration of hormones and acute phase
proteins in dairy cows during the first 28 days of lactation and the residual effect on MP.
The microbial communities of the rumen were also characterized. Twenty-four Holstein
cows were used (12 multiparous, 554.6 £ 25.1 kg LW; 12 primiparous, 568.6 = 23.5 kg
LW) that were assigned to one of two treatments at calving for 28 days: SH and C. The
diets consisted of corn silage plus concentrate, with the objective of achieving a forage to
concentrate ratio of 50:50. The diets differed in the concentrations of C and SH in the
concentrate. DMI and MP were assessed daily. Blood samples were taken prepartum, and
at1, 7, 14, 21, and 28 days postpartum and analyzed for glucose, NEFA, BHB, insulin,
and IGF-1. Data were analyzed using the mixed SAS procedure, as a complete
randomized block design, with animal nested within treatment as random effect, and time,
treatment, and their interaction as fixed effects. The cows in the SH treatment had a DMI
of 20.85 kg., vs. 18.5 kg in the C treatment. The residual MP was 29.3 I/d for the C
treatment vs. 25.75 1/d for the C treatment. The cows in the SH treatment had lower blood
ceruloplasmin and had a shorter and lesser NEBAL (-0.06 vs. -4.22 Mcal NEI/d; 14 vs
28d, respectively). No effects of diet on microbial communities were found, but there was
a “host” effect. These results show that the change of energy source in early lactation has

a positive effect on DMI and can shorten the duration and depth of the NEBAL.

Keywords: Energy balance, energy source, transition period, acute phase proteins,

hepatic health.



CAPITULO 1

El periodo de transicion en la vaca lechera. Mecanismos de adaptacion metabdlica
y sus implicancias en el comportamiento productivo

1.1 Introduccion general

En los ultimos 50 afios, a nivel mundial se ha visto incrementada la produccion
individual de leche (Butler, 2003). La mayor produccion de leche actual es producto de
mejoras en el consumo de materia seca (CMS), en la calidad y composicion de las dietas,
en el confort ambiental, y la capacidad de las vacas de soportar la alta movilizacion de
reservas corporales.

La ingesta de cantidades suficientes de energia es la principal limitante en la
produccion de leche de vacas de alta produccién, y estd determinada por el contenido
energético de la dieta y el CMS. La produccion maxima de un animal dependeré de su
potencial genético, y puede variar durante la vida del animal de acuerdo a su edad, estado
fisiolodgico y condiciones climaticas. (Allen, 2000). En consecuencia, al no lograr cubrir
la demanda energética, las vacas de alta produccién presentan un balance energético
negativo (BEN) durante el inicio de la lactancia, que, de perdurar de manera muy
prolongada o muy severa, puede afectar negativamente su funcion reproductivay la salud.

En Argentina, el uso de genética norteamericana (E.E.U.U. y Canada) produjo un
aumento significativo de la produccion individual y una merma en la eficiencia
reproductiva (Casanova et al., 2004). Este efecto negativo sobre la reproduccion se ve
aun mas agudizado debido a que los sistemas locales de produccion se basan en el uso de
pasturas como recurso principal, donde los consumos de energia son menores que en
sistemas estabulados. En este escenario, la produccion se ve limitada por los bajos CMS
que se obtienen en pastoreo. Kolver y Muller (1998) estimaron que el 60% de las
diferencias en produccion de leche en vacas Holstein que pastorean versus aquellas

consumiendo una dieta total mezclada (TMR segun sus siglas en inglés: totally mixed



ration) es debido a la imposibilidad de alcanzar el consumo potencial en condiciones
pastoriles. La caida en el CMS, que se inicia aproximadamente 1 semana previo al parto,
resulta en un BEN que se vera aumentado en las siguientes 2 a 3 semanas de lactancia, y
alcanza su punto mas bajo (nadir) aproximadamente 2 semanas post parto. Estos bajos
CMS caracteristicos de los sistemas pastoriles sumado al incremento de produccion
logrado a partir de la mejora genética determina un aumento del BEN impactando
negativamente sobre la eficiencia reproductiva (Butler, 2005).

Por otra parte, una mayor caida del CMS desde una semana preparto también esta
asociado con aumento en la retencion de placenta, endometritis subclinica o hipocalcemia
respecto de vacas normales (Hammon et al., 2004). Estos autores sugieren que algunos
problemas de salud de las vacas estan precedidos por el BEN que comienza previo al
parto.

El BEN resulta en una movilizacion de grasas corporales, con la consecuente
liberacion de cidos grasos no esterificados (AGNE) en el flujo sanguineo. La variacion
entre la magnitud del BEN entre individuos estd directamente relacionado a la
disminucion del CMS, y si esta disminucion ocurre mas o menos cerca de la fecha de
parto (Butler, 2005).

En una revision de 2003, que incluyd 11 estudios contabilizando mas de 7000
vacas, y con diferentes magnitudes de BEN (medidas como variacion de condicién
corporal (CC) en una escala de 1 a 5), Lopez-Gatius et al. (2003) encontraron que cuando
habia una severa pérdida de CC (mayor a 1 punto) durante la lactancia temprana,
aumentaban significativamente la cantidad de dias abiertas de las vacas. En el caso de las
tasas de concepcidn, solo encontraron que habia una caida en las mismas cuando las vacas

Ilegaban con intermedia (entre 2.5 y 3.5) o baja (menor a 2.5) CC al parto.



No obstante, existe una correlacion positiva entre la tasa de concepcion y un
comienzo temprano de los ciclos ovulatorios posparto (Butler, 2001). EI BEN afecta,
entre otros, la secrecién de la hormona luteinizante (LH) y, en consecuencia, se
manifiestan largos periodos anovulatorios. También se registran durante este periodo
bajas concentraciones de glucosa, insulina y IGF-1 en sangre (Lucy et al., 1992; Butler,
2003). Estos factores afectan la produccion de estrogenos en los foliculos y reducen tanto
la calidad de los 6vulos, como la capacidad de desarrollo embrionaria. Ademas, el BEN
y la pérdida de CC disminuyen la concentracion de progesterona aumentando las pérdidas
de prefiez (Butler, 2003).

La gran movilizacion de reservas que ocurre en el pre y posparto temprano se
acomparia de una pronunciada elevacion de AGNE (Meikle et al., 2004; Cavestany et al.,
2005, 2009a; Adrien et al., 2012; Ruprechter et al., 2011, citados por Meikle et al., 2013),
gue se asociaron con una mayor abundancia de los transcriptos en higado de enzimas
reguladoras de la b-oxidacion (Carriquiry et al., 2010). A este aumento de AGNE le sigue
frecuentemente un aumento de B-OH-Butirato (BOHB) el cual refleja el déficit

energético.

1.2 Estatus energético y hormonal durante el periparto

Debido a la elevada demanda de glucosa y la insuficiente ingesta de energia
durante la lactancia temprana, cambios metabolicos y enddcrinos ayudan a la adaptacién
del metabolismo energético hepatico al comienzo de la lactancia mediante el estimulo de
la expresion génica de factores transcripcionales y enzimas involucradas en la produccién
de glucosa, oxidacion de acidos grasos y cetogénesis en el higado (Greenfield et al., 2000;
Loor et al., 2005; Loor, 2010, citados por Weber et al., 2013). La expresion de estos genes
es afectada por la dieta y la ingesta de nutrientes (Vélez and Donkin, 2005; Loor et al.,

2006, citados por Weber et al., 2013), pero también varian entre animales con diferentes



tipos metabdlicos, o diferente nivel de movilizacion de reservas corporales postparto (van
Dorland et al., 2009; Hammon et al., 2009, citados por Weber et al., 2013).

Ademas, los cambios en la funcion hepatica estan altamente correlacionados con
el patrén y momento del descenso en el CMS preparto. Cuando el CMS cae desde el dia
9 previo al parto, se registra un aumento de la produccién de haptoglobina y
ceruloplasmina (Trevisi et al., 2002). Estas forman parte de un grupo conocido como
proteinas de fase aguda, y son un grupo de glicoproteinas hepaticas que entre sus
principales funciones destaca la de favorecer la produccién de inmunoglobulinas y
reparacion de dafios tisulares (Kent, 1992). Estas proteinas son estimuladas por
mediadores de la inflamacion, y forman parte de la respuesta inicial frente a infecciones,
traumatismos y procesos como el estrés (Alsemgeest et al., 1995; Chan et al., 2004;
Gronlund et al., 2005, citados por Seva et al, 2007).

Entre los cambios hormonales que suceden alrededor del parto, las
concentraciones de insulina y factor insulino-simil 1 (IGF-1) estan disminuidas en este
momento, lo que es consistente con la reduccién de la ingesta y el BEN. Estos datos son
consistentes con el conocimiento generado respecto la particion de nutrientes del periodo
de transicion de la vaca lechera (Meikle et al., 2013). Se ha descripto como estrategia de
respuesta a este cambio en la particidon de nutrientes, el desacoplar el eje somatotréfico,
esto significa insensibilizacion hepatica a la hormona de crecimiento (GH) que se traduce
en menores concentraciones de su mediador, el IGF-I, (Kobayashi et al., 1999).
Resultados obtenidos en Uruguay por Astessiano et al. (2012), en sistemas de produccion
similares a los presentes en Argentina demuestran que la expresion hepatica de los
transcriptos de GHR-variante 1A e IGF-1 disminuyeron del pre al posparto en vacas
lecheras sobre pastoreo, pero en menor medida en vacas alimentadas con TMR. El

desacople del eje GH-IGF-I se destaca en la falta de retroalimentacion negativa sobre la



GH, que se refleja en una mayor concentracion circulante de esta hormona, y por lo tanto
una mayor accion homeorética. Asimismo, menores concentraciones de IGF-1 e insulina,
favorecen el catabolismo periférico que soporta la lactancia. Vale aclarar que, por otro
lado, insulina e IGF-1 son las mismas hormonas que estimulan el desarrollo folicular y el

reinicio a la ciclicidad ovarica luego del parto (Meikle et al., 2013).

1.3 Control del consumo de alimento

Como ha sido mencionado en parrafos anteriores, la ingesta de cantidades
suficientes de energia es la principal limitante en la produccion de leche de vacas de alta
produccion, y esta ingesta esta determinada por el contenido energético de la dieta y el
CMS. ElI CMS y energia de los rumiantes puede cambiar en respuesta a cambios en la
composicion de la dieta o el estado metabdlico de los animales, ademas de précticas de
manejo (confort, espacio de comederos, disponibilidad de agua, etc,). Estos cambios son
dificiles de predecir mediante los modelos tradicionales de control del consumo, o
mediante modelos utilizados en no rumiantes.

Los mecanismos que afectan el consumo de alimento actlan en plazos temporales
que abarcan desde minutos y horas, hasta semanas y meses. Los mecanismos que actlan
a largo plazo incluyen aquellos que afectan el mantenimiento del peso corporal (por
ejemplo, aumentos en la concentracion de leptina en sangre al aumentar la adiposidad)
asi como adaptaciones homeoréticas al estado fisiolégico del animal (por ejemplo,
cambios en las concentraciones sanguineas de hormonas durante la prefiez o al comienzo
de la lactancia).

El control del consumo debido a limitacion por llenado o limitacion fisica del
rumen, esta respaldada por diversos autores. (Allen 1996, Forbes 2007, citados por Allen,

2014). Los receptores ubicados principalmente en el reticulo y el saco craneal responden



a la distension, enviando sefiales a los centros de saciedad del cerebro. Este tipo de sefiales
predominan cuando el apetito es alto (por ejemplo, vacas en el pico de lactancia).

En investigaciones realizadas en los ultimos afios, se encuentra evidencia de que
los patrones temporales de absorcion de metabolitos, movilizacion de tejidos de reserva,
y cambios en el metabolismo del animal afectan el tamafio y la frecuencia de las comidas
de los rumiantes. (Allen et al, 2009). Estos mecanismos determinan lo que se conoce
como control metabdlico del consumo y actuan tanto en el largo como en el corto plazo.
A su vez, estos interaccionan con otros factores tales como: ambientales, estrés por
reagrupamiento, espacio y comportamiento en lugares de alimentacion, entre otros (Allen

y Piantoni, 2014).

1.3.1. Control del consumo en el largo plazo.

En el caso de los mecanismos de largo plazo, una de las hormonas gque ayuda a
establecer el estado nutricional en los rumiantes es la leptina (Herrera Torres, 2012). La
pérdida de CC se acompafia con una disminucion en las concentraciones circulantes de
leptina, ya que esta es sintetizada por los adipocitos y varia con cambios en la cantidad
de depositos grasos del animal (Delavaud et al., 2000). Las vacas lecheras frecuentemente
pierden méas del 60% de su grasa corporal durante la lactacion temprana (Tamminga et
al., 1997). Este mecanismo es una respuesta altamente conservada entre los mamiferos
(Horst et al., 2021).

Aunque inicialmente se ha descripto a la leptina como un factor de sefial que,
desde los adipocitos, induce una respuesta para controlar la ganancia de peso y el gasto
energético; otros estudios demuestran que también puede tener un papel importante como
sefial en el sistema neuroendocrino y en la reproduccion (Lentz et al., 2005). La leptina
inhibe el consumo y aumenta la tasa metabdlica, por lo que se sugiere que esta

disminucion en los niveles circulantes de leptina es una estrategia a nivel sistémico para



estimular el consumo de la vaca lechera posparto y para disminuir el consumo periférico
de nutrientes mediante la disminucion de la tasa metabolica. Cuando los niveles de leptina
son altos, tienen un fuerte efecto sobre la secrecion de neuropéptido Y (NPY), que actla
como estimulador central del consumo alimenticio. EI NPY aumenta la ingesta y la
lipogénesis, y disminuye la termogénesis. El principal mecanismo por el que la leptina

regula el apetito es inhibiendo la sintesis y secrecion del NPY (Kolaczynski et al., 1996).

1.3.2. Control del consumo en el corto plazo

Los mecanismos de corto plazo de control del consumo, estan relacionados con
las caracteristicas de la dieta que afectan la distensiéon intestinal, los péptidos intestinales
y la oxidacién de los metabolitos, con respuesta variable segun el estado fisioldgico
(Allen, 2014). La teoria de que el consumo es controlado no solo por factores fisicos como
el llenado ruminal, sino también por sefiales de muy corto plazo enviadas hacia el cerebro
por el higado en respuesta a la oxidacion de diferente variedad de metabolitos, es
altamente aceptada en la actualidad, y esta respaldada por numerosos estudios en ratas y
otras especies de laboratorio. Este concepto es conocido como la teoria de la oxidacién
hepética del control del consumo y es el mecanismo que predomina en la lactancia
temprana y tardia (Allen y Piantoni, 2014).Un claro ejemplo esta en las dietas utilizadas
en la industria de feedlot, en la cual se logra como resultado la regulacion del consumo
de alimento principalmente por sefiales metabdlicas en lugar de distensién ruminal, y en
donde la fermentabilidad y la digestibilidad de la dieta pueden influir claramente en el
CMS.

La cinética de la digestion ruminal determina el sitio y la proporcién con que cada
nutriente se digiere, lo que puede afectar en gran medida el tipo y el patron de los
metabolitos absorbidos a lo largo del tiempo. Estos cambios pueden afectar el patron

temporal de la oxidacion de los mismos en el higado y el comportamiento del animal



durante la alimentacion (inicio y fin de las comidas, cantidad de comidas diarias). La
retencion de alimento en el rumen es fundamental para proporcionar un flujo mas
consistente de almiddn, acidos grasos de cadena larga (AGCL) y proteina al intestino
delgado. A diferencia de los nutrientes mencionados anteriormente, los AGV se producen
y se absorben de manera mas rapida durante las comidas y son probablemente los
responsables de estimular la saciedad (Allen et al., 2009).

El propionato es el principal precursor de glucosa para los rumiantes, y representa
hasta 80% de glucosa producida en vacas lactantes (Steinhour y Bauman, 1988, citados
por Allen et al., 2009). Aunque el propionato se puede convertir en glucosa, también se
puede oxidar en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (Aiello y Armentano, 1987,
Steinhour y Bauman, 1988; Knapp et al., 1992, citados por Allen et al., 2009) asi como
también estimular la oxidacion de acetil CoA (Allen, 2000). El higado de los rumiantes
tiene una alta actividad de la enzima propionil-CoA sintetasa, pero no de la acetil-CoA
sintetasa (Ricks y Cook, 1981, citados por Allen et al., 2009) necesarios para la activacion
y metabolismo del respectivo AGV. Como resultado, el propionato es altamente

metabolizado por el higado, pero hay poco metabolismo neto de acetato.

1.3.3. Control del consumo en el periparto

La supresion del apetito en vacas lecheras, que comienza previo al parto y se
extiende durante el posparto, produce un BEN que aumenta el riesgo de trastornos
metabolicos. Las vacas en el periparto estan en un estado lipolitico, lo que resulta en un
aumento gradual en concentracion plasmatica de AGNE (Allen y Piantoni, 2013). Una
concentracion relativamente elevada de AGNE en la sangre es necesaria para aumentar
la concentracion de grasa del calostro y la leche en la lactancia temprana, lo que es

consistente con los requisitos de energia del ternero.



El higado extrae AGNE de la sangre, y estos se pueden esterificar y almacenar
como triglicéridos, o ser oxidados a acetil-CoA. EI Acetil-CoA se oxida completamente
a CO2 o de forma incompleta, formando cuerpos ceténicos, que luego se exportan a la
circulacion general. Estos cuerpos cetonicos se producen como una fuente de energia
alternativa a la glucosa, pero en momentos de excesiva demanda de glucosa (al final de
la gestacion, para el crecimiento fetal, y al inicio de la lactancia, por ser precursora de la
lactosa), los cuerpos cetdnicos se producen en exceso, causando alteraciones metabdlicas.

Como fue expuesto en parrafos anteriores, el higado no extrae el acetato de la
sangre porque la actividad de las enzimas necesarias para su activacion y posterior
metabolismo es baja. De acuerdo con la teoria de la oxidaciéon hepatica, los efectos
supresores del apetito del acetato en los rumiantes son mucho més bajos que el de otros
componentes de la dieta que si son metabolizados por el higado. En este sentido, Stocks
y Allen (2012) reportaron que la infusion intraruminal de propionato disminuyo el CMS
un 20% comparado con la infusion de acetato. Los efectos hipofagicos segun los autores,
se relacionaron de manera inversa con la concentracion de acetil CoA a nivel hepatico.

Miron et al. (2003) sugieren para aumentar el consumo de energia durante la
lactancia, el reemplazo de parte del forraje de la dieta con subproductos ricos en fibra
insoluble en detergente neutro (FDN) facilmente digerible, como la cascarilla de soja. La
suplementacion con subproductos que tienen una mayor digestibilidad de la celulosa y
hemicelulosa generalmente resultan en produccion de mas acetato por parte de las
bacterias celuloliticas del rumen (Chesson y Forsberg, 1997, citados por Miron et al.,
2004b), lo que en ocasiones puede resultar en mayor sintesis de grasa lactea en la glandula
mamaria. Miron et al. (2004b) sugieren gque este incremento es probablemente el resultado

de la suplementacion de FDN mas digestible y por la creacién de condiciones mas
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favorables para la degradacion de la fibra microbiana en el rumen cuando los animales
son alimentados con cascarilla de soja.

En algunos estudios, el CMS tendio a disminuir a medida que la cascarilla de soja
reemplazo de 18 a 25% de grano de maiz en dietas de vacas lactantes (Cunningham et al.,
1993; Pantoja et al., 1994; Elliot et al., 1995, citados por Miron et al., 2004a), mientras
que, en otros estudios, la sustitucion del 10 al 23% del grano con cascarilla de soja tendio
a aumentar el CMS (Bernard y McNeil, 1991; Stone, 1996; Ipharraguerre et al., 2002,
citados por Miron et al., 2004a).

En otras ocasiones se ha demostrado que alimentar a las vacas lecheras con
cascarilla de soja durante la lactancia media como reemplazo de forraje aumenté el CMS
en un 6,9% y la produccién de leche en un 5,5% (Miron et al., 2003, 2008, Adin et al.,
2008, citados por Adin et al., 2009). En el trabajo de Adin et al. (2009), al reemplazar un
tercio de la FDN proveniente del forraje por FDN proveniente de cascarilla de soja, la
mejora en la digestibilidad no se manifesté directamente en una mejora de la eficiencia
de la utilizacion de alimento para la produccion de leche, sino que aument6 el CMS. Una
tendencia similar se encontré en otros estudios citados por Adin et al. (2009) (Adin et al.,
2008; Miron et al., 2008): un aumento en la digestibilidad potencial de MS y FDN (in
vitro) se expreso principalmente en un incremento de CMS, pero no en la eficiencia de la
utilizacion de alimento para la produccion de leche. Estos resultados son consistentes con
los que se observaron en el estudio de Miron et al. (2004a), en donde la inclusién de
cascarilla de soja junto con gluten feed de maiz como reemplazo de los granos de maiz
en el suplemento de vacas de alta produccion aumento el nimero de comidas por diay la
duracion de la ingesta diaria, al mismo tiempo que aumenté el CMS (27.1 kg/d vs 24.8
kg/d). Sin embargo, es necesario remarcar que todos estos trabajos se llevaron a cabo con

animales en lactancia por fuera de los primeros 14-21 DEL, lo cual resulta dificil de



11

extrapolar al periparto donde los mecanismos de control del consumo que predominan,

no se explican a través del llenado ruminal.

1.4 Proteinas de fase aguda como indicadoras de fallas de adaptacion

Durante el periparto, las vacas lecheras presentan un marcado desequilibrio entre
la energia ingerida y la requerida, debido a la reduccién de la ingesta de alimento y al
aumento de los requerimientos de nutrientes para apoyar el crecimiento fetal y la lactancia
(Drackley, 1999 y Bell et al., 2000, citados por Zhou et al., 2016). Aunque algunas vacas
son capaces de adaptarse sin presentar alteraciones metabolicas, enfermedades
infecciosas e inmunoldgicas, durante este periodo ocurren importantes cambios que
limitan la capacidad para lograr un rendimiento inmunometabdlico éptimo. (Drackley,
1999; Loor et al., 2013).

Tal como se expuso previamente, la gran movilizacion de reservas que ocurre en
el pre y posparto temprano se acompafia de una pronunciada elevacion de AGNE que se
asocian con una mayor abundancia de los transcriptos en higado de enzimas reguladoras
de la B -oxidacion. A este aumento de AGNE le sigue frecuentemente un aumento de
BOHB el cual refleja el déficit energético.

Esta bien documentado que el exceso de infiltracion de &cidos grasos en el higado
puede afectar negativamente las funciones normales de este 6rgano (Drackley, 1999).
Esta etapa ademas se caracteriza por un estrés oxidativo que probablemente conduce a
respuestas del tipo inflamatorias que pueden ser caracterizadas por el aumento del nivel
de algunos indicadores en sangre. Idealmente, la inflamacion ayuda al animal a adaptarse
con el objetivo de restaurar la homeostasis. En respuesta a la inflamacion aguda, el cuerpo
aumenta la expresion y liberacion de mediadores inflamatorios que incluyen citoquinas,
quimiocinas, moléculas de adhesion, eicosanoides y proteinas complementarias (Newton

y Dixit, 2012). Estas moléculas formar redes regulatorias complejas para promover un
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mayor flujo sanguineo al tejido infectado, infiltracion y activacion de células inmunitarias
y respuestas sistémicas, que incluyen aumento de la temperatura corporal, aumento de la
frecuencia cardiaca y disminucién del apetito (Dantzer y Kelley, 2007).

Una respuesta secundaria clave a la inflamacion es la respuesta de fase aguda.
Producidas en mayor cantidad por el higado, las proteinas de fase aguda incluyen entre
otras, a la haptoglobina y ceruloplasmina. Las proteinas involucradas en la respuesta de
fase aguda generalmente se encuentran en muy baja abundancia en el torrente sanguineo
pero sus concentraciones son muy elevadas durante la inflamacién sistémica, tal como
ocurre durante el postparto temprano (Bradford et al., 2015). A pesar de los efectos
negativos, es probable que sea necesario cierto grado de inflamacién para apoyar las
adaptaciones fisioldgicas en este periodo. Un papel clave de la inflamacion en la
transicion es para facilitar el parto (Bradford et al., 2015).

A diferencia de la inflamacion clasica que es inducida por infeccion y/o lesion y
luego se resuelve, la inflamacién subaguda se asocia con alguna disfuncién del tejido.
(Gregor y Hotamisligil, 2011). Esta respuesta finalmente activa maltiples tipos de células
inmunitarias y conduce a una respuesta inflamatoria tisular no resuelta que se prolonga
en el tiempo, y que a menudo interrumpe o dificulta algin proceso metabolico. (Gregor
y Hotamisligil, 2011).

En vacas lecheras, la haptoglobina se ha utilizado como marcador de diversas
enfermedades, incluidas enfermedades tipicas de produccién, como mastitis y sindrome
del higado graso (Eckersall y Bell, 2010). La haptoglobina es producida principalmente
por el higado, aunque también se ha demostrado su produccidn en otros tejidos, como la
glandula mamaria, los leucocitos, los pre estdmagos y el abomaso (Thielen et al., 2005,

2007; Dilda et al., 2011, citados por Saremi et al., 2012).
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Una revision extensa de Zebeli et al., (2012) concluy6 que suministrar dietas con
mas del 44 % de concentrado que contenga fuentes de almiddon altamente fermentables,
aumento linealmente los marcadores circulantes de inflamacion sistémica.

En el estudio de Albornoz et al. (2020) donde se comparaban niveles contrastantes
y diferentes grados de fermentabilidad del almidon, las concentraciones de haptoglobina
que observaron en la semana 1, en promedio excedieron los umbrales que se asociaron
con la disminucion de los marcadores de la funcion hepatica, similar a lo encontrado por
Bertoni et al. (2008). También estos valores se asociaron con el deterioro de la fertilidad
en 2 grandes estudios que abarcaban varias granjas, lo que sugiere un grado de
inflamacion que no era optimo para el normal desempefio productivo y reproductivo de

las vacas. (Dubuc et al., 2012; Nightingale at al., 2015, citados por Albornoz et al., 2020).

1.5 Hipotesis general

La reduccion de los niveles de almidon en la dieta de vacas frescas (primeros 28
DEL) a través de la incorporacion de cascara de soja en lugar de grano de maiz mejorara
el balance energético como consecuencia de un aumento en el consumo de materia seca
sin alteracion de la produccidn de leche. Esta mejora del balance energético se traducira
en una menor pérdida de condicion corporal y mejora en la salud como consecuencia de
la menor movilizacion de tejido adiposo, la cual se reflejara en una menor concentracion

de proteinas de fase aguda y marcadores de estrés.

1.6 Objetivos generales

El objetivo de este proyecto es estudiar el efecto de reemplazar grano de maiz por
cascarilla de soja para reducir los niveles de almidon sobre el CMS total, la produccion,
composicion y calidad de leche (contenido de grasa y calidad de acidos grasos), el balance

energeético, la concentracion de hormonas involucradas en los procesos de movilizacion
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y sintesis lipidica y respuesta inmune y la salud de vacas lecheras durante los primeros
28 dias en lactancia. Ademas, se evaluara el efecto residual de los tratamientos en

produccién y composicion de leche durante el resto de la lactancia
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CAPITULO 2

Produccion, composicion y efecto residual en la produccion de vacas lecheras
alimentadas con fuentes contrastantes de energia durante el postparto

2.1 Introduccion

Los mecanismos de control de la ingesta de alimento son complejos e implican
maultiples sefiales, redundancias y niveles de integracion. Las sefiales incluyen distension
del rumen (regulacién fisica), la liberacion de ciertos péptidos intestinales (regulacion
endocrina) y la oxidacion de los nutrientes ingeridos (regulacion metabolica) (Allen y
Piantoni, 2013). En el periparto, es probable que la “inundaciéon” de AGNE producida por
el estado lipolitico de las vacas, que son rapidamente oxidados en el higado, sea
responsable de la depresion del CMS tipica de este periodo, observada en varios estudios
revisados por Allen (2009). Los “combustibles” que pueden extraerse de la sangre y
oxidarse en el higado de rumiantes incluyen propionato, butirato, AGNE, aminoacidos,
glicerol y lactato. Estos combustibles se oxidan en el ciclo de los acidos tricarboxilicos,
generando CO2 y equivalentes reductores, que luego ingresaran en la cascada de
fosforilacion oxidativa, generando ATP y posiblemente aumentando el estatus energético
del higado y contribuyendo a la saciedad (Allen y Piantoni, 2013).

Cuando la dieta tiene alto contenido de granos, el flujo de propionato al higado
puede aumentar considerablemente durante las comidas, el rapido aumento de la carga de
energia a nivel hepéatico podria reducir el tamafio de la comida y la ingesta de energia,
contrarrestando sus beneficios como precursor de glucosa (Allen, 2000), especialmente
en momentos donde la regulacion del consumo es altamente dependiente del tipo de
“combustible” ingerido. El contenido hepatico de acetil-CoA se eleva durante el estado
lipolitico cuando el flujo de NEFA al higado y la B oxidacion aumentan enormemente

(Reynolds et al., 2003 citados por Piantoni et al, 2015). Durante una comida, las
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reacciones anapleroticas del ciclo del &cido tricarboxilico en los hepatocitos aumentara la
oxidacion de acetil-CoA, generard equivalentes reductores y CO2, y aumentard la
produccién de ATP, posiblemente disminuyendo la ingesta de alimento. En este mismo
sentido, Maldini y Allen (2018) teorizan que la supresion del apetito por el acido
propidnico es probablemente causada por una sefial relacionada a la oxidacion hepatica.
Un mayor flujo de propionato hacia el higado se espera que resulte en una mas rapida
oxidacion de acetil CoA, lo que podria estimular la saciedad y reducir el CMS. Por lo
tanto, la frecuencia de suministro de propionato al higado entre comidas, puede ser una
importante limitante para el consumo de alimento durante el periparto.

Albornoz y Allen (2018) reportaron una reduccion en el CMS cuando
suministraron fuentes mas fermentables de almiddn (grano himedo de maiz vs maiz seco
molido), y los efectos fueron mas marcados cuando estas fuentes se agregaban a dietas
con alto contenido inicial de almidon respecto de las de bajo contenido. En esta linea de
resultados, lo reportado por Gualdron-Duarte y Allen (2017), indica que el acido
propiénico (AP) disminuy6 CMS entre 16.7% y 23.4% comparado con glicerol (GL) para
infusiones isoenergéticas o isomolares a nivel de abomaso en vacas en postparto
temprano. La disminucion en CMS se debi6é a que el AP disminuy0 el tamafio de la
comida en un 12.6% para infusiones isoenergéticas y en un 15.3% para infusiones
isomolares. De manera similar, el AP disminuyé la ingesta de energia digestible en un
15.9% para infusiones isoenergéticas y un 21.7% para infusiones isomolares y el consumo
de EM de 15.9% para infusiones isoenergéticas y un 21.4% para infusiones isomolares
en comparacion con GL. En este mismo estudio los tratamientos no afectaron la duracién
de la comida o la frecuencia de la comida en ninguno de los experimentos, pero tendieron
a aumentar el tiempo entre comidas (intervalo de alimentacion) 48% para infusiones

isoenergeticas (114 vs. 76.9 min; P = 0.09) y 31% para infusiones isomolares (102 vs.
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77.9 min; P = 0.06). También es interesante mencionar los resultados de Abrahamse et
al. (2008), donde a pesar de no detectarse diferencias entre el tipo de suplemento
suministrado (rico en almiddén o rico en carbohidratos estructurales) para una misma
fuente de forrajes (silaje de pastura o de maiz), si se detectaron interacciones entre el
momento de lactancia y el tipo de forraje o suplemento suministrado, habiendo
diferencias entre lactancia temprana y tardia para las variables analizadas, indicando la
diferencia entre los mecanismos de control de consumo que actan en cada etapa.

El tipo de grano suministrado, el método de conservacion y el procesamiento
provocan variaciones en la tasa de pasaje y digestion del almiddn presente en los mismos.
Los granos de cereales que son altamente digestibles en el rumen pueden deprimir el CMS
de vacas lactantes (Allen et al., 2009). En estudios realizados por Allen (2000) y Oba y
Allen (2003), la ingesta disminuyd casi 13% cuando se sustituyeron granos por otros mas
fermentables. Ademas, estos autores demostraron que una fuente de almidén de mayor
fermentabilidad redujo el tamafio de la comida en un 17%, causando una reduccion del
8% en el CMS a pesar de que el intervalo entre cada comida se redujo en 10%.

Se ha demostrado que el uso de grandes cantidades de concentrados de almidon
en la TMR reduce la concentracion de CLA en la grasa de la leche (Griinari et al, 1998).
También hay evidencia que demuestra que aumentar el almidon en la dieta a expensas de
las fuentes de fibra afecta negativamente la funcion ruminal. La rapida fermentacién de
almidon en el rumen disminuye la capacidad buffer y de absorcion de acidos grasos
volatiles, lo que conduce a una disminucion del pH ruminal. Brindar dietas con bajos
contenidos de FDN también disminuye la masticacién, lo que reduce la produccién de
saliva y el paso de sustancias buffer al rumen. Como resultado, un pH ruminal mas bajo

puede disminuir el apetito, la digestion de fibra, la produccion de proteina microbiana y
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la concentracion y composicion de grasa en la leche (Mould et al., 1983; Strobel and
Russell, 1986; Kalscheur et al., 1997, citados por Ranathunga et al, 2010).

Es conocido que cambios en la dieta pueden tener efectos en la composicion de
los &cidos grasos presentes en la leche y sus relaciones. Cabrita et al (2007), reportaron
que los perfiles de acidos grasos de la leche se vieron afectados por el contenido de
almidon y de proteinas, teniendo el almidon el efecto mas importante. Ademas, el
aumento de la concentracion de almidon en la dieta aparentemente disminuyo la
transferencia de acidos grasos poliinsaturados a la leche, lo que sugiere una mayor
canalizacion de &cidos grasos a tejido adiposo.

Desde hace afios, hay numerosas investigaciones que indican que los cambios en
la alimentacion durante la lactancia no solo tienen un efecto inmediato en la produccién
de leche, sino que el plano nutricional durante las primeras semanas de lactancia puede
tener un gran efecto sobre el rendimiento posterior (Jgrgensen et al., 2016). Hace mas de
70 anos se llevaron a cabo las primeras investigaciones sobre la posibilidad de que la
alimentacion previa pudiera afectar la produccion actual de leche.

Estos estudios abarcaron desde la descripcién de cémo la alimentacion prepuberal
puede afectar el potencial de produccidén de leche en lactancias sucesivas, hasta la
evaluacion del efecto del nivel de alimentacion durante el periodo seco en el rendimiento
de la lactancia posterior (Holter et al., 1990; Holcomb et al., 2001, citados por Jgrgensen
etal., 2016).

Otros autores como Broster et al. (1993) se han centrado sobre los efectos
residuales que tiene la alimentacion durante una lactancia, en produccién y condicion
corporal en la lactancia posterior. Broster et al (1989) reportd, en un estudio multi-
lactancias, que las vacas con un nivel de alimentacion inferior al normal segin sus

requerimientos en la lactancia anterior, y en la actual con alimentacion normal, hacen una
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recuperacion compensatoria de las reservas corporales. Esto se logra a expensas de la
produccién de leche en esa lactancia.

Es necesario resaltar que la mayoria de los estudios de efectos residuales durante
la lactancia, suelen recurrir a la fase de lactancia media, ya que evita los problemas de la
lactancia temprana: alta variabilidad de produccion; aumento rapido de la produccion de
leche y CMS; composicién de la leche que cambia rapidamente; movilizacion de las
reservas corporales; y los posibles problemas metabolicos. Tambiéen evita las
complicaciones de la lactancia tardia: baja produccion de leche; influencia de la gestacion

y caidas del CMS al final de la misma.

2.2 Materiales y métodos

El experimento fue llevado a cabo en el tambo Experimental La Fermina de la
Fundacion Instituto de la Leche (FIL) ubicada en el partido de Suipacha, provincia de
Buenos Aires. Todos los procedimientos que involucraron animales fueron aprobados por
la Comision Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL,

cudap exp-uba 0043188) de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires.

2.2.1 Animales y disefio experimental

Para el experimento se utilizaron 24 vacas lecheras de raza Holando (12
multiparas, 554.6 + 25.1 kg PV; 12 primiparas; 568.6 + 23.5 kg PV g, CC 3.25 £ 0.75),
las cuales fueron alojadas en corrales individuales, con acceso permanente a agua de
bebida y a comederos. Los animales se pesaron previo al comienzo de la etapa
experimental y se evalu6 condicién corporal (escala 1 a 5 donde 1 = flaca y 5 = gorda,
Wildman et al., 1982). Adicionalmente, se les realiz6 un chequeo veterinario para evaluar
el estado general de salud de los animales. Las vacas se dividieron en 12 bloques de 2

animales de similares caracteristicas (ver Anexo), y luego cada animal de un bloque fue



20

asignado aleatoriamente a uno de los dos tratamientos experimentales. Los animales se
asignaron al mismo blogue segln peso vivo, condicion corporal, produccion en la
lactancia anterior (multiparas) y fecha estimada de parto. El disefio del experimento
consistio en un disefio en blogues completamente aleatorizado.

Las vacas se ingresaron a los corrales aproximadamente 21 dias antes de la fecha
estimada de parto (segun registros reproductivos del establecimiento), y permanecieron
en el mismo hasta el dia 28 posterior al parto, momento en que finaliz6 la etapa
experimental de cada animal. Si bien el reclutamiento de las vacas se realizd con el
objetivo de lograr por lo menos 21 dias preparto de adaptacion a las condiciones
experimentales, los dias reales obtenidos para cada individuo variaron de un minimo de

7 a un maximo de 44 dias, con 11 vacas con 20 dias 0 menos. (Figura 1).

mCS
1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 14

Bloque

45

Dias en dieta preparto
= [ N N w w i
U o 93] o wu o wu o

o

Figura 1. Dias de alimentacion preparto para cada individuo de cada blogque. CS: suplemento
cascarilla de soja; M: Suplemento maiz

La alimentacion de los dias previos al parto fue similar para todos los animales y
consistio en silaje de planta entera de maiz y 4 kg de alimento balanceado preparto

(PP) comercial para vacas lecheras, con inclusion de sales anionicas (Balanceado
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Preparto, Nutralmix S.A., 9 de Julio, Bs. As. Cuadro 1). La cantidad de silaje

ofrecido a cada vaca se ajustd segun los requerimientos estimados de acuerdo a su

peso (NRC, 2001) para lograr un CMS que cubriera el 100% de los
requerimientos.

A partir del dia del parto y durante 3 dias, la alimentacion consistio en una mezcla
70:30 en base seca de silaje de planta entera de maiz y suplemento (Tratamiento Maiz:
M; o Tratamiento Cascarilla de Soja: CS), y luego del dia 4 hasta el dia 28 dias postparto,
la alimentacion consistio en una mezcla 50:50 en base seca de silaje de planta entera de
maiz y suplemento (M o CS). Las dietas experimentales fueron formuladas para ser
isoproteicas, y diferir en contenido de FDN, FDA y almidon (Cuadros 1 y 2).
Semanalmente se midié materia seca de silaje de maiz para ajustar la proporcién de la
dieta ofrecida.

El suministro del alimento se realiz6 una vez por dia luego del ordefie de la
mafiana, aproximadamente a las 9 am. El alimento se suministré mezclado de forma
manual, en comederos plasticos individuales para cada animal. No se suministré alimento
durante los ordefies. Previo al suministro del alimento de cada dia, se retiraba y pesaba el

remanente del dia anterior.

2.2.2 Toma de muestras y analisis

Todos los ingredientes de la racion (suplementos y silaje) se muestrearon
semanalmente y luego se constituyd un pool de muestras para la totalidad del
experimento. Diariamente se tom6 una muestra del alimento no consumido (rechazo) de
cada comedero, para componer un pool del preparto y de cada tratamiento (PP, CS, M).
A su vez, estas muestras se constituyeron en un pool de cada dieta para la totalidad del
ensayo. Estas muestras compuestas fueron analizadas por MS, a través del secado en

estufa de aire forzado a 105°C durante 4h (AOAC, 2000). Para los anélisis de
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composicion quimica todas las muestras fueron secadas en estufa de aire forzado a 65°C
durante 48 h y luego molidas a un tamarfio de malla de 1mm utilizando un molino Willey
(Arthur H. Thomas, Philadelphia, PA). Las muestras de silaje, concentrados y rechazos
fueron analizadas para proteina bruta (PB), extracto etéreo (EE), almidén (Alm.) y
fracciones analiticas de la fibra (FDN, FDA y LDA). Para el analisis de AG, las muestras
de silaje y suplementos fueron almacenadas en freezer a -20°C y secadas por liofilizacion.
Las técnicas de referencia utilizadas se listan a continuacion y los resultados se muestra

en los cuadros 1y 2

2.2.3 Técnicas de analisis:

e Fibraen detergente neutro, fibra en detergente acido y lignina en detergente acido
(FDN, FDA y LDA): por el método secuencial, con a-amilasa y sin sulfito de
sodio, acorde al procedimiento descripto por Van Soest et al. (1991) en un bafio
procesador (Ankom Technology Corp., Fairpoint, NY, USA).

e Proteina bruta (PB): por técnica micro Kjeldahl transformando el N obtenido en
PB mediante el factor 6,25 (AOAC, 1990).

e Extracto etéreo (EE): extractor Soxhlet, con hexano (AOAC, 1992).

e Cenizas: Por combustion total en mufla (AOAC, 2000).

e Acidos grasos (AG) en forrajes y concentrados: analisis por cromatografia
gaseosa, utilizando el procedimiento de metilacién en un paso descripto por
Sukhija y Palmquist (1988).

Cuadro 1. Composicion de los suplementos utilizados, expresado en g/kg MS.

Ingrediente  Suplemento M Suplemento CS Balanceado
preparto
Maiz 449.94 202.47 200
Expeler soja 337.46 304.84 -
Cascarilla de 168.73 449,94 -

soja
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Urea 14.62 13.5 -
gglrgg”ato de 11.25 11.25 ;
MgSO, 5.62 5.62 23
Sal 10.12 10.12 -
Gluten feed - - 50
ol - -
Qfgzchlllo de i 3 195
Harina de soja - - 380
MgO - - 10
SCa - - 5
CaCl, - - 14.5
NH4CI - - 20
Ndcleo vit-min 2.25 2.25 25

CS: suplemento cascarilla de soja; M: Suplemento maiz;

Cuadro 2. Composicion quimica de los alimentos utilizados durante el experimento (pool de
muestreos semanales), expresado en g/kg MS.

Silaje Maiz ~ Racion PP Suplemento CS  Suplemento M

MS total 270.03 877.09 859.25 855.24
Cenizas 51.92 88.93 80.01 77.65
Proteina bruta 76.13 357.84 24447 260.45
Extracto etéreo 25.44 44.89 50.23 46.44
aFDN mo 411.14 270.11 328.31 266.38
FDA mo 184.43 93.68 208.96 140.68
Hemicelulosa 226.71 176.43 119.34 125.70
Celulosa 172.75 72.77 204.60 131.62
LDA mo 11.68 20.90 4.36 9.06

Almidén 276.69 231.96 202.91 246.30
DMS 793.62 696.75 930.11 812.30
EM (Mcal/kg MS) 2.68 2.94 2.61 2.81

PP: Preparto; CS: suplemento cascarilla de soja; M: Suplemento maiz; MS: materia seca; aFDN: fibra
insoluble en detergente neutro obtenida con amilasa termoestable; mo: materia orgénica; FDA: fibra
insoluble en detergente acido; LDA: lignina insoluble en detergente acido; DMS: digestibilidad de la MS;
EM: energia metabolizable

Cuadro 3. Composicion quimica de los alimentos ofrecidos durante el preparto y la etapa de
adaptacion (dias 1-3) y experimental (dias 4 -28).

Ingrediente (%bs) Dieta PP! Dieta CS1-3> DietaCS DietaM DietaM
4-28° 1-32 4-28°
Silaje de maiz 71.70% 77.2% 45.9% 77.2% 46.2%
Suplemento PP 28.3% - - - -
Suplemento CS - 22.8% 54.1% - -
Suplemento M - - - 22.80% 53.8%

Composicion (g/kg MS)
MS total 441.83 404.37 588.80 403.46 584.87
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Cenizas. 62.39 60.36 67.12 57.79 65.76
Proteina Bruta 155.85 140.36 167.20 118.15 175.29
Extracto Etéreo 30.94 29.87 38.85 30.23 36.74
aFDN mo 371.23 378.99 366.33 378.13 333.26
FDA mo 158.75 163.74 197.70 174.46 160.89
Hemicelulosa 212.48 215.25 168.62 203.68 172.37
Celulosa 144.46 149.95 189.98 163.37 150.62
LDA mo 14.29 13.78 7.72 11.08 10.27
Almidon 264.03 266.49 236.78 269.76 260.34
DMS 766.21 771.53 867.46 797.88 803.67
EM (Mcal/kg MS) 2.75 2.74 2.64 2.71 2.75

PP: preparto M: tratamiento maiz; CS: tratamiento cascarilla de soja; = dieta ofrecida previo al parto; 2=
dieta ofrecida desde el dia del parto hasta el dia 3 postparto; *= dieta ofrecida desde el dia 4 hasta el dia 28
postparto; MS: materia seca; aFDN: fibra insoluble en detergente neutro obtenida con amilasa termoestable
mo: materia organica; FDA: fibra insoluble en detergente acido; Hemi.: hemicelulosa; Cel.: celulosa; LDA:
lignina insoluble en detergente acido; Alm.: almidén; DMS: digestibilidad de la MS

2.2.4 Pesajey CC

El dia de inicio de la fase experimental (aproximadamente 21 dias antes del parto),
el dia 10 aproximadamente previo al parto, y el dia 1, 4, 7, 14, 21 y 28 posterior al parto,
se peso a las vacas mediante el uso de una balanza de barras (Tru-Test, Monitor Tru-Test
XR 3000). Los mismos dias de pesaje, se realiz6 evaluacion de CC (escala 1 a 5,

variaciones de 0.25 puntos), siempre por el mismo observador.

2.2.5 Consumo de alimento

El CMS fue calculado diariamente como la diferencia entre peso de alimento
ofrecido y peso de alimento rechazado, corregidos por el valor de materia seca. La oferta
de alimento fue superior a los requerimientos estimados segln el peso y nivel de

produccion (NRC, 2001) para asegurar un consumo sin restricciones.

2.2.6 Produccion y composicion quimica de la leche
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La produccion de leche fue medida individualmente en cada ordefie durante los
28 dias de fase experimental, mediante el uso de lactometros (Tru-Test Ezi-Test WB). La
produccidn diaria se expresa como la suma de los ordefies am y pm

La produccion de leche corregida por grasa butirosa (GB) al 4% se calcul6 con la

siguiente ecuacion (NRC 2001):

LCG % (kg/d) = 0.4 x produccion de leche (kg/d) + 15 x GB (kg/d)

La produccidn de leche corregida por energia se calculé con la siguiente

ecuacion (NRC, 1989):

LCE (kg/d) = 0.327 x produccion de leche (kg/d) + 12.95 x GB (kg/d) + 7.65

x proteina (kg/d)

Enel dia7, 14, 21y 28 posparto se tomaron muestras de leche en tubos Falcon de
50ml en el ordefie de la mafiana. Las muestras fueron almacenadas a —20°C para el
posterior analisis de AG por cromatografia gaseosa. En los mismos dias de muestreo, se
tomaron muestras de leche de ambos ordefies, las cuales fueron almacenadas en heladera
con el agregado de 4 ml de Azidiol como conservante para el posterior analisis de GB,
proteina, lactosa (Lact.) y soélidos totales (ST) por espectrofotometria infrarroja

(Laboratorio Villa Maria, Lobos, Bs. As.).

2.2.6 Produccion residual de leche

Se utilizaron las mismas 24 vacas que fueron sometidas a las dietas contrastantes

durante la etapa experimental. La alimentacion con dientas contrastantes fue suministrada
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durante 28 dias posteriores al parto. Luego de concluida esta etapa experimental, los
animales fueron derivados al rodeo de produccion del establecimiento y manejados de
acuerdo a lo dispuesto en el mismo. La alimentacion posterior a la etapa experimental
consistio en pastoreo de raigras méas suplementacion con silaje de maiz y balanceado
comercial (16% PB) durante el invierno, y pastoreo de alfalfa mas suplementacion con
silaje de maiz y balanceado comercial (16% PB) durante primavera y verano. La
frecuencia y el horario de ordefie fue el mismo que el realizado durante la etapa
experimental.

La produccion residual de leche fue medida individualmente en cada ordefie con
una frecuencia mensual luego de finalizada la etapa experimental, durante la primera
semana de cada mes, mediante el uso de lactometros (Tru-Test Ezi-Test WB). La
produccidn diaria se expresa como la suma de los ordefies am y pm el dia de la medicion

de produccion.

2.2.7 Extraccion de &cidos grasos en leche

Como primer paso se realizo la extraccion del extracto etéreo mediante doble
centrifugacion, siguiendo el método Luna, Juarez y De la Fuente (2005)

Uno de los métodos que describe los planteamientos para la extraccion de grasas
a partir de una matriz alimentaria es la transesterificacion de los acidos grasos en ésteres
metilicos de acidos grasos (FAME). Los FAME fueron preparados por metanolisis
catalizada por bases de glicéridos.

El procedimiento consistié en pesar aproximadamente 25 mg de muestra (grasa
total), afiadir 200 ul de hexano y llevarlo a agitacién en Vortex. A continuacion, se
agregaron 50 pl de KOH (2N) en MetOH y se llevd nuevamente a agitacion durante 1

minuto. Finalizado este proceso, se dejo reposar durante 5 minutos y luego se afiadié 125
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mg de NaHSO4, y posteriormente fue llevado a centrifugacion a 50 rpm durante 3
minutos a 0°C. Finalmente, se recogié el sobrenadante (grasa) y se inyecto en el
cromatografo gaseoso (dilucion 100 ul en 200 pl de Hexano).

El analisis de FAME en hexano se realizd en un cromatografo gas-liquido (Varian

CP3800, Walnut Creek, CA — USA) equipado con un detector de ionizacion de llama.

2.2.8 Anélisis del perfil de acidos grasos

Para el analisis de AG en leche, se tomaron 25mg de grasa y fue transformada en
acidos grasos metil-esters (FAME) por medio de la metanolisis basica de los glicéridos
con KOH en metanol de acuerdo con procedimiento ISO-IDF (ISO —IDF, 2002). Para el
analisis cromatografico se utilizd un equipo Varian, modelo CP3800 equipado con
detector FID, con columna capilar CP-Sil 88(100m*0.25mm*0.20pm of Varian CP7489).
La temperatura del inyector y del detector fue de 250°C. El gas carrier utilizado fue el
helio, mantenido a un flujo constante de 1.0 mL/min. Se inyect6 1 pl de muestra con un
split de 1:100. La temperatura de la columna se mantuvo en 45°C durante 4 min, luego
se incremento desde 45 a 165°C a una tasa de 13°C/min y fue mantenida durante 35 min;
finalmente se incremento desde 165 a 215°C a una tasa de 4°C/min, mantenida durante
30 min. El tiempo total de la corrida fue de 90 min.

Los acidos grasos fueron identificados comparando los tiempos de retencién
relativa con los estandares individuales de acidos grasos (PUFA-2 Animal Source, Grain
Fatty acid Methyl Ester Mix, Octadecadienoic acid, conjugated, methyl ester, trans-11-
Vaccenic Methyl Ester, cis-11-Vaccenic Methyl Ester, trans-9-Elaidic Methyl Ester and
37-Component FAME mix, Sigma-Aldrich, USA). Los resultados analiticos fueron
expresados como porcentaje del total de acidos grasos.

Los indices de acidos grasos fueron calculados de la siguiente manera:
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| Indice A9 —desaturasa:

[C14:1/(C14:0 + C14:1)], de acuerdo con Lock y Garnsworthy (2003)

indice de aterogenicidad:

(C12:0 + 4xC14:0 + C16:0) / (MUFA + PUFA), segun Chilliard et al. (2003).

2.2.9 Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software SAS (SAS 9.4, SAS
Institute Inc., Cary, NC). Los resultados fueron analizados como un disefio en bloques
completos aleatorizados utilizando el procedimiento mixto (PROC.MIXED), donde el
animal se incluy6 como efecto aleatorio. Las medias fueron comparadas mediante test de

Tukey (o= 0.05). La ecuacion del modelo se describe como:

Yijk = n + bloquei +tratj + diax + (trat *dia)jk + Errorijx

donde: pn es la media general, bloquei es cada grupo de 2 animales, trat;j es el efecto del
tratamiento (Maiz o Cascarilla), diak representa el dia de muestreo, (trat*dia)jk es la
interaccion entre tratamiento y dia de muestreo, y Errorijk es el error experimental. Las
diferencias fueron declaradas significativas con P < 0.05 y las tendencias se discutieron

cuando P < 0.10.

2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Consumo de alimento
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Los resultados de consumo de alimento para cada tratamiento se presentan en el

cuadro 4 y se grafican para todo el periodo experimental en la figura 1.

Cuadro 4. Efecto de los tratamientos sobre el consumo de alimento (kg MS/dia).

Tratamiento Significancia
EEM .
M Cs Trat.! Dia TxD
CMS PP (kg/dia) 11.82 11.72 0.23 0.75 0.01 0.07
CMS 28 (kg/dia) 18.50° 20.85° 0.55 <0.005 <0.0001 0.42

M= tratamiento maiz; CS= tratamiento cascarilla de soja; CMSPP = consumo de materia seca preparto;
CMS!28 = consumo de materia seca posparto; 1: A pesar de suministrarse una dieta Gnica a todos los
animales preparto, se separan para el analisis como “tratamiento” a las vacas que posteriormente serfan
asignadas a cada una de las dos dietas experimentales.
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Figura 2. Evolucion del consumo de alimento (kg MS/dia) desde 14 dias antes del parto hasta el
dia 28 posparto. La flecha en el dia 0 indica el momento del parto. Las estrellas sobre el gréfico
indican dia de muestreo donde se encontraron diferencias significativas (P<0.05).

El CMSPP no presentd diferencias entre los animales que posteriormente
recibieron las dietas contrastantes en fuente energética (cuadro 4). Los animales
alimentados con el suplemento CS tuvieron un consumo de alimento significativamente
mayor (P<0.0001) durante la etapa posparto. Esta diferencia represento 2.35 kg MS
adicionales. Similares resultados fueron encontrados por Adin et al. (2009) con vacas en
la misma fase de lactancia (26.9 vs 25.1 kg. MS/dia), aunque en sus experimentos

reemplazaban silaje de maiz por CS, obteniendo dietas con menor contenido de FDN y
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FDN fisicamente efectiva, lo que explicaria en parte los resultados obtenidos. Estos
mismos y otros autores en estudios previos habian encontrado resultados similares en
lactancia media (Miron et al., 2008; Adin et al., 2008).

Estos resultados son consistentes por los reportados por Stone (1996), donde el
reemplazo de 14% de la MS de grano humedo de maiz por CS, en un experimento de 14
semanas de duracion iniciado en el momento del parto, incrementé el CMS de vacas
multiparas en 2 kg/dia. El autor sugirié como explicacion que los niveles de almidon de
la dieta control eran demasiado elevados, lo que pudo derivar en una acidosis subclinica
que deprimi6 el consumo de este grupo de animales. De todos modos, no se reportaron
los contenidos de almiddn de ambas dietas, por lo que esta afirmacidn no es segura.

Abrahamse et al. (2008) disefiaron un experimento con el objetivo de evaluar el
efecto de suministrar dietas TMR que difieren en la fuente de forraje y en el agregado de
suplementos ricos en carbohidratos estructurales o no estructurales, a vacas en lactancia
temprana y lactancia tardia, sobre el comportamiento ingestivo a corto plazo, el CMS, las
variables de fermentacion ruminal y la produccion de leche. Los resultados obtenidos
indicaron que el efecto sobre el comportamiento ingestivo fue mas pronunciado entre los
tratamientos que diferian en la composicion de forraje que entre los tratamientos que
diferian en la composicion del concentrado, lo que probablemente esté relacionado con
mayores diferencias en la composicién quimica y el tamafio de particula entre el silaje de
maiz y el silaje de pastura que entre los 2 concentrados. La unica diferencia detectada en
el CMS total fue para el tratamiento con silaje de pastura y suplemento rico en
carbohidratos estructurales, el cual tuvo los menores valores, lo que probablemente sea
explicado por el mayor contenido de FDN.

Es conocido que la concentracion de FDN en la dieta de y el CMS estan inversa 'y

fuertemente correlacionadas (Hoover, 1986; Mertens, 1994; Armentano y Pereira, 1997
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citados por Ipharraguerre, 2003). Las dietas que contienen méas de 32% de FDN pueden
limitar el CMS de las vacas que producen alrededor de 40 kg/d de leche (Mertens, 1994).
Sin embargo, cuando los niveles de produccion se encuentran en el orden de los 20 kg/d,
se requiere considerablemente mas FDN en la dieta (aproximadamente 44%) para
restringir el CMS. En una extensa revision de varios trabajos en los cuales el maiz fue
reemplazado por CS, realizada por Ipharraguerre en 2003, aunque el contenido de FDN
fue similar o superior a esos limites, no fue evidente la relacién entre CMS y la
concentracion de FDN en la dieta. Resultados similares obtuvieron Armentano y Pereira
(1997) cuando agruparon datos de 32 estudios e indicaron que la correlacion entre el CMS
y el contenido de FDN de las dietas, cuando esta provenia de fuentes no forrajeras, no fue
significativa. Miron et al (2003), encontraron una ingesta aparentemente superior de FDN
(P=0.09) al remplazar parte del silaje de maiz de una TMR por CS, pero esto no tuvo
efectos significativos sobre el CMS. Esto puede deberse a que CS contiene un conjunto
de FDN potencialmente degradables mayor que el de la mayoria de los forrajes.
Finalmente, el tamafio de particula mas pequefio y su mayor gravedad especifica podrian
duplicar la tasa de pasaje del rumen en comparacion con los forrajes (Ipharraguerre y
Clark, 2003).

Una posible explicacién de la discrepancia entre los efectos de la FDN proveniente
de distintas fuentes sobre el CMS puede ser la naturaleza quimica y fisica diferente de la
FDN de forrajes y CS. Ranathunga et al (2010) detectaron diferencias en el CMS al
comparar 4 dietas con niveles decrecientes de almidon (29%, 26%, 23%, 20%) obtenidos
al reemplazar grano de maiz por fibras no forrajeras (granos secos de destileria y CS).
Los mayores consumos se dieron en la dieta con mayor contenido de almidén y los
menores con la de menor contenido (25.6 vs 22.9 kg.MS/dia). Estas discrepancias con los

resultados obtenidos en nuestro experimento pueden deberse a la etapa de la lactancia en
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la que se suministraron las dietas (77 £ 33 dias en lactancia (DEL)), donde las sefiales de
saciedad del tipo metabdlicas son menos dominantes que las del tipo fisicas.

Como puede apreciarse en el cuadro 2, el contenido de FDN del tratamiento CS
estd en el orden de 32.8%, lo que no supondria una limitante fisica para el consumo segun
lo expuesto en parrafos anteriores, sobre todo si se tiene en cuenta los niveles de
produccién obtenidos durante la etapa experimental (cuadro 5). Ademas, esta
ampliamente estudiado que los mecanismos que regulan el consumo en el periodo de
transicion, no son los mismos que actdan durante el resto de la lactancia o fuera de este
periodo.

Por lo tanto, es posible que el reemplazo de fuentes de energia rapidamente
disponibles para su oxidacion en higado (almidon) por otras fuentes energéticas menos
rapidamente disponibles para su oxidacion hepatica (fibras de alta degradabilidad como
la CS), expliquen las mayores ingestas obtenidas con este tipo de dietas en el postparto
temprano. En la figura 1 puede observarse como la ingesta de alimento (kg MS/dia) fue

significativamente superior en 19 de los 28 dias de la etapa experimental.

2.3.2 Produccion y composicion de leche

Cuadro 5. Efecto de los tratamientos sobre la produccion y composicion de leche

Tratamiento Significancia
EEM ~
M CS Trat. Dia TxD

Produccion de leche 2551 2454 121 057 <0001 0.83
(I/dia)
LCG** (l/dia) 24.37 23.78 0.45 0.57 <.0001 0.95
LCE (l/dia) 28.22 26.32 1.68 0.42 0.28 0.84
Composicién (g/100
ml))

GB 4.03 3.91 0.09 0.35 <.0001 0.37

Proteina 3.62 3.57 0.06 0.57 <.0001 0.72

Lactosa 4.82 4.93 0.05 0.06 <.0001 0.84
Sélidos totales 13.57 13.61 0.13 0.82 <.0001 0.37

Rendimiento (kg/dia)
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GB 1.08 1.04 0.06 0.66 0.08 0.73
Proteina 1.00 0.94 0.05 0.34 0.02 0.81
Lactosa 1.34 1.30 0.07 071 <.0001 0.69
Sélidos totales 3.73 3.54 0.19 047 0.01 0.36

M= tratamiento maiz; CS= tratamiento cascarilla de soja; TxD = interaccion tratamiento x dia. LCG**=
leche corregida al 4% de GB; LCE= leche corregida por energia (4%GB, 3% proteina) GB= grasa butirosa
Diferencias significativas: P < 0.05; Diferencias altamente significativas: P < 0.01

No se detectaron diferencias en produccion, LCG**, LCE, composicion de leche
y rendimiento, cuando se reemplazd parte del almidon de la dieta por CS. La produccién
fue similar para ambos grupos (cuadro 5), en el orden de los 25 I/dia durante los primeros
28 dias de lactancia. Si bien los contenidos de almidon de las dietas suministradas son
menos contrastantes (cuadro 3), nuestros resultados se encuentran en concordancia con
los obtenidos por Boerman et al (2015), cuando compararon vacas alimentadas con CS,
con dietas conteniendo 12% de almidon, con vacas alimentadas con grano de maiz, con
contenidos de almiddn del orden del 30 % del total de la dieta. En el citado experimento,
las vacas que se encontraban en el extremo inferior del rango de produccion de leche
analizado por los autores (<30 kg/dia), pudieron mantener la produccién de leche al
disminuir el contenido de almidon de la dieta. Esto puede explicarse por el menor
requerimiento de precursores de glucosa por el menor nivel de produccién. Por el
contrario, las vacas de mayor produccién respondieron mas negativamente a una
reduccion en la concentracion de almidén que las vacas de baja produccién.

Similares resultados encontraron Ranathunga et al. (2010) al comparar cuatro
dietas con niveles decrecientes de almiddn, en las cuales reemplazaban grano de maiz con
fuentes de fibra no forrajera (granos secos de destileriay CS). Resultados similares fueron
encontrados por Adin et al. (2009) con vacas en la misma fase de lactancia que la
estudiada en nuestro experimento, aunque en sus experimentos reemplazaban silaje de
maiz por CS, donde no encontraron diferencias en rendimiento de proteina 'y GB, y por

Sun y Oba (2014), quienes no reportaron diferencias en produccién de leche ni en GB y
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proteina al incluir fuentes de fibra no forrajera (en este caso granos secos de destileria) al
17% del total de la MS de la dieta en reemplazo de una fuente de almidén altamente
degradable (grano de cebada) en vacas en lactancia temprana.

Dann et al. (2014) evaluaron dietas con tres niveles de almidon (17.7, 21y 24.6
%) y sus efectos en el corto plazo entre otras variables, sobre la produccion y composicién
de leche, de vacas produciendo 40.8 + 1.6 l/dia en lactancia media (118 £ 5 DEL), y
Ilegaron a la conclusidn de que, en esas condiciones, el contenido de almidon de la dieta
no tenia efectos mensurables sobre las variables analizadas.

En el trabajo de Firkins y Eastridge (1992), se compar6 una dieta control, que fue
formulada para contener 28% de NDF contra una dieta que se formulé de tal manera que
aproximadamente el 20% de CS reemplazo al concentrado (basado en grano de maiz). A
diferencia de los observados en nuestro experimento, los resultados obtenidos por los
autores antes citados, indicaron una tendencia a mayor produccion y LCG** (P=0.15).
También detectaron una depresion en el contenido de proteina de la leche, aunque esto
probablemente se debid a que la dieta experimental ademas contenia un agregado de 2%
de grasa ademas de la CS

Otros estudios que compararon los efectos de fibras no forrajeras y almidén en la
produccién de leche, fueron el de Ipharraguerre et al. (2002a) quienes evaluaron el efecto
de reemplazar el maiz molido seco con CS en concentraciones de 0 a 40% de MS de la
dieta en vacas de baja produccion (30 kg/d), y el de Voelker y Allen (2003) quienes
estudiaron el efecto de reemplazar el grano de maiz hiumedo con pulpa de remolacha a
concentraciones de hasta 24% de MS de dieta. En ambos estudios no se encontraron
cambios en produccion de leche. Ipharraguerre et al. (2002b) en cambio, si encontraron
aumentos en GB en dietas con altas inclusiones de CS, pero cuando analizaron la lactancia

media (112 DEL promedio).
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A pesar de no encontrar diferencia entre tratamientos en las variables analizadas
para composicion de leche, si se encontr6 como era de esperar, un efecto del dia de

muestreo, con mayores valores al principio de la lactancia, y disminuyendo a lo largo del
periodo experimental (P<0.0001) (figura 3).
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Figura 3. Evolucion de la composicion de la leche a lo largo del periodo experimental. DEL =
Dias en lactancia

Este comportamiento de las variables de composicion de la leche fue reportado
hace mas de 30 afios por Davies et al. (1983). El porcentaje de grasa de la leche varia
segun la etapa de lactancia, con los valores mas altos generalmente en el calostro, seguido
de una disminucién durante los primeros 2 meses de lactancia, presentando luego un
aumento lento a medida que avanza la lactancia. A su vez, la etapa de la lactancia también
tiene una influencia considerable en la concentracion de proteinas de la leche (Davies et
al., 1983; Ng-Kwai-Hang et al., 1982, 1985; Rogers y Stewart, 1982). Al comienzo de la

lactancia, el calostro es excepcionalmente rico en proteinas que contienen grandes
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cantidades de inmunoglobulinas y aproximadamente el doble de los niveles de caseina,
beta-lactoglobulinay alfa-lactoalbdmina que se encuentran en la leche de media lactancia.
Las cantidades totales de proteina disminuyen rapidamente durante los primeros dias de
transicion del calostro a la leche normal y alcanzan un minimo aproximadamente a las 5
a 10 semanas en lactancia, mostrando un comportamiento inverso a la evolucion de la
produccién de leche. La tendencia (P=0.06) al aumento en el porcentaje de lactosa para
el tratamiento CS puede estar explicado por el mayor CMS para los animales que
recibieron esta dieta. A pesar de a priori contar con menos precursores de acido
propidnico, y por ende menor cantidad de precursores gluconeogeénicos por kg de MS, el
aumento de consumo considerable (2.35 kg MS/dia) probablemente haya aportado mas

de estos precursores en total.

2.3.3 Efecto residual en la produccion de leche

Cuadro 6. Produccion de leche de las vacas que pertenecieron a ambos tratamientos en los 7
controles lecheros luego de finalizado el periodo experimental.

Tratamiento Significancia
Mes post etapa EEM ]
experimental M CS Tratamiento
1 30.51 29.05 1.96 1
2 28.30 26.25 1.89 0.99
Produccion 3 31.49 26.23 3.00 0.88
de leche 4 31.28 25.95 1.94 0.27
(I/dia) 5 29.45 25.30 1.84 0.59
6 27.09 23.95 1.91 0.92
7 26.98 23.55 2.05 0.91

M= Tratamiento maiz; CS = Tratamiento cascarilla de soja; EEM = Error estdndar de la media;
significativas: P < 0.05

Se encontraron diferencias significativas entre la produccidn posterior a la etapa
experimental para los animales que habian recibido las diferentes dietas. Las vacas que
durante los primeros 28 dias en lactancia habian recibido el tratamiento M, presentaron

una mayor produccién promedio (P <.01) de los 7 controles lecheros posteriores a la etapa
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experimental (1 control lechero mensual). La produccién promedio fue de 29.3 I/d para
las vacas que habian recibido el tratamiento M, y de 25.75 para las que habian recibido el
tratamiento CS.

La diferencia méas importante en produccion entre las vacas que habian recibido
las diferentes dietas, se presentd a partir del mes 3 post etapa experimental, siempre mayor
para las vacas que habian recibido el tratamiento M (cuadro 6 y figura 4) durante los

primeros 28 dias en lactancia.
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Figura 4. Evolucion de la produccién de leche en los 7 controles lecheros post etapa experimental,
para las vacas que habian recibido los diferentes tratamientos durante la etapa experimental.

Una explicacion posible para las diferencias encontradas en la produccion residual
luego de recibir estas dietas contrastantes, puede deberse a que la reduccién de aportes
nutritivos a las vacas en la lactancia temprana, en nuestro caso por un menor CMS y un
mas severo y prolongado BEN (este tema seré abordado en el capitulo 3), provoca entre
otras cosas, una mayor movilizacion de las reservas corporales (Friggens et al., 1995,
citado por Jgrgensen et al., 2016). Durante la lactancia temprana, el control del consumo
de alimento por oxidacion hepatica toma protagonismo, y luego disminuye a medida que

tiende a desaparecer el estado lipolitico posterior al parto (Allen y Piantoni, 2013). Cabe
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recordar que las dietas experimentales diferian en contenido de almiddn, siendo de 27%
y 23.6 % para M y CS respectivamente (ver capitulo 2, cuadro 3).

El efecto de residual, de mayor o menor duracion, parece estar relacionado con la
particion de nutrientes entre la produccion de leche y las reservas corporales. De acuerdo
a Ganche et al. (2013), vacas con bajo nivel de nutrientes en la lactancia temprana, ya sea
por dietas con menor contenido de los mismos, o por menor CMS, aumentaron la sintesis
de leche cuando se incremento la alimentacion y al mismo tiempo las vacas ganaron mas
peso en la lactancia posterior debido a un CMS en pastoreo significativamente mayor.

Otra posible explicacion para las diferencias encontradas entre tratamientos para
la produccién residual de leche, es que las vacas asignadas al tratamiento M durante la
etapa experimental, lograron un pico de produccion mayor y de mayor duracion luego de
terminada esta etapa. Es probable que, al prolongar la etapa experimental durante 28 dias,
las vacas asignadas al tratamiento CS hayan tenido un aporte insuficiente de almidén, y
por ende menor gluconeogénesis, lo que les impidid lograr producciones potencialmente

mas altas a pesar de haber tenido un mayor CMS durante esa etapa.

2.3.4 Perfil de acidos grasos de la leche

Cuadro 7. Perfil de &cidos grasos de la leche de vacas suplementadas con fuentes contrastantes
de energia durante los primeros 28 dias postparto.

FA (g9/100g Tratamiento EEM Dia EEM Significancia

FAME) M CS 7 28 Trat. Dia TxD
C4:0 206 225 008 213 218 006 0.0 050 0.04
C6:0 189 193 004 199 185 005 049 017 0.25
C8:0 139 141 005 148 132 005 064 0.08 043
C10:0 338 327 012 349 316 013 050 012 031
C10:1 018 017 001 016* 0.19° 001 0.11 001 0.25
C11:0 090 074 002 074 089 001 027 013 0.08
C12:0 375 364 016 388 351 016 057 016 0.56

Cis9 C12:1 0.044* 0.035" 0.003 0.034* 0.045° 0.002 0.02 <0.01 0.60
Cisll C12:1 0.11 0.12 001 010 013 0.01 055 0.15 0.09
C14:0 10.90  10.50 025 10.68 10.72 0.24 0.26 0.91 0.93
Cis9 C14:1 0.60 0.51 0.03 046 065 0.02® 0.09 <0.0001 <0.05
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C15:0 0.85 0.90 006 081 094 004 044 <005 0.36
ai 15:0 041 0.48° 0.02 039 05" 019 <0.05 <0.0001 0.97
C16:0 26.07 26.44 090 27.00° 25.51" 0.67 0.76 0.05 0.10
Ci16:1 0.96 0.98 005 101 093 0.04 0.72 0.18 0.14
C17:0 0.54 0.59 002 059 054 002 0.13 0.08 0.59
Cis 10 C17:1 0.22 0.23 0.03 0.26° 0.19° 200 0.65 <001 0.89
C18:0 1042 1072 028 11.3* 9.84°> 026 042 <0.001 0.84

trans6-8 C18:1 0.65 0.61 0.07 0.51* 075 0.05 0.62 <0.0001 <0.05
Trans 10

C18:1 2.93 2.35 0.60 151 3.77° 040 046 <0.0001 <0.01
Trans 11
C18:1 2.24 2.75 024 2.88 211 019 0.13 <0.01 0.08

Cis9C18:1 19.11  18.63 1.03 18.65 19.10 0.80 0.72 0.63 0.51

Cis11C1s8:1 0.69 0.51 012 056 0.64 009 0.26 0.48 <0.05
Cis 9, cis 12

C18:2n6 3.54 3.43 0.18 276* 4.22° 0.14 0.65 <0.0001 <0.05
Cis 9, trans 11

CLA 0.77 0.87 005 084 080 0.04 0.15 0.52 <0.05
Trans 10, cis

12 C18:2CLA 0.39*  0.26° 0.00 - 0.03 0.00 0.05 - -
18:3n3 0.46 0.49 0.03 0.42® 0.53° 002 048 <0.0001 0.26
C20:0 0.14 0.14 001 014 014 000 0.8 0.92 0.37
C20:4 n6 0.16 0.17 0.01 0.18* 0.15° 0.01 044 <0.05 0.09
C20:5n3 0.039 0.043 0.002 0.045% 0.037° 0.002 0.11 <0.05 0.16
C22:0 0.36 0.40 007 036 040 0.05 0.69 0.38 <0.05
C22:5n3 0.10 0.10 0.00 0.11* 0.09° 000 0.62 <0.001 0.65
SFA 61.36 63.18 213 64.1* 60.44> 168 052 <0.05 0.11
MUFA 28.12 27.01 154 26.77 2837 117 0.58 0.23 0.40
PUFA 5.09 5.11 0.24 4.34* 587° 0.18 0.94 <0.0001 0.13
n3 0.59 0.63 0.03 057 0.65° 002 036 <0.01 023
né 3.70 3.60 020 2.93* 438 015 0.68 <0.0001 <0-05
n6/n3 6.23*  5.67° 012 521* 6.69° 0.11 <0.05 <0.0001 0.09
VAICLA 2.92 3.23 019 3.46* 269" 020 0.24 <0.05 0.88
Indice A9

desaturasa 0.06 0.05 0.00 0.04*® 0.06° 000 0.09 <0.001 045
Indice de

aterogenicidad  2.28 2.31 018 246 213 014 0.87 0.06 0.28

M= Tratamiento maiz; CS = Tratamiento cascarilla de soja; EEM = Error estandar de la media; Trat. =
Tratamiento; Dia = Dia de muestreo postparto; TxD = interaccion tratamiento x dia. Diferencias
significativas: P < 0.05; Diferencias altamente significativas: P < 0.01. FAME= acidos grasos-metyl éster;
VA = Acido vaccénico; CLA= Acido linoleico conjugado; SFA = Sumatoria de 4cidos grasos saturados;
MUFA = Sumatoria de &cidos grasos monoinsaturados; PUFA = Sumatoria de acidos grasos
poliinsaturados; n3= Acidos grasos omega 3; n6= Acidos grasos omega 6. a-b Superindices en una misma
fila indican diferencias entre medias.

Se encontraron diferencias significativas en la concentracion del acido graso trans
10, cis 12 C18:2 CLA siendo mayor para el tratamiento M. El CLA trans-10, cis-12 es

producto de la biohidrogenacion incompleta del acido linoléico (C18:2) y la fuente
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principal de este acido son los aceites vegetales como el de soja y girasol. La
biohidrogenacion del acido linoléico tiene como producto final el &cido estearico (C18:0)
pero productos intermedios son el acido rumenico (C18:2 cis-9, trans-11) y el acido
vaccénico (C18:1 trans-11) (Griinari y Bauman, 1999). Este proceso puede ser alterado
por la relacion forraje/concentrado (Kucuk et al., 2001), el pH ruminal (Kucuk et al.,
2001; Schroeder et al., 2004) y el tiempo de retencion o tasa de pasaje en rumen
(Dewhurst et al., 2003).

En general cuando la relacion forraje: concentrado es baja, o el pH ruminal
disminuye, las vias de biohidrogenacion cambian y se produce un incremento de isdmeros
trans-10. Algunos trabajos in vivo encontraron que el contenido de CLA trans-10, cis-12
aumenta cuando los animales son suplementados con grano de maiz (Loor et al., 2003),
tal como ocurrid en nuestro estudio.

Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos para la n6/n3, con
valores superiores para el tratamiento M. Esta relacion es altamente influida por la dieta.
Las posibles alteraciones de la dieta que modifican esta relacion en la leche incluyen la
reduccién de la ingesta de acidos grasos n-6 y el aumento de la ingesta de acidos grasos
n-3. Estas proporciones se han vuelto altas debido a tanto al aumento de la ingesta de
acidos grasos n-6 como a la disminucion de la ingesta de acidos grasos n-3. La
alimentacion moderna con alta proporcién de cereales ha contribuido a estos cambios.

En nuestro experimento, las vacas del tratamiento M recibieron un suplemento
con 45% de grano de maiz en su composicién, lo que es consistente con las altas
relaciones de n-6/n-3 encontradas en la leche de este grupo de animales. Estos resultados
son consistentes con los reportados en el estudio de Benbrook et al. (2018), donde los
perfiles de acidos grasos de vacas alimentadas con mayor proporcion de concentrados,

presentaron los valores mas altos en la relacion n-6/n-3.
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Es importante recordar los efectos estudiados de estos acidos grasos sobre la salud
humana. Usando modelos animales se ha podido demostrar que la ausencia de acidos n-
3 esta asociada a procesos inflamatorios diversos. Se reconocen también efectos benéficos
de los acidos n-3 sobre enfermedades cardiovasculares como hipertension o isquemia. En
este panorama también la relacion de acidos grasos n-6:n-3 ha perdido su equilibrio
recomendado (2:1 a 4:1) desde el punto de vista nutricional (Coronado et al., 2006).

Otra diferencia significativa se encontrd en la concentracion de acido lauroléico
(cis-9, 12:1). Este acido graso n-3 es muy poco presente y muy poco estudiado, y
unicamente se encuentra en la leche de vaca. En un estudio de Schennink et al (2009) se
encontré una relacion positiva entre un polimorfismo del gen de la prolactina y la
concentracion de este acido graso. La prolactina es una hormona secretada por la hipofisis
anterior con multiples funciones, incluyendo papeles criticos en el desarrollo de la
glandula mamaria, lactogénesis y galactopoyesis. La relacion entre la prolactinay el acido
lauroléico no es clara.

También se encontraron diferencias entre tratamientos para uno de los isdmeros
del &cido pentadecanoico (15:0), siendo mayor para el tratamiento CS. Esta diferencia
podria indicar cambios en la poblacién microbiana a nivel ruminal (Conte et al, 2022).
Generalmente, los acidos grasos de cadena impar (AGCI) se consideran marcadores
microbianos del ecosistema ruminal (Kaneda, 1991, Vlaeminck et al., 2006, Bessa et al.,
2009, citados por Conte et al, 2022) porque son sintetizados por bacterias del rumen, que
los utilizan para modular la fluidez de sus membranas, de acuerdo con un punto de fusion
mas bajo que sus contrapartes de cadena lineal. Por lo tanto, el perfil de AGCI y sus
contrapartes de cadena par, pueden reflejar la abundancia relativa de poblaciones

bacterianas (Vlaeminck et al. 2006, citado por Conte et al, 2022).
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En el estudio de Conte et al (2022), se encontraron correlaciones positivas entre
el isomero del &cido pentadecanoico (15:0) y bacterias del género Prevotellaceae y
Ruminococus, ambas bacterias celuloliticas, lo que es consistente con nuestros hallazgos,
de mayores valores de este isomero en la dieta con el suplemento CS, que contenia mayor
contenido de fibra (cuadro 2). La relacién entre la dieta y el microbioma sera abordada

en el capitulo 4.

2.4 Conclusiones

Es posible que el reemplazo de fuentes de energia rapidamente disponibles para
su oxidacion en higado (almiddn) por fibras de alta degradabilidad, menos rapidamente
disponibles para su oxidacion expliquen las mayores ingestas obtenidas con este tipo de
dietas en el postparto temprano. Sustentando en este aumento del CMS, entendemos que
se explica la tendencia (P=0.06) al aumento en el porcentaje de lactosa para el tratamiento
CS. A pesar de a priori contar con menos precursores de &cido propiénico por kg MS, y
por ende menor cantidad de precursores gluconeogénicos, el aumento de consumo
considerable probablemente haya aportado mas de estos precursores.

En linea con esta suposicion, podemos hipotetizar que, a los 14 dias postparto, las
vacas se encontraban en una condicion metabdlica y hormonal de recibir dietas de alta
produccion, en donde dejan de predominar los mecanismos de control de consumo
mediados por la oxidacion hepatica de nutrientes, por lo que mantener a los animales en
dietas con menor contenido de almidon puede tener repercusiones en la produccion de
leche actual y futura. Estos mecanismos seran abordados en mayor profundidad en el

capitulo 3.
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CAPITULO 3

Indicadores metabolicos de estatus energético, marcadores de inflamacion y salud
hepatica durante el periodo de transicion

3.1 Introduccién

La genética, la nutricion y el manejo son los principales impulsores del aumento
de la produccion de leche en las vacas lecheras modernas (Baumgard et al., 2017). Este
proceso ha dado como resultado vacas que tienen una altisima capacidad para dividir los
nutrientes de la dieta y las reservas corporales con el objetivo principal de apoyar la
produccion de leche. La tasa de secrecion de leche durante los primeros 2 a 3 meses
después del parto aumenta rapidamente, mientras que el CMS aumenta a un ritmo menor,
alcanzando un méximo varias semanas después del pico de produccion de leche
(Coppock, 1985, citado por Daros, 2022). Por lo tanto, durante estas primeras semanas
de lactancia, la vaca necesita poder movilizar reservas corporales para compensar la
brecha entre la ingesta y la produccion. Esta movilizacion de reservas trae como
consecuencia el aumento de AGNE en la circulacion sanguinea, que normalmente
precede al aumento de cuerpos cetdnicos, principalmente BOHB.

En una serie de estudios en el noreste de los Estados Unidos por Ospina et al.
(20104, b), los investigadores de examinaron (1) los puntos de corte de concentracion de
AGNE y BOHB que estan asociados con un mayor riesgo de enfermedades posparto, peor
rendimiento reproductivo y menor produccién de leche; (2) las magnitudes de estos
riesgos; y (3) la frecuencia de aparicion de animales con concentraciones elevadas de
AGNE y BOHB en rodeos alimentados con TMR y alojadas en establos. En 100 rodeos

(tamafio promedio = 840 vacas) y 2758 vacas, encontraron fuertes asociaciones entre
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valores elevados de estos metabolitos y eventos posteriores no deseados en animales que
en otros aspectos estaban aparentemente sanos.

Esas vacas con concentraciones de AGNE> 0.3 Mmol/l entre 2 y 14 d preparto
tenian un riesgo 2 veces mayor de cualquier enfermedad metabolica posparto
(desplazamiento de abomaso, metritis o cetosis clinica), tenian > 15% menos
probabilidades de quedar prefiadas a los 70 dias después del periodo de espera voluntario,
y producian aproximadamente 680 kg menos leche (lactancia corregida a 305 dias) que
aquellas con concentraciones mas bajas. A su vez, concluyeron que aquellas vacas con
concentraciones de AGNE> 0.6 Mmol/l entre 3y 14 dias después del parto tuvo > 4 veces
mayor riesgo de enfermedades posparto (desplazamiento de abomaso, metritis o cetosis
clinica) y tenian > 15% menos probabilidades de quedar prefiadas a 10s70 d después del
periodo de espera voluntario. Las vacas multiparas producian aproximadamente 500 kg
menos leche (lactancia corregida a 305 dias) que aquellos con concentraciones mas bajas.
No sucedia lo mismo con las vacas primiparas.

Cuando la ingesta de energia no es suficiente para mantener los altos niveles de
produccién de leche, las vacas experimentaran un BEN. Estos cambios, junto con una
respuesta inflamatoria compleja (Bradford et al., 2015), contribuyen a la alta incidencia
de enfermedades metabdlicas e infecciosas en este periodo (Ingvartsen et al., 2003) tanto
en pastoreo (Olmos et al., 2009; Compton et al., 2014, citados por Daros et al, 2022) como
en sistemas sin pastoreo (Daros et al., 2020, citado por Daros et al, 2022).

Alrededor de la mitad de las vacas lecheras experimentan una disminucion
repentinay transitoria en el consumo de alimento en las Gltimas 2 semanas antes del parto,
gue se ha asociado con inflamacion sistémica, indicada por un aumento de las
concentraciones de haptoglobina en sangre (Bertoni et al, 2009). En este momento se

activan vias complejas de adaptacion metabdlica en todos los mamiferos, especialmente
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en vacas lecheras de alto rendimiento. Estas adaptaciones requieren de procesos
homeoréticos que redireccionan los nutrientes para apoyar las Ultimas fases del
crecimiento fetal primero y el inicio de la lactancia después (Pascottini et al, 2020).
Cuando ocurren fallas en la adaptacion a estos cambios, los animales pueden desarrollar
distintas afecciones metabdlicas durante el puerperio. Esencialmente todas las principales
enfermedades y trastornos de las vacas en transicion (metritis, mastitis, cetosis,
hipocalcemia y retencion de placenta) son precedidos por una respuesta inflamatoria
intensificada (Horst et al, 2021).

Todas las vacas experimentan en mayor o menor grado, una reduccion de la
sensibilidad a la insulina, BEN e inflamacién sistémica durante el periodo de transicion,
que abarca desde 3 a 4 semanas previas a 3 a 4 semanas posteriores al parto. Este periodo
se caracteriza por una serie de “reacciones en cadena” que implican que las fallas en la
adaptacion durante este periodo, pueden resultar en una movilizacion excesiva de grasa,
indicadores elevados de inflamacion, inmunosupresion y, en Ultima instancia,
enfermedades metabolicas o infecciosas.

Un excesivo almacenamiento de AGNE como triglicéridos compromete la
funcién hepatica, mientras que la oxidacion de AGNE podria suprimir el consumo de
alimento y consecuentemente, profundizar el BEN. La saciedad causada por la oxidacién
hepética pareceria ser el mecanismo dominante que controla la ingesta de alimento en el
periparto. Minimizar la tasa de lipdlisis y la duracién del estado lipolitico son clave para
reducir la incidencia de enfermedades metabdlicas (Allen y Piantoni, 2013). En este caso,
durante el periparto, es esperable que las vacas se beneficien de una composicion de dieta
diferente de lo que podria ser una dieta de lactancia suministrada dias o semanas después
del parto (Allen et al., 2009), cuando el control del consumo de alimento por la oxidacién

hepética disminuye y las sefiales de la distensién ruminal comienzan a dominar.



46

El objetivo de este capitulo es determinar si existen cambios en los indicadores de
balance energético, la concentracion de proteinas de fase aguda en sangre, determinar las
afecciones que pueden ocurrir a nivel hepatico mediante indicadores plasmaticos y sus
relaciones en vacas sometidas a fuentes contrastantes de energia durante los primeros 28

dias en lactancia.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Animales y disefio experimental

Para los analisis descriptos en el presente capitulo se utilizaron las muestras

obtenidas de los mismos animales y disefio experimental descripto en el capitulo 2.
3.2.2 Balance energético
El balance energético fue calculado como la diferencia entre la energia consumida

y la energia requerida para mantenimiento y lactancia, de acuerdo a la ecuacién del NRC

(2001):
Balance energético ENI (Mcal/d) = EN ingerida (Mcal ENI/d) — EN mantenimiento

(Mcal ENI/d) — EN para lactancia (Mcal ENI/d),

donde EN ingerida (Mcal ENV/dia) = [(0.703 x EM (Mcal/dia)) — 0.19] x CMS (kg/d);
EN mantenimiento (Mcal ENI/d) = 0.08 x PVA%"; y EN para lactancia (Mcal ENI/d) =

0.0929 x GB (%) + 0.0547 x proteina (%) + 0.0395 x lactosa (%).

3.2.3 Anadlisis de sangre

Aproximadamente 10 dias previo al parto, y luego del primer ordefie posterior al

parto, y los dias 4, 7, 14, 21y 28 se extrajeron muestras de sangre. Las mismas se tomaron
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luego del ordefie de la marfiana, de la vena yugular. Se utilizaron tubos para extraccion al
vacio (Becton Dickinson Vacutainer Systems, Franklin Lakes, NJ) con heparina sddica,
con EDTA o con activador de coagulo y gel separador segun el andlisis posterior a
realizar. Las muestras obtenidas en tubos conteniendo EDTA o heparina se centrifugaron
inmediatamente luego de la extraccion, durante 10 minutos a 2500 rpm. El plasma
obtenido fue conservado a -20°C, para las determinaciones detalladas posteriormente. Las
muestras obtenidas en tubos conteniendo gel activador de coagulacion, se conservaron a
temperatura ambiente hasta observar separacion del suero y retraccion del coagulo.
Posteriormente se centrifugaron a 2500 rpm durante 15 minutos. EI suero obtenido se
conservo a -20°C hasta el analisis en laboratorio.

Las determinaciones de los niveles de insulina, igf-1, y hormona de crecimiento
en sangre, se realizaron mediante radioinmunoensayo (Instituto de Biologia y Medicina
Experimental, Conicet, Buenos Aires, Argentina).

Para la determinacion de los niveles de calcio, fosforo y magnesio en sangre se
utilizaron kits colorimétricos (Wiener Lab., Rosario, Argentina).

Para la determinacion de los niveles de ceruloplasmina y haptoglobina en sangre
se utilizaron kits turbidimetros (Ceruloplasmin turbitest AA; Haptoglobin turbitest AA
Wiener Lab., Rosario, Argentina).

Para la determinacion los niveles de urea, bilirrubina, colesterol, transaminasa
glutdmica oxalacética (GOT) y transaminasa glutdmica piravica (GPT) en sangre se
utilizé espectrofotometria (Kits correspondientes a cada determinacion segun
instrucciones, Wiener Lab., Rosario, Argentina).

En cada muestreo de sangre, excepto el dia 4, se midieron las concentraciones de
glucosa en sangre y cuerpos cetonicos (B-hidroxibutirato: BOHB) con tiras reactivas

(Freestyle Optimum) y medidor portatil (Freestyle Optimum NEO).
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3.2.4 Anélisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software SAS (SAS 9.4, SAS
Institute Inc., Cary, NC). Los resultados fueron analizados como un disefio en bloques
completos aleatorizados utilizando el procedimiento mixto (PROC.MIXED), donde el
animal se incluyd como efecto aleatorio. Las medias fueron comparadas mediante test de

Tukey (o= 0.05). La ecuacion del modelo se describe como:

Yijk = p + bloquei +tratj + diak + (trat *dia)jk + Errorijk

donde: p es la media general, bloquei es cada grupo de 2 animales, tratj es el efecto del
tratamiento (Maiz o Cascarilla), diak representa el dia de muestreo, (trat*dia)jk es la
interaccidn entre tratamiento y dia de muestreo, y Errorijk es el error experimental. Las
diferencias fueron declaradas significativas con P < 0.05 y las tendencias se discutieron

cuando P < 0.10.

3.3 Resultados y discusién

3.3.1 Metabolismo postparto. PV, CC, estatus energético y hormonal

A continuacion, se presentan los resultados de los indicadores metabolicos

evaluados durante el periodo preparto (cuadro 8).

Cuadro 8. Indicadores metabolicos preparto.

Tratamiento EEM Significancia

M CS Tratamiento?
PV 628.55 617.35 12.31 0.54
CC 3.22 3.42 0.21 0.53

Glucosa (mg/dl) 51.89 53.89 4.08 0.76
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IGF-1 (ng/dl) 237.17 196.37 44.66 0.57
BOHB (mmol/l) 0.92 0.87 0.24 0.76
Insulina (ng/ml) 0.34 0.36 0.05 0.90

M=tratamiento maiz; CS= tratamiento cascarilla de soja; EEM= error estandar de la media; PVV= peso vivo;
CC= condicidn corporal, donde 1: flaca y 5: gorda (Wildman et al., 1982); IGF-1= factor de crecimiento
simil insulina-1, BOHB= B-hidroxibutirato; 1: A pesar de suministrarse una dieta Unica a todos los
animales, se separan para el andlisis como “tratamiento” a las vacas que posteriormente serian asignadas a
cada una de las dos dietas experimentales.

Los resultados de los indicadores metabolicos, obtenidos durante los primeros 28 dias
postparto, luego de reemplazar parte del almidon de la dieta por CS, se presentan en el
cuadro 9.

Cuadro 9. Efecto de los tratamientos sobre el metabolismo postparto.

Tratamiento Significancia
EEM -

M CS Trat. Dia TxD
PV (kg) 539.47 540.26 11.11 0.8 <.0001 0.44
CC (1-5) 2.78 2.84 0.08 0.7 <.0001 0.35

BE (Mcal
Enl(/dl'a) -4,132 -0.52° 2.3 0.03 0.7 0.73
Glucosa (mg/dl) 62.52 59.65 3.28 0.29 0.02 0.25
IGF-1 (ng/ml) 141.34 140.52 21.1 0.9 <.005 0.43
BOHB! (mmol/l) 0.35 0.41 0.03 0.09 <.005 0.32
BOHB? (mmol/l) 0.41 0.4 0.02 0.95 <.0001 0.82
Insulina (ng/ml) 0.71 0.66 0.14 0.77 0.06 0.85
HC (ng/ml) 3.24 3.59 0.28 0.38 0.13 0.58

M=tratamiento maiz; CS= tratamiento cascarilla de soja; EEM= error estandar de la media; PV= peso vivo;
CC= condicion corporal, donde 1: flaca y 5: gorda (Wildman et al., 1982); BE= balance energético; IGF-
1= factor de crecimiento simil insulina-1, BOHB= B-hidroxibutirato; HC= hormona de crecimiento,1=
BOHB medido con tiras reactivas; 2= BOHB medido con kit ELISA. -a-b Superindices distintos en una
misma fila indican diferencias entre medias.

No se observan diferencias significativas en ninguna de las variables analizadas,
excepto en BE, donde los animales del tratamiento CS presentan un BE menos severo que
los del tratamiento M (P<0.05). La ausencia de diferencias en CC pese a las notables
diferencias en la severidad del BE, puede deberse a que esta determinacion evalla los
depdsitos de grasa subcutaneos, y no es lo suficientemente sensible para capturar los
cambios en los depdsitos de grasa internos durante cortos periodo de tiempo (Drackley et

al., 2014).
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Se observa una tendencia (P=0.09) a menor concentracion de BOHB en sangre en
las vacas del tratamiento M, aunque ambos tratamientos presentaron valores muy por
debajo de los umbrales establecidos para considerar casos de cetosis subclinica (1.2
mmol/l). Cabe destacar que esta tendencia solo se observo cuando la medicion de BOHB
se realizd en el momento del muestreo, con tiras reactivas, y no fue luego corroborada
con la medicion en laboratorio (BOHB?). El punto méas bajo (nadir) del BE durante el
periodo analizado se observo en el dia 7 para el tratamiento CS, y en el dia 14 para el

tratamiento M (figura 5).
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Figura 5. Evolucion del balance energético para los diferentes tratamientos durante la etapa
experimental. Las estrellas sobre el grafico indican dia de muestreo donde se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05). M = tratamiento maiz; CS = tratamiento
cascarilla de soja. DEL = Dias en lactancia

Esta disminucién en la severidad del BEN esté explicada por el aumento de CMS
obtenido con la dieta CS, ya que no habiendo diferencias en peso vivo ni en produccién
de leche (las variables que definen los requerimientos energéticos), la diferencia entre
energia requerida y consumida va a ser menor, y en consecuencia el BEN va a ser menor.

Albornoz et al (2019) en un experimento que comparaba dos niveles de almidén
en la dieta (22 vs 28%), y cada una con dos fuentes de diferente fermentabilidad del

mismo (grano humedo vs grano seco molido de maiz), reportaron BEN menos severo
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para la dieta de mayor almidon. La fuente de almiddn altamente fermentable (grano
himedo de maiz) disminuyé el CMS 'y la ingesta de energia durante el periodo de posparto
temprano. Estos efectos negativos de la fuente de mayor fermentabilidad aumentaron
cuando se incluyeron en una dieta alto almiddon. Estos resultados son extrapolables a
nuestro experimento, que cuenta con dietas con diferentes (aunque aun menos
contrastantes) niveles de almiddn y distintas fuentes energéticas.

Resultados inversos encontraron McCarthy et al (2015), en donde las dietas con
alto contenido de almidon (26.2%), mejoraron el estatus energético en la lactancia
temprana al ser comparadas con dietas de bajo contenido de almidon (21.5%).

La evolucion del peso vivo no evidencio diferencias entre tratamientos (cuadro 9),
aunque si hubo un efecto esperable del dia de muestreo, tipico del periodo analizado. El
mismo comportamiento presento la CC (cuadros 8 y 9, figura 7), sin evidenciar
diferencias entre tratamientos. Esta disminucion en el PV y CC es consecuencia del BEN

tipico de la etapa analizada.
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Figura 6. Evolucion del peso vivo previo al parto, y para los diferentes tratamientos durante la
etapa experimental La flecha indica el momento del parto. M = tratamiento maiz; CS =
tratamiento cascarilla de soja. DEL = Dias en lactancia
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Figura 7. Evolucion de la condicidn corporal previo al parto, y durante la etapa experimental para
los diferentes tratamientos. La flecha indica el momento del parto. M = tratamiento maiz; CS =
tratamiento cascarilla de soja. DEL = Dias en lactancia

Un excesivo almacenamiento de AGNE como triglicéridos compromete la
funcién hepatica, mientras que la oxidacion de AGNE podria suprimir el consumo de
alimento y consecuentemente, profundizar el BEN. En el presente experimento no se
encontraron diferencias entre tratamientos para este indicador en la duracién total del
experimento, aunque si se presentaron valores significativamente superiores de AGNE en
el dia 7 postparto para el tratamiento CS (figura 8). Este dia de muestreo fue el Unico en
donde se alcanzaron valores de 0.7 mmol/l, el cual es considerado un valor umbral en el
cual se considera que existen riesgos por una excesiva movilizacién de grasas.
Comparando las figuras 8 y 9, puede observarse que el valor mas alto de AGNE se da
antes del valor pico de BOHB, lo que es coherente teniendo en cuenta que los acidos
grasos libres son el sustrato para la produccion de cuerpos cetonicos. Por lo tanto, este
valor de AGNE no debe tomarse aislado, sino que debe ser contrastado con lo ocurrido

posteriormente con esos cuerpos cetonicos (BOHB).



53

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4 I —a—CS
03 \+/*\} v
02 | 1

0.1

3%
——

AGNE (Mmol/1)

0 7 14 21 28
DEL

Figura 8. Evolucion de la concentracion de AGNE para los diferentes tratamientos durante la
etapa experimental Las estrellas sobre el grafico indican dia de muestreo donde se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05). M = tratamiento maiz; CS = tratamiento
cascarilla de soja. DEL = Dias en lactancia

0.55
0.5
0.45

©
s

0.35

BOHB (Mmol/1)
o
w

0.25

0.2
-14 7 0 7 14 21 28
DEL

Figura 9. Evoluciéon de la concentracion de BOHB previo al parto, y para los diferentes
tratamientos durante la etapa experimental. La flecha indica el momento del parto. Las estrellas
sobre el gréfico indican dia de muestreo donde se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos (p<0.05). M = tratamiento maiz; CS = tratamiento cascarilla de soja. DEL = Dias en
lactancia

Un elevado valor de AGNE por si solo puede no ser perjudicial, si el organismo
es capaz de removerlo y transformarlo en cuerpos cetdnicos, lo cual puede apreciarse en
la figura 8. En los estudios previamente mencionados de Ospina et al (2010a, b), aquellas
vacas con concentraciones de BOHB > 1.0 Mmol/l entre 3 y 14 dias después del parto

tuvieron > 4 veces mayor riesgo de enfermedades posparto (desplazamiento de abomaso,
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metritis, cetosis clinica) y tenian > 15% menos probabilidades de quedar prefiadas 70 d
después del periodo de espera voluntario. Las vacas multiparas produjeron
aproximadamente 390 kg menos leche (lactancia corregida a 305 dias) que aquellos con
concentraciones mas bajas.

En nuestro experimento, los valores maximos alcanzados de BOHB nunca
superaron los 0.6 Mmol/l, sin diferencias entre tratamientos, y Unicamente con un valor
significativamente superior el dia 21 para el tratamiento CS (figura 9). Estos bajos valores
de BOHB indican que, a pesar de haber abundante movilizacion de grasas en ambos
grupos experimentales, tanto las vacas en el tratamiento CS como en el tratamiento M,
fueron capaces de procesarlas a nivel hepatico. Esto se corresponde a lo observado en la
figura 5, donde se aprecia que a pesar de ambos grupos haber transitado dias de balance

energético negativo, este no fue excesivamente pronunciado.

3.3.2 Perfil mineral en sangre

Cuadro 10. Concentracion de minerales en sangre durante los primeros 7 dias postparto.

Tratamiento Dia Significancia

Determinacion EEM EEM .
M CS 1 4 7 Trat Dia TxD

Calcio (mg/dL) 866 846 017 902 857 809 023 040 003 0.32
Fésforo (mg/dL) 272 248 021 220 361 200 029 042 000 0.80
Magnesio (mg/dL) 2.27 224 005 207 232 237 006 074 000 0.92

Rel. Ca-P 406 406 031 452 252 514 054 1.00 <0001 0.78

M= Tratamiento maiz; CS = Tratamiento cascarilla de soja; EEM = Error estdndar de la media; Trat. =
Tratamiento; Dia = Dia de muestreo postparto; TxD = interaccién tratamiento x dia. Diferencias
significativas: P < 0.05; Diferencias altamente significativas: P < 0.01

No se detectaron diferencias significativas entre tratamientos para la
concentracion de los minerales medidos en sangre, ni para la relacién Ca-P.

El suministro y utilizacién de los minerales por parte de los tejidos periféricos,
particularmente la glandula mamaria, determinan los niveles séricos de Calcio (Ca),
fosforo (P) y magnesio (Mg) durante el periparto y la lactancia, y también son un reflejo

de su metabolismo. Cualquier deficiencia por debajo de ciertos limites fisioldgicos de
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estos nutrientes puede causar signos clinicos y subclinicos que afectan negativamente la
salud y la fertilidad. Mantener los niveles adecuados en sangre tiene implicancias muy
importantes para la salud, el crecimiento y la reproduccion, y para las funciones de los
sistemas inmune y endocrino (Fadlalla et al, 2020). La reduccién del CMS por fallas en
la homeostasis del Ca, es un factor que puede agravar el BEN tipico del periodo de
transicion.

El P cumple funciones relacionadas con la secrecion de leche, el metabolismo
energético, el transporte de aminoacidos y la sintesis de fosfolipidos y proteinas. La
deficiencia de este mineral en el organismo indica un bajo CMS, ya que su concentracion
sérica esta altamente relacionada con el contenido de P en la dieta.

El Mg a nivel intracelular funciona como catalizador de enzimas en reacciones
metabolicas y, a nivel extracelular, estd involucrado en la conduccion nerviosa,
contracciones musculares y en la formacion mineral de los huesos. Los bajos niveles de
Mg en sangre afectan el metabolismo del Ca al reducir la secrecidn de parathormona en
respuesta a la hipocalcemia o al disminuir la sensibilidad de los tejidos a ella.

Tanto los valores de Ca y Mg se encontraron dentro de los valores considerados
adecuados (Puls, 1998). Teniendo en cuenta el hecho de que el nivel de magnesio en
sangre es principalmente un reflejo de su consumo a través de la alimentacién, podemos
suponer que los animales han obtenido suficientes cantidades de este elemento a través
de la alimentacién suministrada durante el periparto. Cabe recordar que, durante el
periodo previo al parto, ambos grupos de vacas recibieron alimento balanceado con
incorporacion de sales anionicas (ver cuadro 1).

En cuanto al P, se encontraron valores que podrian considerarse deficientes, por
debajo de los normales considerados por Goff (1998), de 4 a 6 mg/dL. Esta

hipofosfatemia pudo estar causada por una deficiencia de fosforo en la dieta. Esto sucede
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cuando los valores de P estan por debajo de los recomendados por NRC (2001), de 0.37%
en base seca.

La hipofosfatemia y sus consecuencias en lactancia temprana esta recibiendo una
mayor atencion debido a los incentivos recientes en muchas partes del mundo que apuntan
a la reduccion del contenido de P en las raciones de las vacas lecheras, con el objetivo de
disminuir la contaminacion ambiental con P de origen fecal (Goff, 2018, citado por
Grinberg et al, 2019).

La hipofosfatemia es comunmente encontrada durante el periodo periparto y al
principio de la lactancia (Macrae et al., 2006, Macrae et al., 2012, citados por Griinberg
et al, 2019). Aunque se han informado concentraciones bajas de fosforo en sangre en al
menos el 50% de las vacas lecheras clinicamente sanas alrededor del parto, la
hipofosfatemia también se diagnostica en la mayoria de las vacas paridas que presentan
signos clinicos de hipocalcemia (Griinberg, 2014).

En nuestro estudio, no se presentaron casos de hipocalcemia clinica ni partos
distécicos (datos no presentados), lo que es consistente con los valores normales de Ca
medidos (cuadro 10), por lo que los valores de P observados, aun encontrandose debajo
de valores considerados normales, no tuvieron consecuencias clinicas en los animales.

En el trabajo de Grilinberg et al (2019), en donde se sometieron a las vacas a dietas
bajasen P (0.15y 0.2% en base seca) durante 4 semanas preparto y las primeras 4 semanas
en lactancia, se encontraron valores de P en sangre por debajo de 1.5 mg/dL. Sin embargo,
esta marcada hipofosfatemia no se asocio con signos de debilidad muscular clinicamente
aparente o alteracion de la funcién, y tampoco se asocié con una disminucion en el
contenido de cualquiera de los compuestos que contienen P a nivel muscular. Estos
resultados indican que los prolongados y pronunciados déficits de P en la dieta en vacas

lecheras en transicion, a pesar de que conduce a una marcada hipofosfatemia, esta puede
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ser sostenida sin alterar la homeostasis del P del tejido muscular o causando alteraciones
clinicamente aparentes de la funcion muscular.

Otro resultado interesante encontrado por estos autores, fue el de un aumento de
las concentraciones de calcio, 0 una disminucion en la caida de la concentracion en sangre
alrededor del parto, para las vacas tratadas con dietas de bajo contenido de fosforo. Esto
sugiere que la hipofosfatemia por si sola no es una herramienta de diagnostico fehaciente
para considerar problemas al parto, y que también deben considerarse los niveles de Ca
en sangre y la relacion entre ambos minerales.

En nuestro estudio, la relacion Ca-P presento valores altos (entre 2.52:1 a 5.14:1)
para los comunmente reportados como éptimos (1.5:1 a 2:1; Chase, 1998) para el periodo
analizado. Segun Thilsing-Hansen et al (2002), en su amplia revision sobre los
mecanismos de control de la hipocalcemia, la relacion Ca-P se ha sugerido como un factor
importante en el desarrollo de esta patologia. Los primeros estudios sobre el tema
destacaron la importancia de mantener baja la relacién Ca-P de la dieta para prevenir la
hipocalcemia. Se sugirié que una dieta alta en P suprimia la hidroxilacién de la vitamina
D a nivel renal, lo que indirectamente reducia la absorcién de calcio. De acuerdo a NRC
(2001) hay estudios que sugieren que la relacion Ca-P no es critica, a menos que la sea
superiora 7:1 o menora 1:1

Cabe destacar gque la baja relacion Ca-P anteriormente mencionada, es un posible
factor que aumenta las posibilidades de padecer hipocalcemia, pero cuando se da por una
baja concentracion plasmatica de Ca, y no cuando sucede como en el caso de nuestro

trabajo, por una baja concentracion de P.

3.3.3 Proteinas de fase aguda y marcadores de salud hepatica
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En el cuadro 11 se presentan los resultados de los anélisis de sangre para evaluar
los indicadores de salud hepatica, movilizacion de grasas e inflamacién durante el periodo

experimental.

Cuadro 11. Proteinas de fase aguda e indicadores metabélicos.

Tratamiento Dia Significancia

Determinacion M CS EEM 7 14 21 EEM Trat. Dia TxD
Haptoglobina

(mg/dl) 1041 700 125 877 9.85 750 142 0.09 0.46 0.94
Ceruloplasmina

(mg/dl) 18.93% 13.42° 1.67 13.86 14.80 19.87 2.46 0.03 0.16 0.41
Bilirrubina total

(umol/l) 17.98 17.77 1.25 19.55 18.08 1599 1.64 0.91 0.30 0.49
Colesterol total

(mmol/l) 249 257 014 193 272 294 0.17 0.68 0.00 0.39
Urea (g/l) 034 031 001 035 032 032 013 0.13 0.14 0.70
Ureal (mmol/l) 5,67 521 019 5.79 527 527 021 0.13 0.11 0.71
GOT (Ul 28.32 27.79 136 30.37 25.94 2786 1.26 0.79 0.01 0.51
GPT (U/l) 417 453 041 4.44 394 467 095 0.57 0.22 0.18
Relacién

NEFA:Colesterol 021 026 0.03 034 022 015 0.03 0.29 <0001 0.01

M= Tratamiento maiz; CS = Tratamiento cascarilla de soja; EEM = Error estandar de la media; Trat. =
Tratamiento; Dia = Dia de muestreo postparto; TXD = interaccion tratamiento x dia. Diferencias
significativas: P < 0.05; Diferencias altamente significativas: P < 0.01

Se encontraron diferencias significativas para el nivel de ceruloplasmina en
sangre, siendo menor (P<0.05) para los animales de tratamiento CS. Similares resultados
encontraron McCarthy et al (2015), cuando alimentaron animales durante 21 dias con
dietas contrastantes en sus niveles de almidon (26.2 vs 21.5 %). Los resultados son
coincidentes con el mayor y méas prolongado BEN presentado por las vacas del
tratamiento M (cuadro 9y figura 5). A diferencia de la inflamacion clésica que es inducida
por infeccién y/o lesion y luego se resuelve, la inflamacion subaguda, indicada por
aumentos en alguna de las proteinas de fase aguda, se asocia con alguna disfuncion del
tejido. (Gregor y Hotamisligil, 2011).

Es posible que las vacas que experimentaron un BEN mas profundo y prolongado,

hayan sufrido mayor estrés metabdlico, lo que provocé la elevacién de los niveles de
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ceruloplasmina en sangre. Cabe destacar que los valores obtenidos para ambos
tratamientos fueron inferiores a lo sefialado por Ceciliani et al (2012) como umbral para
animales saludables: 0.24 g/l.

En cuanto a la concentracion de haptoglobina en sangre, se aprecia una tendencia
a menores valores en el tratamiento CS.

En un estudio observacional realizado por Martins et al (2021), encontraron
relacién entre valores elevados de haptoglobina postparto, con una produccién de leche
2.3 kg/d inferior durante los primeros 60 dias de lactancia. En este estudio citado no se
observo relacion entre los valores elevados de haptoglobina y los marcadores energéticos
(NEFA y BOHB) que no difirieron entre grupos. Es importante destacar que el estudio
de Martins et al (2021) fue observacional, y se clasifico a las vacas con valores elevados
de haptoglobina, cuando este se encontraba por encima del valor promedio del rodeo en
observacion.

Pohl et al (2015) reportaron que un estrés metabdlico durante el periparto,
indicado por BOHB elevado (>1.2 mmol / L) a 5 DEL, se asoci6 con niveles elevados de
haptoglobina, independientemente de si se trataba de vacas multiparas o primiparas. Ya
que se trata de un indicador de inflamacion no especifico (Ceciliani et al. 2012), otros
factores asociados a elevados valores de haptoglobina en sangre son: dificultad al parto,
retencion de placenta, y metritis aguda dentro de los 5 dias postparto. En este estudio, se
tomaron como valores umbrales de haptoglobina, 1.4 g/l (o el equivalente a 140 mg/dl).
Ninguno de los eventos antes citados se dio en nuestro experimento, lo que puede explicar
los bajos valores obtenidos para la variable.

En nuestros resultados, los valores medidos de haptoglobina en sangre estuvieron
muy por debajo de ese umbral (cuadro 9), para ambos grupos experimentales, lo que

indica que el estrés metabdlico fue bajo durante el periodo analizado. Los valores
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obtenidos en nuestro estudio son coincidentes con el valor establecido por Ceciliani et al
(2012) para vacas saludables: 0.1 g/dl. También en coincidencia con ese mismo trabajo,
donde se hallo un coeficiente de correlacion de 0.78, en nuestro estudio se aprecia una
correlacion positiva entre haptoglobina y ceruloplasmina, donde ambas aumentan para el
tratamiento M.

Este comportamiento de la variable analizada coincide, aunque con valores mucho
menores en nuestro experimento, con los menores valores de haptoglobina hallados por
Pohl et al (2015) cuando las vacas presentaban valores de NEFA y AGNE por debajo de
los umbrales considerados criticos (0.6 y 1.2 mmol/l respectivamente). Debemos tener en
cuenta que a diferencia del trabajo citado que fue retrospectivo, en nuestro experimento
se brind6 alimentacién ad libitum, lo que probablemente haya disminuido la severidad y
duracion del balance energético negativo experimentado por las vacas.

Otra probable explicacion al BEN menos severo que fue observado en nuestro
experimento para el tratamiento M, es que a el suplemento energético estaba basado en
el uso de maiz seco, a diferencia de lo suministrado por Albornoz y Allen (2018). Estos
autores reportaron una reduccion en el CMS cuando suministraron fuentes mas
fermentables de almidén (grano himedo de maiz vs maiz seco molido), y los efectos
fueron mas marcados cuando estas fuentes se agregaban a dietas con alto contenido inicial
de almiddn. La tendencia a presentar mayores valores de haptoglobina para el tratamiento
M, puede explicarse en el mayor y mas prolongado balance energético negativo
experimentado por este grupo (cuadro 8 y figura 5).

Los bajos valores obtenidos para los niveles en sangre de haptoglobina y
ceruloplasmina probablemente se deban a que, a pesar de encontrarse las vacas en BEN,
los niveles de AGNE y BOHB en sangre no fueron elevados. Esto nos puede sugerir que

la funcidn hepatica no se vio comprometida en un grado que provocara una cetosis con
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una elevacion de estas proteinas de fase aguda, a pesar de presentar una relacion
NEFA:colesterol > 0,2 mmol/l (cuadro 11) consistente con la mayor probabilidad de tener
infiltracion de grasa en higado segun Mostafavi et al (2013).

Consistente con una adecuada salud hepatica y ausencia de cetosis, se observan
valores bajos de GOT y GPT para ambos tratamientos en nuestro experimento. Cuando
las membranas celulares se encuentran incapacitadas o se produce muerte de hepatocitos,
estas enzimas son liberadas al torrente sanguineo. El valor de GPT es el indicador méas
sensible para detectar dafio hepatico agudo, y GOT es un indicador mas adecuado para
evaluar el grado de ese dafio hepatico (Sun et al, 2015). Estos autores establecieron
valores umbrales de GOT (o AST como también se la Ilama) de 104 U/I, y GPT (o ALT),
de 11 a 40 U/l (Ingvarsten, 2006). Los valores obtenidos en nuestro experimento permiten
concluir que el higado no sufrio un grado de inflamacion alarmante para ninguno de los

dos grupos experimentales en el periodo analizado.

3.4. Conclusiones

Las vacas que recibieron cascarilla de soja como fuente energética, en reemplazo
de grano de maiz como suplemento en la dieta, presentaron un BEN menos severo y de
una menor duracién. EI aumento de CMS obtenido con la dieta CS, tuvo como resultado
una disminucion en la negatividad del BE, ya que no se detectaron diferencias en peso
vivo ni en produccion de leche, que son las variables que definen los requerimientos
energéticos (ver capitulo 2).

Las diferencias significativas en las concentraciones de ceruloplasmina, y la
tendencia a un aumento de la haptoglobina en sangre, nos dan indicios de que las vacas
que recibieron el suplemento M, al estar en un mayor BEN, se vieron sometidas a un

mayor estrés metabdlico.
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Pese a encontrarse diferencias entre tratamientos para el valor de BEN, no se
encontraron diferencias en la concentracion de cuerpos ceténicos y AGNE en sangre, y
los valores observados no se consideraron criticos para considerar un riesgo de dafio
hepatico. Esto probablemente sea consecuencia de que los valores de BEN estimados no
fueron excesivamente negativos para ambos tratamientos, posiblemente por los altos
valores de CMS obtenidos para ambos grupos de vacas.

En linea con esta suposicidn, y con los datos presentados en el capitulo 2, podemos
hipotetizar que, a los 14 dias postparto, las vacas se encontraban en una condicion
metabolica y hormonal que indicaria el fin del periodo de transicion postparto, en donde
dejan de predominar los mecanismos de control de consumo mediados por la oxidacion

hepética de nutrientes.
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CAPITULO 4

Caracterizacion del microbioma ruminal: phylum dominantes y su asociacion con
variables de impacto productivo para la vaca lechera.

4.1. Introduccién

La utilizacion de fuentes de fibra de alta degradabilidad (e.g. cascarilla de soja,
fibra rica en hemicelulosa y celulosa; pulpas de citrus, ricas en pectinas) como alternativa
al uso de concentrados almidonosos como el grano de maiz, mostraron cambios positivos
sobre diversas variables productivas en numerosos estudios a lo largo de las Gltimas dos
décadas (Ipharraguerre, et al., 2002b; Voelker y Allen; 2003; Dann et al., 2008; Cannas
etal., 2013).

Los nutrientes provistos por la dieta son transformados en el rumen a través de la
actividad microbiana produciendo energia, tanto para esta humerosa comunidad, cdmo
para el animal. Ademas, se generan diversos intermediarios del metabolismo (Jami et al.,
2014; Henderson, 2015) que son traslocados directamente a la glandula mamaria con
distinto grado de eficiencia segun las caracteristicas propias del alimento y las
condiciones del ambiente ruminal. Existe, entonces, un fuerte nexo entre la nutricién del
rumiante y las caracteristicas del producto final constituido por el microbioma, sabiendo
que leves modificaciones en la dieta pueden producir cambios importantes en la estructura
de la comunidad microbiana (Chaucheyras-Durand et al., 2012, Petri et al., 2013;
Henderson et al., 2015) y que esto también puede modificar la composicion de la leche.

Broadway et al. (2012) evaluaron la diversidad y composicion del microbioma
ruminal en bovinos suplementados con pulpa de citrus en dos niveles de inclusion (0, 10
y 20%) y reportaron que mayores contenidos de este suplemento generaban cambios la

comunidad, especialmente en dos de los principales taxones del rumen: el género
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Prevotella, el mas abundante dentro del microbioma ruminal (Kim, 2011), y el género
Butyrivibrio, altamente correlacionado con el proceso de biohidrogenacion y la
produccion de cis-9, trans-11 CLA. Dado que la incorporacion de suplementos
contrastantes en fuente de carbohidratos induce cambios en el ambiente ruminal y
posiblemente en la composicion del microbioma, el objetivo del presente capitulo es
analizar los principales taxones a nivel Phylum y sus asociaciones con parametros

productivos.

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Animales

Durante la realizacion del ensayo se muestrearon 19 animales de los 24 totales
para el estudio de microbioma ruminal, de las cuales 11 eran primiparas y 8 multiparas
(cuadro 12). Las extracciones de licor ruminal se realizaron por técnica del tubo oro-
ruminal adaptada para muestreos de microbioma (Miccoli et al., 2020) entre el dia 4 al 11
postparto. Las fechas de muestreo fueron 3 para poder cubrir especificamente ese periodo
en cada individuo seleccionado. En ese rango comprendido alrededor de la primera
semana del periodo experimental (dia 4-11) no se esperaban diferencias notables en el
consumo de alimento por efecto dietario.

Es importante destacar que, para los estudios de estructura de comunidad, tanto
de bacterias como archaeas, la tasa de consumo tiende a aumentar la tasa de pasaje, y con
esto el flujo de microorganismos a través del aparato digestivo. Dado que los primeros 3
dias postparto se suministrd6 una alimentacion de adaptacion, consistente en una
proporcion 70:30 en base seca de silaje de planta entera de maiz y suplemento, no se
esperaban grandes diferencias entre tasas de consumo por efecto “dieta”. Recordando los

resultados del Capitulo 2, el CMS fue significativamente superior en el tratamiento CS



65

(Cuadro 5, 20.85 vs. 18.50 kg MS/d para CS y M, respectivamente) y la diferencia es méas

marcada cerca del dia 12 posparto (Figura 1).

A continuacion, se presenta un cuadro donde se detallan los datos de los animales

muestreados.

Cuadro 12. Animales muestreados por tratamiento (A= cascarilla de soja; R= maiz) y dias

postparto
. . Dia . Cadigo
Muestreo  Animal Categoria postparto Tratamiento Secuenciilcién
1 10A Vaquillona 10 CSs R10A1
1 12A Vaquillona 10 CSs R12R1
1 1A Vaca 9 CS R1A1
1 11R Vaquillonas 8 MZ R11R1
1 14R Vaquillonas 7 MZ R14R1
1 8A Vaquillonas 3 CS R8A1
2 4R Vaca 8 MZ R4R2
2 6A Vaca 12 CS R6A2
2 10R Vaquillonas 9 CS Descartada
2 13R Vaquillonas 8 CS Descartada
2 14A Vaquillonas 12 MZ MZ2
2 15R Vaquillonas 5 CSs Repetida-3
3 3R Vaca 8 CS R3R3
3 5R Vaca 9 CS R5R3
3 5A Vaca 4 Mz R5A3
3 15R Vaquillona 11 CS R15R3
3 11A Vaquillona 6 MZ R11R1
3 2A Vaca 9 Mz R2A3
3 2R Vaca 4 MZ R2R3

4.2.2. Muestreo de licor ruminal

Dispositivo de aspiracion

Durante la fase experimental se realiz6 la puesta a punto de una técnica de

muestreo para microbioma ruminal que fue previamente evaluada en vaquillonas de carne

y se adapt0 para vacas lecheras en el presente trabajo (Miccoli et al., 2020). Se utiliz6 una
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bomba manual a gatillo (Professional Hand-held vacuum pump - Eurotech, Germany),

con las siguientes adaptaciones segun la técnica:

1.

2.

Se elimino el recipiente colector para agilizar el flujo de contenido ruminal.

Se le conectd una manguera flexible de PVC de 9 mm de diametro interno y 12
mm de diametro externo x 80 mm como acople entre el dispositivo y la manguera
flexible de PVC que ingresa al rumen, para asegurar el correcto vacio.

El tubo que ingresa al rumen es de 12 mm de diametro interno y de 240-270 cm
de longitud.

El extremo distal del tubo no tiene perforaciones a fin de evitar obstrucciones y
estd terminado en bisel, de modo de facilitar el flujo de contenido.

Se utilizo6 previo al muestreo, la introduccidn de camara endoscépica con luz LED
para verificar la entrada al rumen y regular la longitud necesaria del tubo para
adecuarlo a las vacas lecheras. De este modo, nos aseguramos sacar contenido

desde puntos de extraccion similares entre animales.

Manejo previo de animales

El muestreo de contenido ruminal se realizd entre las 4 a 5h posteriores al

suministro de alimento. Con el animal inmovilizado y correctamente parado, se realizé la

aplicacion por via intravenosa de un neuroléptico (Acepromacina), al 1% (10 mg/ml)

dejando un tiempo de espera de 3 a 5 minutos hasta que el animal esté relajado. Cuando

se detecta que el animal disminuye sus reflejos, un operario sujeta la cabeza para

inmovilizarlo y otro sostiene la lengua hacia fuera de la cavidad bucal e introduce un tubo

de PVC rigido de 20 mm x 60 cm hasta la raiz de la lengua ingresando a la glotis, al que

llamamos “tubo guia”.
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Procedimiento

Una vez colocado correctamente el tubo guia se introduce el tubo de PVC flexible
0 manguera cristal. Se procede a realizar las primeras succiones con niveles de vacio
inferiores -7/-10 mbar (aprox. 200-300 inHg). Cuando el contenido ruminal aspirado
completaba el volumen total o % del volumen del tubo, se retiraba suavemente y el
contenido colectado se depositaba en vasos de precipitados para su evaluacion.

Se superviso la calidad de la muestra obtenida en términos de proporcion solido-
liquido y la cantidad de saliva. Para verificar esto, manipulamos la muestra con guantes
de latex, frotando suavemente y luego retirando la mano observando gque no exista textura
de gel o liquido filante, caracteristico de las muestras con abundante saliva.
Inmediatamente despues de la evaluacion visual y tactil, se midi6 el pH utilizando un
medidor portatil de pH calibrado entre 4 y 7 (Hanna HI98128 pHep® 5 Waterproof).

La duracion total del procedimiento, desde la introduccion del tubo guia hasta la
descarga, fue de 8 a 10 min, aproximadamente, sin complicaciones. En todos los animales
muestreados (n=19) para evitar molestias 0 pequefias incomodidades posteriores al
procedimiento, se aplicé antiinflamatorio (Meloxicam) por via subcutanea a una dosis de
2.5ml/100 kg PV.

Del total de muestreos, por exceso de saliva y descarte de muestra, 2 animales
fueron repetidos hasta obtener la muestra definitiva para el analisis. Una vez registrado el
pH, la muestra se trasvaso a tubos conicos tipo Falcon de 50 ml y se almacenaron a -80°C

hasta su procesamiento en laboratorio.

4.2.3. Extraccién de ADN y secuenciacion para analisis de 16S rRNA

Se extrajo ADN gendmico siguiendo el protocolo de extraccion y purificacion del

kit ADN PuriPrep-SUELO (Inbio Highway Biologia Molecular, Argentina) con
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adaptacion de un protocolo especifico para muestras de barros por similitud con
caracteristicas de las muestras de licor ruminal. La concentracion de ADN se cuantifico
por lectura en Nanodrop 1000 spectrophotometer (Cuadro 13). La calidad del ADN fue
evaluada mediante electroforesis a 120V durante 50min, con una corrida de 120ng de
muestra en un gel de agarosa al 2% para cumplir con los requisitos para la secuenciacion

(Cuadro 13 y figuras 10 y 11).

Cuadro 13. Concentracion obtenida de ADN por muestra y calidad leida por Nanodrop.

Muestra Ug/ul 260/280 260/230
MZ2 190.4 1.85 1.46
15R2 452.5 1.84 2.04
13R2 10.1 1.6 2.58
10R2 25 1.76 2.05
6A2 193.1 1.75 1.25
4R2 65.1 1.54 0.71
12R1 42.1 1.7 0.9
14R1 33.3 1.73 1.14
11R1 150.1 1.83 1.44
8A1 222.2 1.87 1.65
1A1 60.5 1.67 0.97
10A1 89.3 1.63 0.78
2R3 152.7 1.78 1.24
2A3 48.4 151 0.72
3R3 178.4 1.66 121
5A3 36.4 1.54 0.83
15R3 136.5 18 1.5
11R3 47.6 1.43 0.65

5R3 201.2 1.67 1.24
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MZ2, 15R2, 13R2, 10R2, 6A2, 4R2, marker, 11R1, 8A1, 1A1, 10A1

Figura 10. Corrida en gel de agarosa al 2% para testeo de calidad de algunas de las muestras

2.1Sample Requirements(Amplicon Metagenomics Sequencing (WOBI))

PCR-Free 0D260/280=1.8-2.0,
Library Genomic DNA = 200 ng =20 L =10ng/pL no degradation, no
(Amplicon) contamination

Figura 11. Requisitos para el analisis de secuenciacién en cuanto a volumen y concentracion de
ADN.

Las muestras se enviaron conservadas en hielo seco a la empresa Novogene
(Novogene Corporation Inc., China) donde se repitio el analisis de calidad de ADN
extraido previo procesamiento. Se realizé amplificacion por PCR de la region V4 del 16S
rRNA del ADN de bacterias y archaeas para generar las librerias de amplicones y luego
la secuenciacion. La plataforma utilizada fue NovaSeq PE250 (0.1M raw reads per

sample).

4.2.4 Analisis bioinformatico

Los resultados de la secuenciacion fueron analizados con los programas DADA2
y Phyloseq del paquete estadistico R, que permite analizar las secuencias de 16S a nivel

de ASV (“variantes de secuencia de amplificacion” segun sigla en inglés; 100% Identity).
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4.3 Resultados y discusion

Se detectaron en total 44 taxones a nivel de Phylum obteniéndose, en promedio,

53.131y 51.149 lecturas para CS y M, respectivamente (Figura 12).
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Figura 12. Abundancias totales (Total Reads) de microorganismos agrupadas a nivel Phylum en
las 17 muestras analizadas.

Para definir los més abundantes, se calcularon las abundancias relativas (RA, %)
tomando como base un limite inferior de 0.1%, por lo cual 16 phylum fueron los méas
abundantes. En la figura 13 puede verse que los principales phylum corresponden a
Firmicutes y Bacteroidetes, contabilizando entre ambos taxones casi el 80% del total
como en estudios previos con vacas lecheras (Pitta et al. 2010; Jami y Mizrahi 2012; Li
et al. 2012). En tercer lugar, el phylum Proteobacteria, superior en M, seguido de

Actinobacteria, superior en CS.
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Figura 13. Abundancias relativas a nivel Phylum segln el tratamiento de suplementacién (CS=
cascarilla de soja; M= maiz).

Estos valores son muy similares a los analizados por Kim et al. (2011), segln
datos del Ribosomal Data Base Project (RDB, base de datos genémicos). Se indicaron
como Phylum dominantes del microbioma ruminal los Firmicutes y Bacteroidetes con
RA de 57.8% y 26.7%, respectivamente. En tercer lugar, los autores sefialan a
Proteobacteria como el tercer grupo con un valor de RA de referencia de 6.9%, valor

semejante al obtenido en el tratamiento CS.
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Figura 14. Abundancias totales (Total Reads) de microorganismos agrupadas a nivel Familia en
las 17 muestras analizadas.

Dentro del taxa Firmicutes se encuentran algunos de los principales géneros que
forman parte del microbioma nucleo (Henderson et al., 2015) como Butyrivibrio, de la
familia Lachnospiraceae, vinculadas al metabolismo de los acidos grasos en rumeny a la
sintesis del acido ruménico, y Ruminococcus, de la familia Ruminocacceae, con fuerte
actividad fibrolitica. En la figura 14 pueden verse las abundancias totales a nivel familia,
destacandose Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, Clostidiaceae y Enterococcaceae.

La RA de Firmicutes y Bacteroidetes no difiri6 entre dietas (p> 0.05) y tampoco
larelacion Firmicutes: Bacteroidetes (F:B; p> 0.05). En el presente estudio los Firmicutes
duplican en RA a los Bacteroidetes, contrario a lo hallado por Jami et al. (2014) para
vacas lecheras consumiendo una dieta con una relacion forraje:concentrado (F:C) de
30:70. McCann et al. (2014) para dietas de vacas lecheras con relacion F:C de 45:55,
similares a las de este trabajo, indicaron mayor proporcion de Bacteroidetes respecto de

Firmicutes. Ademas, sefialaron que esta relacién se invertia a medida que aumentaba la



73

proporcion de concentrado en la dieta, hasta obtener un valor de RA de Firmicutes muy
alta en las situaciones de acidosis ruminal subaguda.

Mas alla de la proporcion de concentrado, el componente “almidon” en dieta
podria tener mayor impacto que el nivel del mismo. La relacion F:B puede estar asociada
con ciertos parametros productivos, como la concentracion de grasa en leche (Jami et al.,
2014) e incluso algunos &cidos grasos en leche tienen correlaciones significativas con
algunos grupos de bacterias, como es el caso de la familia Lachnospiraceae, ligada al
proceso de biohidrogenacion ruminal y a los isomeros 18:2 cis-9, trans-11 CLA y trans-
10, cis-12 CLA (Pitta et al., 2018). Como se vio en el capitulo 2, el trans-10, cis-12 suele
estar aumentado en dietas con mayor nivel de almidon y fue relacionado al “sindrome de
baja grasa en leche” (MFD, segln sigla en inglés), por su correlacién negativa con el %
de grasa en vacas lecheras de acuerdo con Baumgard et al. (2000).

En el presente trabajo, si bien el &cido graso trans-10, cis-12 fue superior en el
tratamiento M, no hubo diferencias en la concentracién de grasa en leche. Una posible
explicacion a esta falta de diferencias aun con niveles distintos de este isdbmero entre
tratamientos, puede deberse a que, al inicio de la lactancia, gran parte de los componentes
de la grasa presente en la leche provienen de movilizacion de tejido adiposo. Esta
situacion puede estar enmascarando el efecto supresor del CLA en la sintesis de grasa en
glandula mamaria.

Pitta et al. (2018) observaron una relacion negativa entre la RA de los Firmicutes
y la concentracion de grasa en leche, contrario a lo reportado por Jami et al. (2014), y en
el caso de este estudio no hubo correlacion entre la ratio F:B y la grasa butirosa pero si se
encontré asociacion entre F:B con el CMS promedio entre los dias 4-10 (p= 0.058;

R?=0.50). Como puede verse en la figura 15, se obtuvo una asociacion positiva entre la
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RA de Bacteroidetes y el CMS promedio entre los dias 4 y 10 posparto (p< 0.05; R?=

0.30) y también se correlacioné positivamente con la PL (p= 0.0811; R?=0.46).
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Figura 15. Regresion lineal entre la abundancia relativa (RA) del Phylum Bacteroidetes y el
consumo de materia seca (CMS) promedio entre el dia 4 al 10 posparto para ambos tratamientos.

El género principal dentro del Phylum Bacteroidetes estd representado por
Prevotella, sefialado como el género mas abundante del microbioma bacteriano ruminal
tanto en dietas de alto forraje como altas en grano (Kim et al., 2011; Henderson et al.,
2015; Mao et al., 2015). Este género presenta una alta plasticidad metabdlica, con
actividad enzimatica para degradar almidon y azucares simples, actividad proteolitica y
también fibrolitica (Purushe et al., 2010). Otras correlaciones que resultaron significativas
fueron la RA del taxa Proteobacteria con la PL (p=0.0407, R?>= -0.53) y el Phylum
Euryarchaeota, perteneciente al reino Archaea (metanogénicas), con la concentracion de
lactosa (p= 0.0011; R?= -0.76) y la grasa (p=0.0682; R?=0.48).

Si bien las dietas difirieron en la fuente de carbohidratos como suplemento

energético, no hubo diferencias entre los principales phylum (Figura 13) pero si una



75

notable diferencia entre la estructura de la comunidad microbiana al analizar el efecto del

animal como individuo (Figura 16).
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Figura 16. Abundancias relativas a nivel Phylum por cada animal muestreado en ambos
tratamientos.

5 Conclusiones

Los cambios detectados en la composicién de las comunidades microbianas
parecen deberse a las diferencias individuales entre tasas de pasaje del alimento mas que
al efecto de la composicion de la dieta. Es caracteristico de este periodo la alta

variabilidad de CMS entre vacas individuales. Es probable que la alta variabilidad
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encontrada en el CMS al momento de extraccion de licor ruminal, se deba a la eleccion
del momento de muestreo, ya que las vacas se encontraban en fase de cambios
composicionales de la dieta, debido a que entre el dia del parto y el dia 4, se realiz6 una
fase de adaptacion donde la relacion F:C pasaba gradualmente de 77:23 a 50:50.

Por otro lado, se encontraron correlaciones positivas entre ciertos phylum y
algunas de variables productivas analizadas en el presente trabajo. La correlacion positiva
entre comunidades metanogénicas y la lactosa nos permite hipotetizar que dietas que
contengan menor cantidad de este tipo de precursores, ya sea por menor concentracion o
menor cantidad de carbohidratos altamente fermentables en rumen como el almidén,

podrian favorecer a una menor emision de metano.
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CAPITULO 5

Discusion general y principales conclusiones

Sin dudas el periodo de transicion representa un desafio metabolico para las vacas
lecheras de alta produccion, el cual esta signado por el desbalance que representa la alta
demanda de nutrientes y el consumo restringido caracteristico de la etapa. Si bien durante
mucho tiempo se asociO este desbalance a la alta produccion individual, la evidencia
actual ha demostrado que es el CMS el factor que mejor predice el balance de nutrientes.
En el presente trabajo se evalto el reemplazo de una fuente de almidon (grano de maiz)
por una alternativa basada en carbohidratos fibrosos de alta fermentabilidad como la
cascarilla de soja. Trabajos previos han estudiado el efecto de distintos niveles y grados
de fermentabilidad del almidon durante el periodo de vaca fresca (Albornoz y Allen,
2018; Albornoz et al., 2019, 2020) pero ninguno en particular sobre la adicion de cascara
de soja en esta etapa. Por otra parte, si bien varios trabajos han estudiado el cambio de
maiz por cascarilla de soja en etapas posteriores de la lactancia (Ranathunga et al., 1998;
Ipharraguerre et al., 2002a, 2002b; Ipharraguerre y Clark, 2003), al menos para la revision
llevada a cabo para el presente trabajo no existen datos sobre su inclusion al inicio de la
lactancia.

En el presente estudio los animales alimentados con el suplemento CS tuvieron
un CMS significativamente mayor (P<0.0001) durante la etapa posparto analizada. Esta
diferencia represent6 2.35 kg MS adicionales de consumo. Este reemplazo de fuentes de
energia rapidamente fermentables por fibras de alta digestibilidad, probablemente haya
disminuido el flujo de nutrientes disponibles para la oxidacion en higado, la velocidad de
Ilegada de los mismos, o ambos. Cabe recordar que los mecanismos de corto plazo de

control del consumo son los que predominan en la etapa del postparto. Parte de este
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control del consumo tiene que ver con la oxidacion, tanto en cantidad como en velocidad,
de los metabolitos a nivel hepéatico (Allen, 2014). Este mecanismo conocido como la
teoria de la oxidacion hepatica, parece ser el que explica las mayores ingestas obtenidas
con para las vacas suplementadas con CS al inicio de la lactancia en el presente trabajo.

Cuando la dieta tiene mayor contenido de almiddn, el flujo de propionato al higado
puede aumentar considerablemente durante las comidas, y el rapido aumento de la carga
de energia a nivel hepatico podria reducir el tamafio de las mismas y en consecuencia la
ingesta total de energia. Como consecuencia de este mayor CMS, y de la ausencia de
diferencia en produccion y composicion de la leche, PV y CC, las vacas que recibieron
cascarilla de soja como fuente energética presentaron un BEN menos severo y de una
menor duracion. Como resultado, las vacas que recibieron el suplemento CS salieron del
BEN el dia 14 postparto, comparado con las vacas del tratamiento M, que seguian en
BEN al final del periodo experimental (28 dias).

De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos afirmar que el cambio de la fuente
energética durante el periparto, pese a no diferir marcadamente en el contenido de
almidon tuvo efectos en reducir los indicadores de estrés metabolico sufrido por las vacas
en ese periodo. Esto podemos afirmarlo debido a las diferencias significativas en las
concentraciones de ceruloplasmina, y la tendencia a un aumento de la haptoglobina en
sangre para las vacas que recibieron el suplemento M.

Pese a encontrarse diferencias entre tratamientos para el valor estimado de BEN,
no se encontraron diferencias en los indicadores plasmaticos comunmente utilizados para
estimar el mismo: cuerpos ceténicos y AGNE en sangre. A pesar de la diferencia
encontrada en BEN, y el comportamiento tipico de estos indicadores durante el periodo
analizado, los valores observados no superaron los umbrales considerados criticos para

suponer un riesgo de dafio hepético. Consistente con una adecuada salud hepética y
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ausencia de cetosis, se observan valores bajos de GOT y GPT. Esto probablemente sea
consecuencia de que el BEN experimentado por los animales no fue excesivamente
negativo para ninguno de los tratamientos. Otra posible explicacion puede ser los altos
valores de CMS obtenidos para ambos grupos de vacas. Esto nos permite hipotetizar que
realizar abordajes nutricionales que permitan minimizar la duracién y profundidad del
BEN, y a la vez mantener una adecuada salud hepatica, es una estrategia adecuada para
vacas lecheras en las condiciones analizadas en el presente estudio.

En linea con estas conclusiones, podemos afirmar que, a los 14 dias postparto, las
vacas se encontraban en una condicion metabolica en donde dejan de predominar los
mecanismos de control de consumo mediados por la oxidacion hepatica de nutrientes. En
un estudio realizado por Hoseyni et al (2020), se reportaron efectos positivos en la
produccidn de leche durante toda la lactancia al comparar agrupamientos de vacas frescas
por 10 dias versus 21 dias y luego transferirlas a un rodeo con dietas de alta produccién.
Las vacas que permanecieron en la dieta de vaca en transicion durante el periodo mas
corto, presentaron mayor produccion de leche al pasar a la dieta de alta produccion.
También presentaron una tendencia a mayor produccion total durante toda la lactancia.
Seria interesante en futuras investigaciones, enfocar los cambios en la fuente energética
y/o niveles marcadamente contrastantes de almiddn, en periodos mas acotados luego del
parto, o la combinacion de ambas alternativas, para intentar establecer si la duracion de
la transicion luego del mismo es menor a los tradicionales 21 a 28 dias reportados por la
mayoria de los autores.

Podemos afirmar que, en las condiciones analizadas, el cambio en la fuente
energética durante los 14 primeros dias postparto, priorizando el suministro de fibras de
alta degradabilidad en reemplazo del almidon, tiene efectos positivos en el CMS, lo que

permite transitar el periodo de inicio de lactancia con menor estrés metabélico, menor
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riesgo de presentar alteraciones en la funcion hepatica, y sin afectar la produccion de
leche ni su composicion. En nuestro estudio, las vacas alimentadas con la dieta con mayor
contenido de almiddn presentaron una mayor variabilidad diaria en el CMS, lo que parece
estar en linea con los mecanismos de control del consumo predominantes durante este
periodo.

En el periodo posparto, la concentracion de insulina en sangre y la sensibilidad a
la insulina de tejidos es bajo, lo que resulta en la movilizacidn de reservas corporales,
aumentando la concentracion de AGNE en sangre y provocando disminucion del
consumo de alimento (Allen y Piantoni, 2013). A medida que transcurre la lactancia y
aumenta la produccién de leche y también el CMS, el control del consumo se vuelve
dominado por la distensién ruminal y las raciones de alto contenido de almidon y bajo
nivel de llenado promueven mayores producciones de leche.

En nuestro estudio, la produccién de leche no mostro diferencias entre
tratamientos durante la etapa experimental, pero si fue en promedio mayor para el
tratamiento M luego del fin de la misma. Es probable que, al prolongar la etapa
experimental durante 28 dias, las vacas asignadas al tratamiento CS hayan tenido un
aporte insuficiente de almiddn, lo que les impidid lograr producciones potencialmente
mas altas a pesar de tener un mayor CMS.

No se encontraron diferencias entre la estructura de la comunidad microbiana al
analizar los tratamientos experimentales, pero si cuando se analizo el efecto individual
del animal. Los cambios detectados en la composicion del microbioma podrian deberse
mas a diferencias entre tasas de flujo microbiano que al efecto “dieta”. ES interesante
profundizar en futuras investigaciones sobre la relacion entre indicadores de estrés

metabolico, el consumo de alimento y las comunidades microbianas presentes en el
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rumen. O"Hara et al. (2020) plantean el interrogante si es el microbioma el que hace al
fenotipo o es la divergencia entre individuos la que hace al microbioma.

En los primeros afios de estudio tras la aparicion y auge de las técnicas de
secuenciacion masiva, la dieta jugaba el rol central como modulador de la composicion
microbiana. Actualmente se sabe que el efecto “hospedador” o “individuo” es de altisimo
impacto e incluso en algunos paises se utiliza el microbioma ruminal e intestinal como
herramienta de seleccion, eligiendo a los individuos segun sus bacterias y archaeas en pos
de mayor conversion alimentaria, menores emisiones de metano y perfiles mas saludables
de &cidos grasos.

En resumen, los resultados del presente trabajo han demostrado que el reemplazo
parcial de una fuente de almidon por una fuente de fibra de alta digestibilidad repercutid
positivamente sobre el CMS durante los primeros dias postparto. Esta mejora en el CMS
no afectd la produccién de leche y variables asociadas al metabolismo energético. Sin
embargo, los niveles de ceruloplasmina y haptoglobina fueron menores para los animales
que recibieron la dieta con cascarilla de soja, encontrandose ademas una relacion negativa
entre el nivel de CMS y los niveles de estos marcadores de inflamacion, demostrando que
elevar el CMS al inicio de la lactancia es clave para mejorar la transicién de vacas lecheras

de alta produccion.
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ANEXO

1. Criterios de bloqueo para los animales de ensayo.
13/2/2019 14/3/2019

Cédigo  Parto . Edad meses . lactancia PV Fechade Diasen Inicio fase
Blogue Trat. IDg anterior Categoria (Primiparas) Lactancias Ensayo  (kg) cc Pvikg) cC parto preparto experimental
1 Maiz 1R 17/3/2018 Multipara 1 2 540 3 520 3.25 27/3/2019 13 14/3/2019
1 cS 1A 12/4/2018 Multipara 2 3 514 3 512 3 5/4/2019 14 22/3/2019
2 (&) 2A  25/4/2018 Multipara 1 2 576 3.5 560 3.75 22/4/2019 17 5/4/2019
2 Maiz 2R 22/4/2018 Multipara 1 2 566 3.5 547 3.75 27/4/2019 22 5/4/2019
3 Maiz 3R 26/5/2018 Multipara 2 3 495 2.5 498 2.5 23/4/2019 7 16/4/2019
3 cs 3A  1/4/2018 Multipara 1 2 536 3.5 524 3.5 29/5/2019 21 8/5/2019
4  Maiz 4R 1/4/2018 Multipara 1 2 698 3.75 678 4 16/4/2019 25 22/3/2019
4 (e 4A  11/5/2017 Multipara 2 3 602 4 578 4 27/4/2019 22 5/4/2019
5 Maiz  5R 4/5/2018 Multipara 1 2 527 2.75 516 2.75 22/4/2019 7 15/4/2019
5 CS 5A 1/5/2018 Multipara 2 3 510 3 505 3.25 27/4/2019 12 15/4/2019
6 CS 6A 6/6/2018 Multipara 3 4 623 2.25 607 2.5 13/4/2019 22 22/3/2019
6 Maiz  6R 19/6/2018 Multipara 4 5 613 25 611 3 29/5/2019 44 15/4/2019
8 CS 8A Primipara 32 1 622 3.75 623 3.75 11/4/2019 28 14/3/2019
8 Maiz  15R Primipara 36 1 623 3.75 630 4 20/4/2019 29 22/3/2019
9 (&) 9A Primipara 35 1 576 3.75 596 4 30/3/2019 16 14/3/2019
9 Maiz  9R Primipara 35 1 601 3.75 599 3.87 12/5/2019 27 15/4/2019
10 (&) 10A Primipara 34 1 554 3.75 536 4 4/4/2019 13 22/3/2019
10 Maiz 10R Primipara 35 1 568 3.75 568 4 16/4/2019 25 22/3/2019
11 Maiz  13R Primipara 30 1 500 4.25 504 4 17/4/2019 26 22/3/2019
11 cS  11A Primipara 33 1 526 3.75 550 3.75 25/4/2019 20 5/4/2019
12 Maiz 12R Primipara 29 1 516 4 538 3.75 28/3/2019 14 14/3/2019
12 cS  12A Primipara 31 1 515 4 540 3.75 4/4/2019 21 14/3/2019
14  Maiz 14R Primipara 35 1 624 3.75 665 3.75 7/4/2019 16 22/3/2019
14 CS  14A Primipara 35 1 599 3.75 616 3.75 13/4/2019 22 22/3/2019

Figura 1. Criterios de blogueo para los animales del ensayo. PV: Peso vivo en kg.; CC: Condicién
Corporal (escala 1 a 5 donde 1= flaca y 5 = gorda).

2. Fotografias de los ensayos
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Fotografias 1y 2. Vacas alojadas en los corrales durante el experimento, con comederos
individuales y bebederos compartidos

Fotografia 3. Preparacion de la alimentacion en comederos individuales.
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Fotografia 5. Extraccion de sangre de la vena yugular con tubos al vacio.
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Fotografia 7. Muestras de sangre, suero y leche conservadas en freezer para posterior analisis.
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Fotogafia 8. Maniobra de insercion de tubo esofagico luego de la sedacion para extraccion de
liquido ruminal para analisis de microbioma.

Fotografia 9: Bomba manual para succion de liquido ruminal.
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Fotografia 10. Liquido ruminal extraido mediante bomba de succion.
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Fotografia 11. Medicién de pH y temperatura en muestra de liquido ruminal



109

Fotografia 12. Muestra de liquido ruminal fraccionada para su conservacion en freezer y
posterior analisis.

3. Figuras adicionales
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Figura 17. Evolucion de la concentracion plasmatica de glucosa previo al parto, y para los
diferentes tratamientos durante la etapa experimental. M = tratamiento maiz; CS = tratamiento

cascarilla
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Figura 18. Evolucidon de la concentracion plasmatica de factor de crecimiento simil insulina 1
previo al parto, y para los diferentes tratamientos durante la etapa experimental La flecha indica
el momento del parto. M = tratamiento maiz; CS = tratamiento cascarilla de soja. DEL = Dias en

lactancia
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Figura 19. Evolucion de la concentracion de insulina previo al parto, y para los diferentes
tratamientos durante la etapa experimental. La flecha indica el momento del parto. M =
tratamiento maiz; CS = tratamiento cascarilla de soja. DEL = Dias en lactancia
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Figura 20. Evolucion de la concentracion de hormona de crecimiento para los diferentes tratamientos
durante la etapa experimental. Las estrellas sobre el grafico indican dia de muestreo donde se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05). M = tratamiento maiz; CS = tratamiento cascarilla de
soja. DEL = Dias en lactancia



